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RÉSUMÉ 
 
 Le lenalidomide est une drogue anti-cancéreuse utilisée avec succès dans des cancers 
hématologiques notamment le myélome multiple et les syndromes myélodysplasiques. Son 
activité anti-tumorale directe est faible, en revanche, il est capable de moduler le 
microenvironnement de diverses manières. Parmi celles-ci, il a été montré que le lenalidomide 
avait une action directe sur les lymphocytes T en augmentant leur production d’IFN-γ et d’IL-
2 permettant ainsi, indirectement, d’activer les cellules Natural Killer (NK). Nos résultats 
montrent pour la première fois une action directe du lenalidomide sur les cellules NK. 
Contrairement aux lymphocytes T, il diminue leur capacité à produire de l’IFN-γ, et il 
diminue aussi l’expression de récepteurs inhibiteurs et activateurs (KIR et NKp46). Ces 
modifications phénotypiques n’ont cependant pas de conséquence sur l’activité cytolytique 
des cellules NK. 
 Une meilleure compréhension des mécanismes régissant les propriétés 
immunomodulatrices du Lenalidomide permettrait de mieux cibler son utilisation dans les 
cancers hématologiques. 
 
 50 à 70% des patients atteints de leucémies aiguës myéloïdes (LAM) atteignent la 
rémission complète (RC) après la chimiothérapie d’induction (1ère RC). Malheureusement, le 
taux de rechute reste élevé. Des études ont montré que le nombre absolu de lymphocytes 
après la chimiothérapie est un facteur pronostic de meilleure survie sans rechute. Cependant, 
la nature et les capacités fonctionnelles des lymphocytes impliqués ne sont pas connues. Nous 
avons donc entrepris de caractériser l’expression des (co)-récepteurs activateurs et inhibiteurs 
de lyse présents à la surface des cellules NK ainsi que des lymphocytes T CD8+ et Vγ9Vδ2. 
Nos travaux mettent en évidence une proportion importante de cellules NK immatures 
(CD56bright). En suivant quatre patients après la 1ère RC, nous montrons que l’immaturité des 
cellules NK semble maintenue au cours du traitement de consolidation. Nous montrons 
également que les trois effecteurs cytotoxiques sur-expriment le récepteur activateur NKG2D 
se qui pourrait être, là encore, une conséquence du processus de reconstitution immunitaire. Il 
existe également une corrélation positive entre le pourcentage de cellules NK CD16+, le 
récepteur responsable de l’activité cytotoxique induite par l’anticorps, et le pronostic 
cytogénétique et moléculaire établi au diagnostic. 
 La confirmation fonctionnelle des phénotypes observés ainsi que le suivi longitudinal 
des patients sont des éléments cruciaux qui permettraient de préciser le rôle des effecteurs 
lymphoïdes cytotoxiques dans la survenue de la rechute et de proposer des immunothérapies 
ciblées efficaces. Les cellules stromales du microenvironnement tumoral ont un impact 
majeur sur la persistance des cellules cancéreuses qui sont à l’origine des rechutes et sur les 
cellules du système immunitaire. Au vu des multiples actions du lenalidomide son efficacité 
devrait être évaluée dans les LAM.  
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ABSTRACT 
 
 The lenalidomide is an anticancer drug that has been successfully used in 

hematological cancers such as multiple myeloma and myelodysplastic syndromes. Its direct 

anti-tumor activity is weak, nonetheless, it is able to modulate the microenvironment by 

different ways. Among these, it has been shown that lenalidomide has a direct effect on T 

cells increasing their production of IFN-γ and IL-2, allowing the indirect activation of Natural 

Killer (NK) cells. Our results show, for the first time, a direct action of lenalidomide on NK 

cells. First, contrary to T cells, it decreases their ability to produce IFN-γ and secondly it 

reduces the expression of inhibitory and activating receptors (KIR and NKp46). However, 

these phenotypic changes have not effect on the cytolytic activity of NK cells. 

 A better understanding of the mechanisms governing the immunomodulatory 

properties of lenalidomide would optimise its use in hematologic cancers. 

 

 50-70% of patients with acute myeloid leukemia (AML) reach complete remission 

(CR) after induction chemotherapy (1st CR). Unfortunately, the relapse rate remains high. 

Studies have shown that the absolute number of lymphocytes after chemotherapy is a 

prognostic factor of improved relapse-free survival. However, the type and functional abilities 

of lymphocytes involved are not known. We have therefore undertaken to characterise the 

expression of activatory and inhibiting (co)-receptors of lyses on the surface of NK cells and 

also CD8+ and Vγ9Vδ2 T cells. Our work shows a high proportion of immature NK cells 

(CD56bright). Monitoring four patients after the 1st CR, we show that immaturity of NK cells is 

seems to be maintained during the treatment of consolidation. We also show that the three 

cytotoxic effectors over-express the activating receptor NKG2D, which could be again a 

consequence of immune reconstitution process. It also exists positive correlation between the 

percentage of CD16+ NK cells, the receptor responsible for antibody dependant cell 

cytotoxicity, and cytogenetic and molecular prognostic determined at diagnosis. 

 The functional confirmation of these phenotypes and longitudinal monitoring of 

patients are crucial elements that would clarify the role of cytotoxic lymphoid effectors in the 

occurrence of relapse and would offer the development effective targeted immunotherapies. 

Stromal cells of the tumor microenvironment have a major impact on the persistence of 

cancer cells and are decisive for relapse in the disease progression. Due to multiple properties, 

lenalidomide should be evaluated for AML patients. 
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ABRÉVIATIONS ET DÉFINITIONS 
 
ABC-DLBCL : activated B cell-like subtype of Diffuse Large B-Cell Lymphoma 

ADCC : Antibody-Dependent Cell Cytotoxicity 

ADNc : Acide DésoxyriboNucléique complémentaire 

AICL : Activation-Induced C-type Lectin 

Amylose AL : Amylose Light chain 

Ara-C : Aracytin® ou cytosine arabinosine  

ARNm : Acide RiboNucléique messager 

ATG : AntiThymocyte Globuline 

BCR : B-Cell Receptor 

Bcr-Abl : Breakpoint cluster region–Abelson 

bFGF : basic Fibroblast Growth Factor 

BrHPP : Bromo- Hydrin PyroPhosphate 

CDC25C : Cell Division Cycle 25 C 

CDK : Cyclin-Dependent Kinase 

CFU : Colony Forming Unit 

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité 

CMP : Common Myeloid Progenitors 

COX-2 : CycloOXygenase-2 

DLBCL : Diffuse Large B-cell Lymphoma 

DLI : Donor Lymphocyte Infusion 

DMAPP : DiMethylAllyl PyroPhosphate 

FAB : French-Amercan-British 

FADD : Fas Associated protein with Death Domain 

FasL : Fas-Ligand 

FLT3-ITD, -TKD : FMS-Like Tyrosine kinase 3-Internal Tandem Repeat, -Tyrosine Kinase 

Domain 

GCB-DLBCL : Germinal Center B cell-like subtype of Diffuse Large B-Cell Lymphoma 

G-CSF : Granulocyte-Colony Stimulating Factor 

GMP : Good Manufacturing Production 

GMP : Granulocytic/Monocytic-restricted Progenitor 

GvHD : Graft versus Host Disease 
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GvL : Graft versus Leukemia 

HDMAPP : Hydroxy-2-methyl-2-buten-4-yl 4-diphosphate 

HLA : Human Leukocyte Antigen 

HSC : Hematopoietic Stem Cell 

HUVEC : Human Umbilical Vein Endothelial Cells 

ICAM-1 : Inter-Cellular Adhesion Molecule 1 

IFN-γ : Interféron-gamma 

ILT-2 : Immuno Lectin Type-2 

IPP : Isopentenyl PyroPhosphate 

IPSS : International Prognostic Scoring System 

ITAM : Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif 

ITIM : Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif 

KIR : Killer Immunoglobulin like Receptor 

KO : Knock Out 

LAL : Leucémie Aiguë Lymphoïde 

LAM : Leucémies Aiguës Myéloïdes 

LFA-1 : Leukocyte Function-associated Antigen 1 

LIR : Leukocyte Ig-like Receptor 

LMC :  Leucémie Myéloïde Chronique 

LNH : Lymphome Non Hodgkinien 

MA : MyeloAblative conditioning 

MCA : MéthylCholAnthrène 

MGW : MacroGlobulinémie de Waldenström 

MICA et B : MHC class I Chain-related protein A et B 

MLL-ENL : Mixed-Lineage Leukemia-Eleven Nineteen Leukemia. 

NCR : Natural Cytotoxicity Receptor 

NF-κB : Nuclear Factor-kappa B 

NK : Natural Killer 

NKT : Natural Killer T 

OS : Overall Survival 

PBMC : Peripheral Blood Mononuclear Cells 

PG-E2 : ProstaGlandine-E2 

PP2A-Cα : Protein Phosphatase type 2A-Calpha 



 13

PRAME : PReferentially expressed Antigen in MElanoma 

RC : Rémission Complète 

RFS : Relapse Free Survival 

RIC : Reduced-Intensity Conditionning 

RP : Rémission Partielle 

RPS14 : 40S Ribosomal Protein S14 

SAPLIP : SAPosin Like Protein 

SMD : Syndrome MyeloDysplasique 

SSX2IP : Synovial Sarcoma, X breakpoint 2 Interacting Protein 

TCR : T-cell receptor 

TGF-β : Tumor Growth Factor-beta 

TNFR : Tumor Necrosis Factor Receptor 

TNF-α : Tumor Necrosis Factor-alpha 

TRADD : Tumor necrosis factor Receptor -Associated Death Domain 

TRAIL : Tumor necrosis factor-Related Apoptosis-Inducing Ligand 

ULBP : UL-16 Binding Protein 

VCAM-1 : Vascular-Cell Adhesion Molecule-1 

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor 

VLA-4 : Very Late Antigen-4 

WHO : World Health Organisation 

WT-1 : Wilms Tumor-1 

α-Galcer : alpha-Galactoceramide 

 

Survie globale ou overall survival (OS) : définie pour tous les patients d’une étude; mesurée 

de la date d’entrée dans l’étude et la date de mort quelle qu’en soit la cause; les patients dont 

on ne sait pas s’ils étaient décédés à la date du dernier suivi, sont censurés à la dernière date 

où l’on sait qu’ils étaient vivants. 

Survie sans rechute ou relapse-free survival (RFS) : définie seulement pour les patients qui 

ont atteint la rémission complète (RC) ou la rémission complète sans un recouvrement 

sanguin (RCi); mesurée de la date de la rémission complète jusqu’à la date de rechute ou de 

mort quelle qu’en soit la cause; les patients dont on ne sait pas s’ils ont rechuté ou s’ils sont 

morts à la date du dernier suivi, sont censurés à la dernière date du dernier examen. 
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INTRODUCTION 
 
 Immuno-surveillance anti-tumorale et « immunoediting » des 

tumeurs 
 
 En 1909, Paul Ehrlich avance l’hypothèse que le système immunitaire puisse réprimer 

le développement de carcinomes dont la fréquence d’apparition serait, sans ce contrôle 

immunitaire, beaucoup plus élevée que celle observée cliniquement. Cette hypothèse sous-

entendait l’existence de structures propres aux tumeurs, reconnaissables par le système 

immunitaire c'est-à-dire l’expression  d’antigènes spécifiques des tumeurs (Ehrlich, 1909). 

Dans un premier temps, cette prédiction fut peu suivie et faillit même être oubliée car les 

travaux de Peter Medawar et collaborateurs jetèrent un doute profond sur l’existence des 

antigènes spécifiques de la tumeur (Medawar, 1944). En effet, la reconnaissance et 

l’élimination par le système immunitaire d’une tumeur transplantée à une souris de fond 

génétique différent était admis cependant, le mécanisme du rejet apparaissait plutôt comme 

celui d’une allogreffe d’un tissu comme la peau à cause de l’incompatibilité des molécules du 

HLA, plutôt qu’à celui d’un rejet spécifique par la présence d’antigènes tumoraux. 

Quelques années plus tard, Franck Macfarlane Burnet et Lewis Thomas redonnèrent un regain 

d’intérêt à cette prédiction en formulant le concept « d’immuno-surveillance des cancers » 

(Burnet, 1957; Thomas, 1959). Ils réaffirmèrent la nécessité de la présence de structures 

antigéniques propres aux tumeurs pour qu’un contrôle du système immunitaire puisse exister. 

Lewis Thomas s’appuyait sur une vision évolutive où les organismes à longue durée de vie, 

plus enclins aux modifications génétiques, se doivent de posséder des mécanismes 

d’élimination des cellules mutantes potentiellement dangereuses. Là encore, ils se heurtèrent à 

un problème de taille : si le développement d’une tumeur chez un hôte immunocompétent est 

stoppé par la surveillance exercée par son système immunitaire, comment démontrer 

expérimentalement ce phénomène, par définition invisible ? (Dunn et al., 2004a; Thomas, 

1982). 

Afin de confronter les prédictions de l’immuno-surveillance antitumorale à l’observation, les 

premières expériences eurent pour objectif de démontrer que chez des hôtes ayant un système 

immunitaire détérioré le développement tumoral devait être plus important. Pour cela, le 

modèle des souris Nude, naturellement dépourvues de thymus, a été utilisé. Les résultats 

obtenus ne révélèrent cependant aucune différence dans le développement de tumeurs 
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spontanées (Rygaard and Povlsen, 1974), ou induites par le méthylcholanthrène (MCA) 

(Stutman, 1974), chez ces souris en comparaison de souris sauvages syngéniques, même après 

une longue période d’observation. Tout au plus, ces résultats mirent en avant la susceptibilité 

de ces souris immuno-déficientes au développement de tumeurs viro-induites. A cette époque, 

ces résultats décevants mais convaincants portèrent un autre coup dur à l’hypothèse de 

l’immuno-surveillance antitumorale (Dunn et al., 2002). 

Nous savons aujourd’hui que malgré l’absence de thymus, ces souris possèdent quand même 

une petite population fonctionnelle de lymphocytes T αβ ne permettant pas d’exclure un rôle 

de ces lymphocytes conventionnels dans l’immuno-surveillance antitumorale (Ikehara et al., 

1984). De plus, ces études ont été menées avant la caractérisation des cellules Natural Killer 

(NK) et des lymphocytes T non conventionnels γδ (LTγδ) dont le développement peut se faire 

en absence de thymus (Di Santo, 2008; Hayday, 2000). 

Grâce au développement constant de la génétique et l’utilisation des souris syngéniques, le 

concept de l’immuno-surveillance antitumorale a pu reprendre un peu d’essor. En 1964, Old 

et Boyse démontrèrent qu’une tumeur induite par des carcinogènes, transplantée dans une 

souris syngénique puis excisée chirurgicalement après quelques jours, conduit à une 

immunisation de cette souris contre une seconde greffe de la même tumeur (Old and Boyse, 

1964). Ainsi, ces expériences démontrent qu’une tumeur donnée et les greffons qui en sont 

dérivés expriment des antigènes qui leurs sont propres.  

Par la suite, le développement de souris spécifiquement déficientes pour les différentes 

populations immunitaires ou le développement d’anticorps monoclonaux permettant la 

déplétion de ces populations immunitaires, permirent de valider le concept d’immuno-

surveillance antitumorale ainsi que son élargissement (voir ci-après). Les souris Knock-Out 

(KO) pour l’enzyme de recombinaison RAG-2, essentielle pour le réarrangement du TCR ou 

du BCR, ne produisent ni lymphocytes T ou lymphocytes B matures ni LTγδ ni cellules NKT 

(Natural Killer T). Suite à l’injection d’un agent carcinogène (MCA), les souris RAG-2-/- 

développent des sarcomes au site d’injection plus rapidement et à une plus grande fréquence 

que les souris syngéniques contrôles (Shankaran et al., 2001). Afin d’étudier le rôle des 

différentes populations immunitaires dans le développement tumoral, une série de souris KO 

a été générée (Crowe et al., 2002; Gao et al., 2003; Girardi et al., 2003). Individuellement, 

l’inactivation de chacune de ces populations induit une susceptibilité accrue des souris KO au 

développement de tumeurs induites par le MCA (Figure 1). Seule l’inactivation spécifique 

des cellules NK n’a pu être complètement réalisée. En effet, l’utilisation de l’anticorps anti-
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NK1.1 permet d’éliminer les cellules NK mais aussi NKT (Smyth et al., 2000a). De même, 

l’utilisation de l’anticorps anti-asialo GM1 permet l’élimination des cellules NK mais 

également celle des monocytes/macrophages activés (Smyth et al., 2001).  

 

 
 

Figure 1 Développement de tumeurs spontanées ou induites par des carcinogènes chez des 

souris immunodéficientes (Dunn et al., 2006). 

 

Le développement de cancers hématologiques spontanés est particulièrement visible dans les 

modèles de souris KO pour la perforine et la beta-2-microglobuline (pfp-/- b2m-/-). Ces souris 

ne produisent pas de perforine, n’expriment pas de molécules du CMH-I et ne possèdent donc 

pas de lymphocytes T CD8+. Elles ont des cellules NK et des lymphocytes Tγδ mais qui sont 
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très peu cytotoxiques. Les lymphomes observés chez ces souris ne résultent pas d’infections 

opportunistes car les souris sont dans un environnement sans pathogènes. 

Chez l’Homme, les patients immuno-déprimés ou immuno-déficients sont plus 

sensibles à l’apparition de cancer (Boshoff and Weiss, 2002). Cependant, ces cancers sont 

particuliers car ils résultent le plus souvent d’infections opportunistes virales. Ainsi, pour les 

maladies lymphoprolifératives observées suite à une transplantation hématopoïétique, le 

génome du virus Epstein-Barr est retrouvé dans une grande majorité des lymphocytes B 

(Dolcetti, 2007). Cette résurgence peut être inversée suite à l’arrêt du traitement immuno-

suppresseur ou le transfert adoptif de lymphocytes T spécifiques de l’EBV (Savoldo et al., 

2006). 

 

 Élargissement du concept d’immuno-surveillance 

 

 Les expériences précédentes décrivent le rôle du système immunitaire dans le contrôle 

de l’émergence de tumeurs primaires. Cette surveillance n’est cependant que la première 

partie d’un concept plus large appelé « immunoediting ». Le système immunitaire effectue un 

contrôle permanent du développement tumoral et exerce donc une pression de sélection 

pouvant conduire au développement de tumeurs secondaires par l’émergence de clones 

tumoraux échappant à la surveillance immune. 

L’immunoediting se déroule en trois phases : l’élimination, l’équilibre et l’échappement 

(Figure 2). 

 

 
 

Figure 2  Les trois phases de l’immunoediting (Dunn et al., 2004b). 



 19

L’élimination correspond à une phase active où le système immunitaire reconnaît et détruit les 

cellules tumorales. Si ces cibles ne sont pas totalement éliminées alors une phase d’équilibre 

dynamique s’installe entre l’action du système immunitaire et le développement tumoral. La 

pression de sélection exercée par le système immunitaire est forte et les cellules tumorales 

grâce à leur grande instabilité génétique peuvent acquérir des micro- (mutations génétiques et 

épigénétiques) ou macro-réarrangements (translocation, délétion, inversion, duplication) leur 

permettant de se soustraire à cette sélection : c’est la phase d’échappement. 

L’échappement correspond à l’émergence de variants tumoraux qui ont réussi à perdre 

suffisamment d’immunogénicité pour s’échapper de la pression immune. Leur croissance est 

donc sans retenue et c’est généralement lors de cette phase que la tumeur devient 

cliniquement détectable.  

 

 Chez la souris, la phase d’équilibre est démontrée par des expériences de 

transplantation de tumeurs entre souris syngéniques. Des tumeurs issues de souris 

immunodéficientes (RAG2-/-) ou immunocompétentes se développent de façon identiques 

lorsqu’elles sont transplantées dans un hôte syngénique immunodéficient. Lors d’une 

transplantation dans un hôte syngénique immunocompétent, les tumeurs issues des souris 

RAG2-/- sont éliminées du fait de leur forte immunogénicité au contraire des tumeurs issues 

de souris immunocompétentes (Koebel et al., 2007). Ces expériences démontrent la capacité 

du système immunitaire à interagir avec les cellules tumorales et à moduler leur 

développement. 

Chez l’Homme, l’existence d’une phase d’équilibre est visible dans des cas cliniques très 

particuliers. Ainsi, MacKie et collaborateurs ont pu observer chez deux receveurs, l’apparition 

d’un mélanome métastatique secondaire 1 à 2 ans après une transplantation de reins provenant 

du même donneur. Ce donneur avait subit une intervention chirurgicale en 1982 pour un 

mélanome primaire de 2-3 mm d’épaisseur mais a été suivi pendant 15 ans sans un 

quelconque décèlement de tumeur résiduelle. Ainsi, des cellules tumorales étaient toujours 

présentes chez le donneur mais indétectables pour son système immunitaire (MacKie et al., 

2003). 
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I) Rôle des effecteurs lymphoïdes cytotoxiques dans la lutte anti-

cancéreuse et immunothérapies 
 

1. Génération des effecteurs lymphoïdes cytotoxiques 
 

1.1. Les lymphocytes T CD8+ effecteurs cytotoxiques 

 

Les capacités migratoires des lymphocytes Tαβ naïfs ne leur permettent pas de 

rejoindre les sites d’infections ou de développement tumoral. A leur sortie du thymus, ces 

lymphocytes T naïfs se localisent dans les organes lymphoïdes secondaires (ganglions 

lymphatiques, rate et plaques de Peyer de l’intestin) et recirculent d’un organe lymphoïde à 

l’autre par l’intermédiaire des réseaux lymphatiques et sanguins grâce à l’expression du 

récepteur aux chimiokines CCR7 (Miyasaka and Tanaka, 2004). Ainsi, l’apport des antigènes, 

produits par le foyer infectieux ou la tumeur, vers les zones T des organes lymphoïdes 

secondaires est indispensable au déclenchement de la réponse T primaire. Les cellules 

dendritiques sont les principales cellules effectuant ce transport. Elles sont présentes à l’état 

immature dans les tissus périphériques où elles jouent le rôle de sentinelles vis-à-vis de toutes 

intrusions étrangères (Guermonprez et al., 2002). 

 

La pleine activation des cellules T CD8+ naïfs (CD27+CD45RA+) dépend de plusieurs 

signaux  dont le premier fournit la spécificité de la réponse : c’est l’interaction entre le TCR et 

le complexe CMH-peptide. Le corécepteur CD8 présent sur les lymphocytes T est essentiel à 

ce premier signal car il participe, par son interaction au CMH-I, à la stabilisation du complexe 

TCR-peptide-CMH et ainsi à la délivrance d’un signal prolongé. Ce premier signal conduit 

notamment à l’expression du CD25 permettant la formation du récepteur de haute affinité à 

l’IL-2, indispensable pour l’expansion clonale du lymphocyte (Williams and Bevan, 2007) 

(Figure 3). 

Le second signal, ou signal de costimulation, est délivré par de nombreuses molécules et 

détermine le devenir de la réponse enclenchée. Ainsi, l’engagement du CD28 avec les 

molécules CD80 et CD86, surexprimées par les cellules dendritiques lors de leur maturation, 

est primordial pour la génération de lymphocytes T CD8+ cytotoxiques (CTL) (Sharpe and 

Freeman, 2002) (Figure 3). En effet, la délivrance du signal TCR sans signaux de 

costimulation suffisants mène à l’anergie du lymphocyte qui ne peut alors plus être réactivé 
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par une seconde stimulation antigénique et qui est incapable de produire de l’IL-2 (Schwartz, 

2003). 

Enfin, la pleine activation des lymphocytes T conduit à un remaniement de l’expression des 

récepteurs aux chimiokines comme la perte de CCR7 (Figure 3) et la capacité des effecteurs 

cytotoxiques à migrer vers le site d’infection ou de danger (Miyasaka and Tanaka, 2004). Sur 

le site d’action le CTL exerce son activité cytotoxique qui est cette fois-ci uniquement dirigée 

par la reconnaissance de l’antigène, le signal de costimulation par CD28 étant dispensable. 

 

 
 

Figure 3  Schéma du développement des effecteurs T CD8+. Adapté de (Kennedy and Celis, 

2008). 

 

Les lymphocytes T CD4+ sont essentiels dans la mise en place des réponses T cytotoxiques 

mémoires par l’interaction entre CD40L et le récepteur CD40 exprimé par les lymphocytes T 

CD8+ suite à leur activation (Bourgeois et al., 2002). Leur capacité à produire de forte 
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quantité d’IL-2 mais aussi d’IFN-γ est un paramètre non négligeable de l’action des 

lymphocytes T CD4+ (Kennedy and Celis, 2008). 

 

1.2. Les lymphocytes T Vγ9Vδ2 effecteurs mémoires 

 

Les lymphocytes T γδ sont une population de lymphocytes T non conventionnels qui 

représentent de moins 1 à 10% des lymphocytes circulants et jusqu’à 50% des lymphocytes T 

des tissus épithéliaux ou des organes lymphoïdes. Ils sont caractérisés par un TCR formé par 

l’association d’une chaine γ et d’une chaine δ. L'association des chaines Vγ9Vδ2 représente 

70 à 90% de la population des lymphocytes T γδ circulants. Les lymphocytes T γδ possédant 

le segment Vδ1 et diverses associations avec les segments Vγ2, 3, 5 ou 8 représentent très 

majoritairement les lymphocytes T γδ des tissus épithéliaux comme les muqueuses 

intestinales et la peau (Deusch et al., 1991). Les lymphocytes Vδ2 reconnaissent des 

phosphoantigènes environnementaux et sont donc activés très tôt dans le développement, 

conduisant à l’expansion préférentielle de cette population. De façon remarquable, il est 

estimé que la plupart des lymphocytes Vδ2 sont activés au cours de la première année de vie 

et évoluent ainsi rapidement en lymphocytes mémoires (De Rosa et al., 2004). 

Les lymphocytes T γδ sont considérés comme une population immunitaire appartenant à 

l’immunité adaptative à cause de l’expression d’un TCR réarrangé mais aussi à l’immunité 

innée par la faible variabilité combinatoire du TCR rappelant les récepteurs non réarrangés 

présents à la surface des cellules NK. 

Dans ce manuscrit nous nous intéresserons uniquement à la population présente dans le sang 

circulant, c'est-à-dire les lymphocytes T Vγ9Vδ2. 

 

 De façon similaire aux LT CD8+ l’expression des marqueurs CD27, CD45RA mais 

aussi CD16 permet de définir plusieurs sous-populations de lymphocytes T Vγ9Vδ2 

correspondant à différents stades de maturation (Angelini et al., 2004; Caccamo et al., 2006; 

Dieli et al., 2003) (Figure 4). 
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Figure 4  Schéma du développement des effecteurs T Vγ9Vδ2. 

 

Les lymphocytes T naïfs (CD27+CD45RA+CD16-) et les lymphocytes central mémoire 

(CD27+CD45RA-CD16-) sont essentiellement capables de proliférer en réponse aux 

phosphoantigènes en présence d’IL-2 ou d’IL-15 conduisant au dernier stade de maturation : 

l’effecteur mémoire ou TEMH.  

Les TEMH (CD27-CD45RA-) expriment un fort niveau de récepteurs aux chimiokines pro-

inflammatoires CXCR3, CCR5 et CCR6 qui leur permettent de migrer au site d’inflammation. 

Ces cellules expriment peu de perforine mais produisent de nombreuses cytokines comme 

l’IFN-γ et le TNF-α en réponse aux phosphoantigènes. 

D’autres effecteurs mémoires, les TEMRA (CD27-CD45RA+), ont des propriétés cytotoxiques 

beaucoup plus prononcées, notamment parce qu’ils contiennent des taux élevés de perforine 

et qu’ils expriment de façon constitutive le CD16 suggérant leur implication dans les 

mécanismes d’ADCC (Antibody-Dependent Cell Cytotoxicity). Ils expriment aussi d’autres 

récepteurs inhibiteurs comme les KIR (Killer Immunoglobulin like Receptor), CD94/NKG2A 
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et ILT2 mais ils ne produisent pas d’IFN-γ ou de TNF-α en réponse aux phosphoantigènes. A 

la différence des TEMH qui peuvent être générés in vitro en grande quantité grâce aux 

phosphoantigènes et l’IL-2, la génération de TEMRA serait indépendante des phosphoantigènes 

(Angelini et al., 2004). 

 

1.3. Les cellules Natural Killer 

 

 Le schéma de maturation des lymphocytes T ne peut pas être transposé aux cellules 

NK. Les cellules NK du sang périphérique existent sous la forme de deux sous-populations 

principales que l’on distingue phénotypiquement sur la base des marqueurs CD56 et CD16. 

Ce sont les cellules NK CD56bright CD16dim/- et CD56dim CD16+ (Figure 5) 

 

 
 

Figure 5  Sous-populations des cellules NK du sang périphérique (Cooper et al., 2001). 

 

Environ 90% des cellules NK du sang périphérique sont de phénotype CD56dim CD16+   

Ces deux populations se distinguent aussi par l’expression opposée des différents récepteurs 

activateurs et inhibiteurs (Figure 6). 
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Figure 6  Phénotype des cellules NK CD56dim et CD56bright  (Cooper et al., 2001). 

 

Les cellules NK CD56dim expriment fortement le CD16, les KIR mais faiblement le 

CD94/NKG2A. Elles possèdent donc une forte activité d’ADCC mais produisent de faibles 

quantités de cytokines. A l’inverse, les cellules NK CD56bright expriment faiblement le CD16 

et les KIR mais fortement l’hétérodimère inhibiteur CD94/NKG2A. In vitro, ces cellules 

correspondent à la population qui prolifère le plus en réponse à de faibles concentrations d’IL-

2 car elles expriment le récepteur de forte affinité à l’IL-2 (CD25). Elles possèdent une plus 

faible activité cytolytique que les NK CD56dim mais produisent beaucoup plus de cytokines 

comme l’IFN-γ en réponse à un stimulus cytokinique combinant l’IL-12 et IL-18 (Fehniger et 

al., 1999). 

En accord avec le groupe de Caligiuri, les précurseurs des cellules NK quittent la moelle 

osseuse, transitent par le sang périphérique et rejoignent les ganglions lymphatiques où ils se 

différencient en CD56bright sous l’influence de cytokines, telles l’IL-2 ou l’IL-15, produites 

par les cellules stromales et les cellules dendritiques (Freud et al., 2005). 

La nature précise des relations entre les cellules NK CD56bright et CD56dim fait encore débat. 

Les cellules NK CD56bright sont-elles des précurseurs des cellules NK CD56dim ou ces deux 

populations n’ont-elles aucune relation directe entre-elles ? En faveur de la première 

hypothèse, il a été proposé que les propriétés phénotypiques et fonctionnelles des deux sous-

populations définissent plutôt les cellules NK CD56bright comme des précurseurs immatures et 

les CD56dim des cellules en maturation terminale. La maturation serait caractérisée par la 

diminution de l’expression du CD56, l’acquisition du CD16 et des KIR. Cependant, comme 

les cellules NK CD56bright possèdent un répertoire très différent de molécules d’adhésions et 

de récepteurs aux chimiokines menant à des propriétés de migration différentes, le concept de 

deux populations en différenciation terminale est concevable. Plusieurs études récentes ont 
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finalement montré de façon convaincante que les cellules NK CD56bright seraient 

vraisemblablement des précurseurs des CD56dim. En effet, les cellules NK CD56dim possèdent 

des télomères plus courts que les cellules CD56bright du sang périphérique. Ces dernières 

seraient donc moins matures que les premières (Chan et al., 2007; Poli et al., 2009; 

Romagnani et al., 2007). 

 

2. Reconnaissance de la cible tumorale 
 

2.1. Les cellules Natural Killer : intégration d’une multitude de signaux 

 

 L’activation des cellules NK, résulte de l’intégration d’un grand nombre de signaux 

délivrés par la multitude de récepteurs activateurs et inhibiteurs qu’elles possèdent (Figure 7). 

 

2.1.1. L’hypothèse du « missing-self » 

 

Les cellules NK comme les autres membres du système de l’immunité innée ont été dans 

un premier temps considérées comme reconnaissant de façon non spécifique les tumeurs ou 

les cellules infectées par des virus. Or, en 1985, Ljunggren et Kärre se rendirent compte que 

les cibles sensibles à la lyse des cellules NK étaient résistantes à celle des lymphocytes T et 

vice versa (Karre et al., 1986). Le dénominateur commun de ces cibles était l’expression des 

molécules du CMH-I : les cellules tuées par les cellules NK n’exprimaient pas les molécules 

du CMH-I. Avec ces résultats ils écrivirent un « brief report » puis une étude de suivi avec 

plus de détails mécanistiques démontrant le rôle des cellules NK dans le rejet de variants 

tumoraux déficients dans l’expression du CMH-I, in vivo (Ljunggren and Karre, 1985). 

Cependant, pour la petite histoire, le jeu des processus éditoriaux fit que cette étude de suivi 

fut publiée avant le « brief report » (Karre, 2008). 

Les molécules du CMH-I constituent ainsi un signal inhibiteur pour les cellules NK. C’est 

l’hypothèse du « missing-self ». 
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Figure 7  Intégration des signaux inhibiteurs et activateurs des cellules NK (Raulet and 

Vance, 2006). 

 

Les principaux récepteurs inhibiteurs impliqués dans le mécanisme du « missing-self » 

appartiennent à la famille des KIR (Killer Immunoglobulin like Receptors). Les KIR sont 

codés par une famille de gènes très diversifiée qui rivalise avec celle des molécules du HLA. 

De plus, la diversité d’expression phénotypique des KIR est plus importante que celle du 

HLA (Figure 8). Chaque cellule NK mature et fonctionnelle exprime au moins un KIR 

inhibiteur ayant pour ligand une molécule du CMH-I du soi ou à défaut exprime 

l’hétérodimère inhibiteur CD94/NG2A qui sera détaillé ci-après. 
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Figure 8  Diversité combinatoire de l’expression des KIR (Gardiner, 2008). 

Le génotype des KIR d’un donneur à l’autre est variable. Pour un même donneur chaque 

cellule NK peut exprimer des combinaisons différentes de KIR et le niveau d’expression de 

chaque KIR est également variable d’une cellule à l’autre mais aussi sur la même cellule. 

 

2.1.2. Acquisition d’un permis de tuer ou « licensing »  des cellules NK 

 

 D’après l’hypothèse du « missing-self », il devrait y avoir une grande auto-réactivité 

des cellules NK chez des souris déficientes pour l’expression du CMH-I. Or, les cellules NK 

de ces souris, bien que présentes en nombre normal avec une distribution tissulaire normale et 

un niveau normal d’expression de récepteurs activateurs, ne lysent que très faiblement des 

cibles CMH-I négatives (Kim et al., 2005). De façon similaire, les cellules NK ne sont pas 

non plus spontanément auto-réactives chez des patients ayant une déficience de la beta-2-

microglobuline ou des transporteurs associés à l’apprêtement des antigènes (TAP) requis pour 

l’expression normale des molécules du CMH-I. Les hypothèses pour expliquer la tolérance 

des cellules NK vis-à-vis des cellules du soi, se sont focalisées sur le rôle des récepteurs 

inhibiteurs en termes de réponses effectrices. Cependant, elles étaient incapables d’expliquer 
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le fait que les cellules NK ne soient pas auto-réactives chez les hôtes déficient pour le CMH-I. 

Ces cellules particulières n’expriment ni les récepteurs KIR inhibiteurs, ni le récepteur 

inhibiteur CD94/NKG2A qui ont pour ligands les molécules du CMH-I classique (Anfossi et 

al., 2006). Il existe donc une nécessité d’une reconnaissance du CMH-I du soi pour permettre 

de sélectionner les cellules NK ayant au moins un KIR inhibiteur pour une molécule du 

CMH-I et qui obtiendront leur permis de tuer sans craindre une auto-réactivité (Joncker et al., 

2009; Yokoyama and Kim, 2006). Actuellement le débat porte sur la manière dont cette 

sélection s’opère, c'est-à-dire : est-ce une sélection positive (reconnaissance = armement) ou 

négative (reconnaissance = désarmement) ? (Figure 9)  

La sélection positive implique que les cellules NK interagissent avec une cellule exprimant le 

CMH-I pour obtenir leur licence et ainsi qu’un signal inhibiteur des KIR constitue un signal 

positif pour obtenir la licence. Le modèle inverse propose que le signal inhibiteur envoyé par 

les KIR doive s’opposer aux signaux activateurs reçus afin que la cellule NK obtienne sa 

licence. En absence de signal inhibiteur, le récepteur activateur forcerait la cellule NK à 

devenir (ou à rester) sans permis de tuer. 

 



 30

 
 

Figure 9  Modèles du licensing des cellules NK, (Jonsson and Yokoyama, 2009). 
A) sélection positive B) sélection négative  
 

2.1.3. Les principaux récepteurs inhibiteurs  

 
2.1.3.1. Les KIR inhibiteurs 

 

 La nomenclature de ces récepteurs est basée sur le nombre de domaines (D) 

extracellulaires de type immunoglobuline (2D ou 3D) suivi de la lettre L (Long) signifiant 

qu’ils possèdent une longue queue cytoplasmique. Cette queue cytoplasmique contient de un 

à deux domaines ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif) recrutant les 

phosphatases SHP1, SHP2 (Figure 10) 
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Figure 10  Les KIR inhibiteurs. Adapté de (Parham and McQueen, 2003). 
 

La reconnaissance des molécules du CMH-I par les KIR inhibiteurs est dégénérée et permet 

ainsi de regrouper les molécules du CMH-I en fonction de motifs reconnus par un type de 

KIR. 

Trois des cinq KIR inhibiteurs contenant deux domaines de type immunoglobuline (KIR2D) 

distinguent un polymorphisme présent sur les molécules HLA-C. Le groupe HLA-C1 qui 

possède une sérine en position 77 et une asparagine en position 80 regroupe les allèles HLA-

Cw1, -Cw3, -Cw7 et -Cw8 et le groupe HLA-C2 qui possède une asparagine en position 77 et 

une lysine en position 80 et regroupe les allèles HLA-Cw2, -Cw4, -Cw5 et -Cw6. Le 

KIR2DL1 reconnaît les allèles du groupe HLA-C2 alors que les KIR2DL2 et KIR2DL3 

reconnaissent les allèles du groupe HLA-C1. Le KIR3DL1, reconnaît un groupe d’allèles de 

type -Bw4 possédant un épitope présent sur une même région de certaines molécules HLA-B 

et HLA-A. 

La diversité d’expression des KIR est mise en place au cours du développement des cellules 

NK et cette expression apparaît ensuite fixée chez l’individu. Le pourcentage et le niveau 

d’expression d’un récepteur donné reste stable chez l’individu au fil du temps (Shilling et al., 

2002). 
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2.1.3.2. Le récepteur CD94/NKG2A 

 

 CD94 est une lectine de type-C qui constitue la sous-unité invariante de plusieurs 

récepteurs hétérodimériques. Elle peut ainsi s’associer à NKG2A qui possède un long 

domaine cytoplasmique avec des domaines ITIM, faisant de CD94/NKG2A un récepteur 

inhibiteur. Le ligand de cet hétérodimère est la molécule du CMH-I non classique HLA-E. 

HLA-E est le reflet de l’expression des molécules du CMH-I classique car elle n’est exprimée 

à la surface des cellules que si elle présente le peptide signal des molécules HLA-A, B ou C. 

Ainsi, si l’expression du CMH-I est diminuée celle d’HLA-E le sera aussi (Braud et al., 

1998). 

L’expression du récepteur CD94/NKG2A peut être régulée par des cytokines comme l’IL-15 

qui favorise son expression (Mingari et al., 1997). 

 

2.1.3.3. Le récepteur ILT2 

 

 HLA-G est une molécule du CMH-I non classique qui tire sa différence d’un faible 

polymorphisme allélique, de l’existence de sept isoformes provenant d’épissages alternatifs 

(quatre formes membranaires et trois formes solubles) et d’une expression tissulaire restreinte 

aux cellules du trophoblaste. HLA-G peut aussi être exprimée de façon anormale par divers 

types de cancers comme les carcinomes ovariens, les mélanomes et des cancers 

hématologiques (Menier et al., 2010). HLA-G est notamment reconnue par le récepteur ILT-2 

qui fait partie de la famille des LIR (Leukocyte Immunoglobulin-like receptor) et est exprimé 

à la surface de certaines cellules NK. ILT-2 possède des domaines ITIM qui une fois 

phosphorylés recrutent là encore les phosphatases SHP. L’expression d’HLA-G par les 

cellules du trophoblaste comme de diverses tumeurs leur confère une protection vis-à-vis de 

la lyse NK (Favier et al., 2010). 

 

2.1.4. Les principaux récepteurs activateurs 

 

 Les cellules NK ne s’activent pas uniquement par l’absence de signaux inhibiteurs, 

elles ont aussi besoin de signaux activateurs. Les cellules NK possèdent une grande variété de 

récepteurs activateurs qui, mis à part le récepteur CD16, ne peuvent pas individuellement 

entraîner l’activation de cellules NK fraîchement isolées (Bryceson et al., 2006). L’étude 

individuelle du rôle des différents récepteurs présents à la surface des cellules NK est réalisée 
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par le test de « lyse redirigée » (Figure 11). Ce test est en quelque sorte un mécanisme 

d’ADCC inversé. Pour cela on utilise les cellules d’un mastocytome murin, appelées P815, 

comme cible. Elles expriment de nombreux récepteurs aux fragments Fc des IgG murines, ce 

qui permet de les recouvrir d’anticorps dirigés contre un seul des récepteurs présents à la 

surface des cellules NK et ainsi de créer une agrégation de ce récepteur ainsi qu’un pont entre 

la cible et l’effecteur. 

 

 
 

Figure 11  Principe de la lyse redirigée (Yokoyama and Plougastel, 2003). 
 

2.1.4.1. Les NCR : NKp30, NKp44 et NKp46 

 

Les NCR (Natural Cytotoxicity Receptor) sont des récepteurs importants impliqués 

dans la lyse de différentes cibles. NKp30 (Pende et al., 1999) et NKp46 (Sivori et al., 1997) 

sont exprimés sur la plupart des cellules NK au repos. Leurs structures sont différentes mais 

ils s’associent tous deux aux protéines adaptatrices CD3-ζ et FcεRI-γ qui transmettent le 

signal (Figure 12). Leur densité à la surface des cellules NK corrèle avec l’intensité de leur 

activité cytolytique (Sivori et al., 1999). L’expression des NCR est restreinte aux cellules NK. 

NKp46 est le seul NCR qui soit exprimé par les cellules NK murines. Ainsi, NKp46 serait un 

marqueur plus précis des cellules NK que le CD56 puisque ce dernier n’est pas exprimé chez 

la souris (Walzer et al., 2007). 
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NKp44 n’est exprimé qu’à la surface des cellules NK activées par l’IL-2 (Vitale et al., 1998). 

Bien que structurellement proche de NKp30, ce récepteur s’associe à une autre molécule 

adaptatrice KARAP/DAP12. 

 

 

 
 

Figure 12  Structure des NCR (NKp30, 44 et 46) (Moretta and Moretta, 2004). 
 

En dépit de l’importance de ces récepteurs, leurs ligands à la surface de cellules transformées 

ou infectées sont encore inconnus. Il a cependant été démontré que NKp44 et NKp46 pouvait 

interagir avec des hémagglutinines virales induisant l’activation cytolytique des cellules NK 

humaines (Arnon et al., 2004; Mandelboim et al., 2001).  

 

2.1.4.2. Le CD16 (FcγRIIIA) 

 

 Il fait partie de la famille des récepteurs au fragment Fc des immunoglobulines 

d’isotype G (IgG). Il est celui qui possède le moins d’affinité pour le fragment Fc des IgG. Le 

CD16 fait le lien entre la spécificité de reconnaissance des anticorps généré par l’immunité 
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adaptative et les puissantes fonctions effectrices de l’immunité innée. C’est le mécanisme 

d’ADCC (Nimmerjahn and Ravetch, 2008). 

 

2.1.4.3. Les KIR activateurs 

 

 Les KIR activateurs se différencient des KIR inhibiteurs par une courte queue 

cytoplasmique (nomenclature S = Short) ne possédant pas de motifs de signalisation et par 

une partie transmembranaire contenant un acide aminé chargé positivement impliqué dans 

l’association avec les protéines adaptatrices portant des motifs ITAM (Immunoreceptor 

Tyrosine-based Activatory Motif) (Biassoni et al., 1996) (Figure 13). Comme les KIR 

inhibiteurs, ils reconnaissent aussi des molécules du CMH-I classique mais avec une affinité 

dix fois inférieure (Biassoni et al., 1997; Stewart et al., 2005). 

Il faut noter l’exception du KIR2DL4 qui peut délivrer un signal inhibiteur grâce à sa longue 

queue intracellulaire possédant un ITIM et un signal activateur par le recrutement de 

KARAP/DAP12 possédant des ITAM (Faure and Long, 2002). Son ligand est HLA-G 

(Rajagopalan et al., 2006). 

 

 
 

Figure 13  Les KIR activateurs. Adapté de (Parham and McQueen, 2003). 

 
La transduction des signaux activateurs envoyés par ces différents récepteurs est réalisée par 

la phosphorylation de domaines ITAM des protéines adaptatrices DAP12, CD3-ζ et FcεRI-

γ catalysée par les kinases de la famille des Src (Lck, Fyn, Src, Yes, Lyn et Frg) (Lanier, 
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2008). Après phosphorylation, les ITAM recrutent les tyrosines kinases Syk et Zap-70 par 

leur domaine SH2. Ensuite de nombreuses protéines adaptatrices seront recrutées et 

déclencheront la réorganisation de l’actine nécessaire à la polarisation cellulaire et la 

libération des granules cytotoxiques ainsi que la transcription de nombreux gènes codant pour 

des cytokines et des chimiokines.  

 

2.1.4.4. Le récepteur NKG2D  

 

 NKG2D contrairement aux autres membres de la même famille ne se complexe pas 

avec CD94 mais forme un homodimère. Il est associé aux protéines adaptatrices DAP10 

chargées de véhiculer un signal activateur. DAP10 possède un domaine YINM qui une fois 

phosphorylé recrute soit la sous-unité p85 de la PI3K soit l’adaptateur Grb2 (Raulet, 2003). 

L’utilisation d’un inhibiteur des Src abroge complètement le signal induit par le récepteur 

NKG2D suggérant un rôle des kinases de la famille Src dans la phosphorylation de DAP10 

(Billadeau et al., 2003). 

Les ligands de NKG2D sont bien connus, il s’agit des protéines MICA et MICB (MHC class I 

chain related protein-A, -B) et des ULBP-1, 2, -3 et -4 (UL16-binding protein). MICA et B 

ont une structure proche des molécules du CMH-I mais ne sont pas associés à la beta-2-

microglobuline et ils ne présentent pas non-plus de peptides (Figure 14). Les ULBP sont 

nommés ainsi en référence à la glycoprotéine UL-16 du HCMV qui s’y lie.  

 

   
 

Figure 14  Les ligands humains du récepteur NKG2D. Adapté de (Champsaur et al., 2010). 
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Ces ligands sont faiblement exprimés à la surface des cellules normales mais leur expression 

apparaît dans des conditions de stress comme lors d’une infection ou d’un processus de 

transformation tumorale et sont des signaux importants pour le système de défense anti-

tumoral (Bauer et al., 1999). Cependant, l’expression soutenue de ligands de NKG2D peut 

conduire à la perte d’expression de NKG2D sur les cellules immunitaires engagées et ainsi 

réduire leur cytotoxicité naturelle (Oppenheim et al., 2005; Raulet and Guerra, 2009). Ces 

ligands peuvent aussi, suite à un clivage protéolytique (Salih et al., 2002), être libérés dans le 

milieu extracellulaire et participer à l’échappement tumoral en diminuant l’expression de 

NKG2D à la surface des cellules NK et des LT CD8+ (Clayton et al., 2008; Groh et al., 2002). 

L’expression de NKG2D est aussi régulée par diverses cytokines. Une étude démontre que le 

TGF-β retrouvé à un taux élevé dans le plasma de patients atteints de cancer du poumon et 

colorectaux est à l’origine de la diminution d’expression de NKG2D à la surface des cellules 

NK et de la faible capacité cytolytique de ces cellules (Lee et al., 2004a). 

Au contraire, l’IL-15 induit la surexpression de NKG2D sur les cellules NK et est associé à 

une augmentation de leur activité cytolytique anti-tumorale (Boyiadzis et al., 2008). 

 

2.1.5. Récepteurs additionnels  

 

 Les cellules NK possèdent de nombreux autres récepteurs (Moretta et al., 2001) 

comme :  

- le récepteur CD160 (BY55) dont l’interaction avec HLA-C permettrait de déclencher une 

activité cytotoxique des cellules NK (Le Bouteiller et al., 2002). 

- l’hétérodimère CD94/NKG2C qui interagit avec HLA-E (Braud et al., 1998) et s’associe aux 

protéines adaptatrices KARAP/DAP12 pour fournir un signal activateur (Cantoni et al., 

1998). 

- le récepteur NKp80 dont l’engagement par son ligand AICL (Activation-Induced C-type 

Lectin) peut induire une mobilisation du Ca2+ intracellulaire, une cytotoxicité et la synthèse de 

médiateurs pro-inflammatoires (Vitale et al., 2001; Welte et al., 2006). 

- le récepteur 2B4, dont le principal ligand décrit chez l’Homme est le CD48, possède un 

domaine ITSM (Immunoreceptor Tyrosine-based Switch Motif) qui est capable de recruter 

SAP pour envoyer un signal activateur ou bien EAT2 pour envoyer un signal inhibiteur 

(Lanier, 2008). 
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- le récepteur DNAM-1 dont les ligands sont le CD155 (PVR ou PolioVirus Receptor) et le 

CD112 (Nectin-2, une molécule d’adhésion intercellulaire) et est impliqué dans l’activation 

de la cytotoxicité des cellules NK contre des cibles tumorales (Pende et al., 2005a) 

- le récepteur NTB-A, forme des interactions homophiliques, et peut stimuler l’activité 

cytotoxique (Cao et al., 2006). Il possède lui aussi un domaine ITSM. 

 

2.2. Les CTL et les lymphocytes T Vγ9Vδ2 : une activation forte par un 

couple récepteur-ligand 

 

 Contrairement aux cellules NK de l’immunité innée, les lymphocytes T CD8+ 

cytotoxiques et les lymphocytes T Vγ9Vδ2 sont principalement activés par l’engagement 

spécifique d’un récepteur et de son ligand. 

 

2.2.1. Les CTL et l’interaction CMH-peptide-TCR 

 

 La reconnaissance d’une cible tumorale par les CTL est dépendante d’une 

reconnaissance antigénique qui est le cœur de la réponse spécifique. Cette reconnaissance est 

rendue possible par l’interaction spécifique du TCR avec un complexe CMH-peptide exprimé 

par une cellule présentatrice d’antigène (Rudolph et al., 2006). Lors de la réponse secondaire, 

ce signal est le principal stimulus activateur délivré aux CTL car l’engagement du CD28 n’est 

pas nécessaire dans ce contexte pour réactiver le lymphocyte T CD8+ et enclencher la réponse 

cytolytique. Ce signal TCR s’intègre cependant dans un schéma plus général correspondant à 

la formation d’une synapse immunologique qui intègre de nombreux signaux, comme 

l’expression de molécules d’adhésion, capables de moduler de façon positive ou négative 

cette activation. Le détail de la formation de cette synapse ne sera pas détaillé dans ce 

manuscrit (Fooksman et al., 2010). 

 

Expression de récepteurs NK par les lymphocytes T CD8+  

 
 D’autres récepteurs sont aussi exprimés par les CTL et peuvent moduler leur activité. 

Chez la souris, l’expression du récepteur NKG2D est restreinte aux LT CD8+ activés et aux 

LT CD8+ présentant un phénotype mémoire (Raulet, 2003). En revanche, chez l’Homme, ce 

récepteur est présent sur quasiment la totalité des LT CD8+ indépendamment de leur état 

d’activation ou de maturation. L’infection par le cytomégalovirus (CMV) de cellules 
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épithéliales humaines qui induit l’expression des ligands de NKG2D, les MIC, augmente la 

réponse cytotoxique de LT CD8+CD28- spécifiques d’antigènes du CMV. Ainsi, l’activation 

induite par l’engagement de NKG2D agit en synergie avec celle induite par le signal TCR et 

favorise d’une part la réponse cytolytique des LT CD8+CD28- et d’autre part leur capacité de 

production de cytokines comme l’IFN-γ, le TNF-α ou l’IL-2. NKG2D fonctionne donc 

comme un corécepteur des LT CD8+ effecteurs (Groh et al., 2001). L’expression de ce 

récepteur peut être régulée par des cytokines. En effet, des tissus stressés ou inflammés, 

comme l’épithélium intestinal dans la maladie de coeliaque, sécrètent de manière incontrôlé 

de l’IL-15 augmentant l’expression de NKG2D sur les lymphocytes T CD8+ intra-épithéliaux 

et contribuant ainsi au développement de cette maladie autoimmune en activant les 

lymphocytes autoréactifs (Roberts et al., 2001). 

Les LT CD8+ KIR+ ont un phénotype similaire à celui d’un phénotype mémoire avec un TCR 

réarrangé. L’expression des KIR sur les cellules T a lieu après que les segments de gène 

codant les deux chaînes du TCR aient été réarrangés (Vely et al., 2001). Ces cellules ont une 

activité cytotoxique contre des cellules cibles exprimant peu de CMH-I, comme la lignée 

K562 (Ferrini et al., 1994). 

Les LT CD8+ILT2+ représente une petite fraction des LT CD8+. Elles possèdent un phénotype 

effecteur et/ou mémoire. L’engagement d’ILT2 à la surface de clones T CD8+ entraîne une 

inhibition de leur cytotoxicité contre des lignées tumorales transfectées par un super-antigène 

(Colonna et al., 1997). 

Les LT CD8+CD94/NKG2A+ possèdent un phénotype activé ou mémoire (Braud et al., 2003; 

Mingari et al., 1995). De même que pour les KIR, l’induction de l’expression de 

CD94/NKG2A sur les cellules T est un événement postérieur à la sélection thymique de ces 

cellules et nécessite une stimulation par le TCR (Jabri et al., 2002). L’expression de 

CD94/NKG2A sur des cellules T en culture est facilement inductible par l’IL-15 (Mingari et 

al., 1998), l’IL-12 (Derre et al., 2002) ou le TGF-β (Bertone et al., 1999). 

Les LT CD8+CD16+ sont présents en très faible proportion parmi les LT CD8+, ils ont un 

phénotype d’effecteurs mémoire, expriment de la perforine et sont capables de faire de 

l’ADCC ex-vivo et apparaissent in vitro dans les cultures de CTL spécifiques de l’EBV 

(Clemenceau et al., 2008). 
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2.2.2. Les lymphocytes T Vγ9Vδ2 : rôle des phosphoantigènes 

 

Les lymphocytes T Vγ9Vδ2 ont la particularité de reconnaître des antigènes non-

peptidiques qui ne sont ni apprêtés ni présentés sur les molécules du CMH par les cellules 

présentatrices d’antigènes (Poupot and Fournie, 2004). En 1994, Constant et collaborateurs 

(Constant et al., 1994) découvrent que des composés (TUBag 1-4) issus d’extraits 

mycobactériens sont capables d’activer les lymphocytes T Vγ9Vδ2. Les structures 

biochimiques de certains de ces antigènes ont été caractérisées (Belmant et al., 1999; Constant 

et al., 1994; Poquet et al., 1996). Ces composés possèdent en commun une partie 

pyrophosphate. D’autres études ont ensuite pu démontrer que des composés comme l’IPP 

(Isopentenyl PyroPhosphate), le DMAPP (Diméthyl Allyl PyroPhosphate) (Tanaka et al., 

1995) et le HDMAPP (pyrophosphate de 4 hydroxy-3-dimethylallyl) (Hintz et al., 2001) 

produits par des bactéries stimulent aussi sélectivement les lymphocytes T Vγ9Vδ2. Ces 

antigènes non-peptidiques, pyrophosphatés sont appelés phosphoantigènes (Figure 15). 
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Figure 15  Les phosphoantigènes et leurs bioactivités sur les LT γδ. Adapté de (Belmant, 

2006). 

 

Des phosphoantigènes de synthèse ont été par la suite développés dont le BrHPP (Bromo-

Hydrin PyroPhosphate) qui est, jusqu’à aujourd’hui, le plus puissant publié. (Espinosa et al., 

2001).  

Plusieurs évidences suggèrent l’implication du TCR Vγ9Vδ2 dans la reconnaissance des 

phosphoantigènes mais l’interaction directe n’a pas encore été clairement établie par 

cristallographie aux rayons X (Allison et al., 2001). 

 

 Les lymphocytes T Vγ9Vδ2 sont capables de tuer différentes cellules tumorales 

humaines comme la lignée Daudi, un lymphome de Burkitt (Fisch et al., 1990). Les composés 

stimulants les lymphocytes T Vγ9Vδ2 et isolés à partir des cellules tumorales humaines sont 
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l’IPP et le DMAPP. Ces composés proviennent de la voie de biosynthèse du cholestérol chez 

les mammifères appelée voie du mévalonate (Gober et al., 2003). Ces phosphoantigènes 

naturels sont ceux qui possèdent la bio activité la plus forte et qui permettent de faire le lien 

entre la reconnaissance d’agents infectieux et de cellules tumorales par les lymphocytes T 

Vγ9Vδ2. La voie de synthèse de ces composés est détaillée dans la (Figure 16). Les 

archaebactéries et la majeure partie des eucaryotes synthétisent l’IPP à partir d’acéto-acétyl-

CoA par la voie du mévalonate alors que les cyanobactéries et la plupart des eubactéries, des 

algues et des plastides le synthétisent à partir d’hydrates de carbone par la voie de Rohmer. 

 

 
 

Figure 16  Voies de biosynthèse des phosphoantigènes, (Bonneville and Fournie, 2005). 

Les organismes utilisant la voie de Rohmer (cadrant gauche) sont représentés dans des boites 

vertes. Les organismes utilisant la voie du mévalonate (cadrant de droite) sont représentés 

dans des boites jaunes.  
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Les aminobisphosphonates thérapeutiques comme le pamidronate ou le zolédronate qui 

bloquent la voie du MVA après la biosynthèse de l’IPP ou du DMAPP, induisent une 

accumulation de ces composés dans les cellules traitées et ont donc la capacité d’activer les 

lymphocytes T Vγ9Vδ2 aussi bien in vitro que in vivo (Gober et al., 2003; Kunzmann et al., 

1999). A l’inverse, les inhibiteurs en amont de la voie du mévalonate tels que les statines 

empêchent l’activation et la prolifération des lymphocytes T Vγ9Vδ2 in vitro induite par les 

bisphophonates (Thompson and Rogers, 2004). 

 

 Au vu de la forte fréquence des lymphocytes T Vγ9Vδ2 parmi les lymphocytes T 

γδ, de leur grande réactivité vis-à-vis de petits composés non-peptidiques conservés dans 

l’évolution  et disponibles aux conditions de grade GMP (Good Manufacturing Production), 

des essais cliniques sont en cours de réalisation ou ont déjà été développés (Viey et al., 2005; 

Wilhelm et al., 2003). 

 

Expression de récepteurs NK par les lymphocytes T Vγ9Vδ2 

 

 Le récepteur NKG2D est exprimé par la grande majorité des cellules T Vγ9Vδ2, le 

NKG2D, potentialise l’activation des fonctions cytotoxiques de ces lymphocytes contre des 

cibles tumorales (Rincon-Orozco et al., 2005) ou infectées, notamment par l’engagement de 

MICA, un ligand de stress (Das et al., 2001). 

Parmi les autres récepteurs activateurs, le CD16 peut aussi être exprimé par lymphocytes T 

Vγ9Vδ2 (Angelini et al., 2004). La cytotoxicité des lymphocytes T Vγ9Vδ2 CD16+ en 

présence de Rituximab contre des cellules de lymphome CD20+ ou en présence de 

Trastuzumab contre des cellules de cancer du sein HER2+, est plus élevée qu’en absence de 

ces anticorps monoclonaux thérapeutiques. De plus, cet effet est restreint aux cellules T 

Vγ9Vδ2 CD16+ (Tokuyama et al., 2008). Le phosphoantigène de synthèse BrHPP augmente 

la bioactivité de l’anticorps thérapeutique Rituximab et favorise l’activité ADCC des 

lymphocytes T Vγ9Vδ2 contre des cellules de lymphomes CD20+ ciblées par cet anticorps 

(Gertner-Dardenne et al., 2009).   

Les récepteurs inhibiteurs ILT2, CD94/NKG2A et KIR, reconnaissant les molécules du 

CMH-I, peuvent être exprimés à la surface des lymphocytes T Vγ9Vδ2. L’absence de CMH-I 

ou leur masquage par des anticorps monoclonaux rétablit une forte activité cytotoxique des T 

Vγ9Vδ2 envers des cibles tumorales, suggérant que ces récepteurs inhibiteurs participent 
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efficacement à la discrimination entre les cellules normales et les cellules cancéreuses (Halary 

et al., 1997; Thedrez et al., 2007; Trichet et al., 2006) 

La plupart des récepteurs activateurs et inhibiteurs sont exprimés par des lymphocytes T 

Vγ9Vδ2  ayant été activés par des phosphoantigènes et qui se sont différenciés en cellules 

effectrices mémoires de type RA (TEMRA, CD27-, CD62L-, CD45RA+) (Angelini et al., 2004; 

Lafont et al., 2001) 

Les lymphocytes T γδ et notamment les lymphocytes Vγ9Vδ2 TEMRA, par l’expression de 

différents récepteurs activateurs et inhibiteurs, sont capables d’intégrer de nombreux signaux 

en plus du puissant signal délivré par les phosphoantigènes. 

 

3. Induction de la mort des cellules tumorales par les effecteurs 

lymphoïdes cytotoxiques 
 

 Les effecteurs lymphoïdes cytotoxiques peuvent détruire leurs cibles soit en libérant le 

contenu de leurs granules cytolytiques soit en engageant des récepteurs de mort.  

 

3.1. Mort induite par exocytose des granules cytotoxiques 

 

 Les CTL, les cellules NK, notamment les CD56dim, et les lymphocytes T Vγ9Vδ2, 

notamment TEMRA, sont les populations qui produisent le plus de granules cytotoxiques. Ces 

granules renferment principalement deux protéines perturbatrices de membranes, la perforine 

et la granulysine ainsi qu’une famille des protéases appelées granzymes (Lieberman, 2003). 

Suite à la reconnaissance de leurs cibles, les effecteurs réorganisent leurs cytosquelettes et 

leurs protéines membranaires conduisant à la formation d’une synapse immunologique 

permettant l’exocytose dirigée des granules cytotoxiques (Figure 17) 
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Figure 17  Polarisation des granules cytotoxiques à la synapse immunologique. Adapté de 

(Orange, 2008). 

 
L’induction de la mort par les granules cytotoxiques est un processus très rapide, quelques 

minutes, car les effecteurs cytotoxiques possèdent des granules préformés prêts à être libérés 

dès qu’une cellule est prise pour cible. 

 

3.1.1. Les granzymes 

 

 L’Homme possède cinq types de granzymes (A, B, H ,K et M) qui ont des spécificités 

de clivage peptidique différentes (Figure 18). 

 

 
 

Figure 18  Spécificité de clivage des différentes granzymes (Barry and Bleackley, 2002). 
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Les granzymes A et B sont les plus abondants chez la souris et l’humain et ont été largement 

étudiés, en particulier le granzyme B car il active l’apoptose dépendante des caspases et de 

manière similaire aux caspases il clive après un résidu acide aspartique. Il peut ainsi activer 

directement la voie des caspases en clivant la pro-caspase3 en caspase 3 (Darmon et al., 

1995), mais aussi activer indirectement cette voie en participant à la désorganisation de la 

membrane mitochondriale en clivant Bid (Barry et al., 2000) (Figure 19). 

 

 
 

Figure 19  Modes d’action du granzyme B (Lieberman, 2003). 

 

Le mécanisme d’action du granzyme A contrairement à celui du granzyme B est 

complètement indépendant des caspases (Beresford et al., 1999). Le granzyme A cible un 

complexe associé au réticulum endoplasmique : le complexe SET. Ce complexe est 

normalement impliqué dans la réparation des dommages à l’ADN créés par le stress oxydatif, 

comme lors de la désorganisation de la membrane mitochondriale. Le granzyme A 

désorganise ce complexe et ne permet donc pas la réparation de l’ADN (Fan et al., 2003). 

Chez l’humain, une étude comparative de l’expression des granzymes par cytométrie en flux 

et western Blot, démontre que le granzyme M est principalement retrouvée dans les granules 
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cytotoxiques des cellules NK et des lymphocytes T Vγ9Vδ2 (Sayers et al., 2001). De façon 

surprenante, le granzyme M induit une nouvelle forme de mort cellulaire de lignées tumorales 

dépendante de la perforine mais indépendante des caspases et d’une désorganisation de la 

membrane mitochondriale ainsi qu’une absence visible de fragmentation de l’ADN (Kelly et 

al., 2004). 

 

Comme le démontrent les expériences réalisées sur des souris déficientes pour les différents 

granzymes, leur rôle n’apparaît pas primordial dans la défense anti-tumorale contrairement 

aux souris déficientes pour la perforine. De plus, individuellement, ils n’engendrent pas de 

défaut majeur lors d’infections comme celle par le cytomégalovirus murin (Figure 20). 

 

 
 

Figure 20  Comparaison de la susceptibilité aux infections et au développement tumoral des 

souris perforine et granzyme KO. Adapté de (Voskoboinik et al., 2006). 

 

3.1.2. La granulysine 

  

 La granulysine est présente dans les granules cytotoxiques des CTL, des cellules NK 

et des lymphocytes T Vγ9Vδ2. La granulysine possède des homologies avec i) les 

amoebapores contenus dans les granules de Entamoeba histolytica qui sont capables de 

former des pores dans les membranes lipidiques bactériennes et ii) les SAPLIP (SAPosin-

LIke Protein), impliquées dans l’hydrolyse des lipides (Anderson et al., 2003). Ainsi, la 

granulysine est capable de se fixer directement à la membrane lipidique des bactéries et d’y 

induire de très nombreuses lésions (Stenger et al., 1998). La granulysine contenue dans les 

granules des CTL et des lymphocytes T Vγ9Vδ2 est également impliquée dans la défense 
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contre les bactéries intracellulaires, telles que les mycobactéries (Dieli et al., 2001; Stenger et 

al., 1998). En revanche, pour tuer ces bactéries intracellulaires, la granulysine à besoin de la 

présence de perforine. 

Bien que la granulysine puisse aussi induire l’apoptose de cellules cibles (Gamen et al., 1998) 

son action anti-infectieuse directe reste la plus importante. 

 

3.1.3. La perforine 

 

 Les souris KO pour la perforine ont un compartiment lymphoïde normal si elles sont 

gardées dans un environnement sans aucun pathogène. En revanche, en conditions 

d’infection, l’absence de perforine conduit à une dérégulation de la prolifération clonale des 

lymphocytes T CD8+ et ainsi à une susceptibilité accrue à l’infection. L’absence de perforine 

conduit aussi à l’augmentation du développement de lymphomes induits ou spontanés (Smyth 

et al., 2000b). 

 

 La perforine était vue, au départ, comme une simple molécule induisant la mort en 

désorganisant ou en créant des pores dans la membrane plasmique des cellules cibles. 

Cependant, la perforine seule ne rend pas compte de toutes les caractéristiques associées à la 

lyse induite par les effecteurs lymphoïdes cytotoxiques et les pores créés dans la membrane 

faciliteraient l’entrée des granzymes dans la cellule cible. Dans les granules cytotoxiques, les 

granzymes sont séquestrés par des protéoglycanes comme la serglycine et forment ainsi des 

complexes multimériques qui une fois sécrétés seraient trop grands pour passer au travers des 

pores de perforine. Il a ainsi été mis en évidence que les granzymes pouvaient entrer dans les 

cellules en absence de perforine (Metkar et al., 2002). En revanche, la perforine jouerait un 

rôle important pour libérer les granzymes, contenus dans des vésicules d’endocytose, dans le 

cytoplasme de la cellule cible (Pinkoski et al., 1998). Enfin, il a été montré plus récemment 

que le récepteur au mannose-6-phosphate permet la fixation et l’internalisation du granzyme 

B mais qu’un second agent comme la perforine ou un adénovirus est nécessaire pour libérer 

cette granzyme dans le cytoplasme (Motyka et al., 2000) (Figure 21). 
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Figure 21  Voies d’entrée du granzyme B (Barry and Bleackley, 2002). 

a) Voie d’entrée par des pores de perforine, b) Voie d’entrée par fixation sur un récepteur, 

puis endocytose et libération par la perforine dans le milieu intracellulaire c) voie d’entré par 

fixation directe du granzyme à la memebrane et endocytose facilitée par les dommages créés 

par la perforine. 

 

3.2. Mort induite par engagement des récepteurs de mort 

 

 Plusieurs couples ligand-récepteur de la superfamille du TNF sont impliqués dans 

l’apoptose : Fas/FasL (CD95/CD95L), Apo2L/TRAIL et TNFRI/TNF. 

 

 La signalisation classique induite par les couples Fas/FasL et TRAIL/TRAIL ligand 

est similaire car ils utilisent la même protéine adaptatrice de départ FADD (Fas Associated 

protein with Death Domain) conduisant à l’assemblage du complexe DISC et à l’activation de 

la voie des caspases. 

La signalisation classique induite par le couple TNFRI/TNF utilise la protéine adaptatrice 

TRADD qui conduit à l’activation de NF-kB et à la transcription de nombreux gènes dont 

ceux correspondant à des cytokines pro-inflammatoires et des facteurs anti-apoptotiques. 
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Cependant une voie alternative par l’intermédiaire de laquelle TRADD peut s’associer à 

FADD conduit alors à l’activation des caspases et à l’apoptose (Krammer, 2000; Wilson et 

al., 2009). 

Ces différents récepteurs de mort ne sont pas exprimés de façon constitutive par les cellules. 

Ainsi, dans un premier temps, l’engagement du TCR induit la dégranulation rapide des 

molécules cytotoxiques. Puis, dans un second temps, c'est-à-dire une à deux heures plus tard, 

l’expression de FasL est induite à la surface de la cellule effectrice. Sa liaison avec le 

récepteur Fas, exprimé par les cellules tumorales ou infectées, va activer la voie des caspases 

dans ces dernières puis leur mort. De façon analogue l’expression d’Apo2L est induite, à la 

surface des cellules NK activées, par différentes cytokines telles que l’IL-2, l’IL-7, l’IL-15 ou 

les IFN de type I et II (Smyth et al., 2005). Dans un modèle de fibrosarcome murin induit par 

le méthylcholanthrène, l’administration d’anticorps monoclonaux neutralisants dirigés contre 

le récepteur TRAIL favorise le développement tumoral. L’effet protecteur de TRAIL est dans 

ce modèle en partie dépendant des cellules NK et totalement dépendant de l’IFN-γ. En effet, 

les souris sauvages traitées avec de l’anti-TRAIL développent autant de tumeurs que les 

souris IFN-γ-/- et le traitement des souris IFN-γ-/- par l’anti-TRAIL ne potentialise pas le 

développement tumoral. De plus, l’ajout d’IFN-γ à des souris sauvages traitées avec de l’anti-

TRAIL favorise le développement tumoral  (Takeda et al., 2002). 

 

4. Principales cytokines produites par les effecteurs lymphoïdes 

cytotoxiques 
 

 Suite à leur activation, les CTL, les lymphocytes T Vγ9Vδ2 et les cellules NK 

produisent de nombreuses cytokines dont l’’IFN-γ et le TNF-α. L'IFN-γ est connu pour 

favoriser la maturation des cellules dendritiques immatures (Walzer et al., 2005) et la mise en 

place d’une réponse adaptive de type Th1 (Mocikat et al., 2003). L’IFN-γ produit par les CTL 

et lymphocytes T Vγ9Vδ2 est également essentiel pour prévenir le développement tumoral 

(Shankaran et al., 2001) et la maturation des cellules dendritiques (Devilder et al., 2006). Les 

cellules dendritiques activées par l’IFN-γ vont produire de l’IL-12 qui en retour va favoriser la 

production d’IFN-γ par les effecteurs cytotoxiques créant ainsi une boucle d’amplification. 

(Casanova and Abel, 2004). 
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Le TNF-α participe lui aussi à la maturation des cellules dendritiques (Vitale et al., 2005) et à 

l’induction de l’apoptose en engageant le récepteur de mort (TNFR) décrite dans la partie 

précédente. 

 

5. Evidences d’un contrôle immunitaire des cancers hématologiques 

et immunothérapies 
  

5.1. Mise en évidence par les thérapies 

 

 L’expérience clinique des greffes allogéniques de cellules souches hématopoïétiques 

met en évidence l’existence de fortes réponses immunitaires exercées par les lymphocytes T 

et les cellules NK alloréactives contre les leucémies et les lymphomes : c’est la réaction du 

greffon contre la leucémie (GvL). Bien que l’effet GvL soit principalement attribuable à une 

allo-réponse contre des antigènes du soi du receveur, cela fournit un modèle réaliste de la 

manière dont les cellules T et les cellules NK reconnaissent et détruisent les cellules 

cancéreuses hématopoïétiques. 

L’effet GvL peut être masqué par l’effet délétère de la réaction du greffon contre l’hôte 

(GvHD) qui est principalement due aux lymphocytes T allogéniques reconnaissant les 

molécules du HLA du receveur. Pour limiter cet effet, de nombreuses transplantations de 

moelle osseuse allogéniques sont appauvries en lymphocytes T mais la contrepartie est un 

risque accru de rejet de greffe et donc de rechute (Horowitz et al., 1990). 

 

 Le rôle des cellules NK dans la transplantation allogénique a été montré dans les 

études de Ruggeri et collaborateurs chez des patients atteints de leucémies aiguës myéloïdes. 

Ils démontrent que seuls les patients dont les cellules n’expriment pas de molécules du CMH-

I capables d’inhiber l’action cytotoxique des cellules NK du donneur ont un avantage de 

survie (Ruggeri et al., 2002; Ruggeri et al., 2007). 

Plusieurs études ont également pu mettre en évidence le rôle de la reconstitution des 

lymphocytes chez des patients atteints de divers cancers hématologiques. Ainsi, dans les 

leucémies aiguës myéloïdes, le nombre absolu de lymphocytes est un facteur de meilleure 

survie sans rechute que se soit après une transplantation autologue (Porrata et al., 2002b) ou  

allogénique (Powles et al., 1998) de cellules souches hématopoïétiques ou que se soit après la 
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chimiothérapie d’induction (Behl et al., 2006; De Angulo et al., 2008). De façon similaire, le 

nombre absolu de lymphocytes est un facteur de meilleure survie :  

- après une transplantation autologue chez les patients atteints de myélome multiple (Porrata 

et al., 2001), de lymphome de Hodgkin (Porrata et al., 2002a) ou de lymphome non-

hodgkinien (Porrata et al., 2008). 

- après une transplantation allogénique chez les patients atteints de leucémie myéloïde 

chronique (Savani et al., 2006) ou de leucémie aiguë lymphoïde (Savani et al., 2007b). 

- après une chimiothérapie  d’induction chez les patients atteints de leucémie aiguë lymphoïde 

(De Angulo et al., 2008). 

Après une transplantation allogénique, la reconstitution rapide du nombre de cellules NK est 

ainsi associée à un plus faible taux de rechute et une meilleure survie (Savani et al., 2007a). 

Les mécanismes sous-jacents à ces corrélations et la ou les sous-populations lymphoïdes 

spécifiquement responsables de cet effet restent à déterminer. Ces études sont d’une grande 

importance car elles pourraient ouvrir la voie à des stratégies thérapeutiques améliorant la 

fonctionnalité des effecteurs lymphoïdes cytotoxiques pour permettre de minimiser les 

dommages induits par la chimiothérapie sur le système immunitaire. 

 

Le traitement de cancers hématologiques en rechute après une transplantation 

allogénique de cellules souches hématopoïétiques reste un défi. La déplétion des lymphocytes 

T de la greffe, afin de diminuer les risques d’avoir une GvHD sévère, est contrebalancée par 

un rejet de greffe plus important et des complications infectieuses dues à des agents 

opportunistes. Ainsi, l’infusion de lymphocytes (DLI) après la transplantation pour faciliter 

un effet GvL (Bleakley and Riddell, 2004) était une option thérapeutique attractive. Les 

résultats les plus intéressants avaient été obtenus chez les patients atteints de leucémie 

myéloïde chronique. Toutefois, la DLI n’a plus d’avenir dans le traitement des Leucémies 

Myéloïdes Chroniques (LMC) en raison de l’utilisation de l’inhibiteur de tyrosine kinase 

ciblant Bcr-Abl (Gleevec®) qui est le traitement de référence dans cette pathologie (Deol and 

Lum, 2010). 

 

Les cellules leucémiques portent une diversité d’antigènes qui peuvent induire une 

réponse lymphocytaire T spécifique de la leucémie comme WT1 et PR1. Ces antigènes ont pu 

faire l’objet d’essais cliniques sous forme de vaccination peptidique et démontrer que suite à 

la vaccination, la fréquence de CTL spécifiques du peptide injecté était augmentée et que cette 

réponse immunologique pouvait être corrélée à une réponse clinique (Barrett and Rezvani, 



 53

2007; Oka et al., 2004; Rezvani et al., 2003). Ces essais de vaccination sont encore 

préliminaires (phase I ou I/II) et la caractérisation de nouveaux antigènes spécifiques des 

cancers hématologiques reste un axe de recherche important. 

La caractérisation de marqueurs spécifiques des tumeurs est aussi un enjeu très important 

pour la mise en place de thérapies à base d’anticorps monoclonaux. En effet, le 

développement d’anticorps  monoclonaux a révolutionné le traitement des cancers depuis ces 

dix dernières années (Capietto et al.). Le meilleur exemple de leur efficacité thérapeutique a 

été obtenu avec le Rituximab pour le traitement des cellules B CD20+ de lymphomes non-

hodgkinien (Maloney et al., 1997a; Maloney et al., 1997b; McLaughlin et al., 1998). L’anti-

CD52, alemtuzumab (Campath-1H), a aussi prouvé sont efficacité dans la leucémie 

lymphoïde chronique et l’anti-CD33, gemtuzumab-ozogamicin (Ravandi and O'Brien, 2006), 

pour le traitement de la leucémie aiguë promyélocytique (Stasi et al., 2008). 

Les anticorps monoclonaux ont été dans un premier temps utilisés pour cibler spécifiquement 

la cellule tumorale et induire directement l’apoptose de la cellule en empêchant le récepteur 

reconnu de fonctionner correctement. Ils sont également utilisés comme vecteurs pour 

délivrer des molécules toxiques à la cellule ciblée. Cependant, les anticorps monoclonaux font 

aussi intervenir d’autres mécanismes pour permettre la destruction de la cellule ciblée : la 

cytotoxicité dépendante du complément, la phagocytose et la cytotoxicité dépendante des 

anticorps (ADCC). Ainsi, les stratégies visant à amplifier et/ou à améliorer les fonctions 

cytotoxiques des cellules NK, principale population exprimant le CD16, mais aussi les LT 

Vγ9Vδ2 et les LT CD8+ sont donc d’une grande importance au regard des résultats obtenus 

avec les anticorps thérapeutiques (Cartron et al., 2004). 

Après une transplantation allogénique de cellules souches chez des patients atteints de 

leucémies myéloïdes, des lymphocytes T CD8+ spécifiques d’antigènes de la leucémie 

peuvent être détectés mais d’après Beatty et collaborateurs, la plupart ne prolifèrent pas et ne 

produisent pas d’IFN-γ suite à leur stimulation par leur antigène spécifique (Beatty et al., 

2009). 

 

5.2. Mise en évidence directe 

 

Très peu d’études ont caractérisé phénotypiquement et fonctionnellement les 

effecteurs lymphoïdes cytotoxiques chez les patients atteints de cancers hématologiques. 

Ainsi, dans les leucémies aiguës myéloïdes, une diminution de l’expression des récepteurs 

activateurs NKp30 et NKp46 à la surface des cellules NK est observée au diagnostic d’une 
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partie des patients (16 sur 18 (Costello et al., 2002), 47 sur 71 (Fauriat et al., 2007)). Cette 

faible expression entraine une perte d’activité cytolytique envers des cibles autologues et 

corrèle avec une plus faible survie. Ce phénotype est réversible au cours du traitement car les 

patients atteignant la rémission complète retrouvent une expression normale de NKp46 et 

partielle de NKp30. Nguyen et collaborateurs ont mis en évidence qu’après une 

transplantation hématopoïétique, les cellules NK avaient un phénotype immature avec là 

encore une perte d’activité cytolytique (Nguyen et al., 2005). Dans les syndromes 

myélodysplasiques, l’expression des NCR n’est pas modifiée mais les cellules NK ont une 

fonction cytolytique, une survie et une production cytokinique sévèrement altérées même 

après stimulation par l’IL-2 (Kiladjian et al., 2006).  
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II) Le lenalidomide : efficacité clinique et propriétés 
 

 Le thalidomide a été synthétisé et commercialisé pour la première fois au milieu des 

années 1950 par l’entreprise Chemie Grunenthal. Il était utilisé comme sédatif par les femmes 

enceintes afin de réduire les nausées et les vomissements matinaux. Il est rapidement devenu 

populaire en Europe, en Australie, en Asie et en Amérique du sud bien qu’il n’ait pas reçu le 

sésame de la FDA aux Etats-Unis en raison d’inquiétudes sur l’apparition de neuropathies 

suite à son utilisation sur le long terme. Il a fini par être retiré du marché, dans les années 

1960, après la démonstration de ses graves effets secondaires dont des neuropathies et une 

action tératogène entrainant des malformations congénitales (Figure 22). 

 

 

 
 

Figure 22  Chronologie du développement du thalidomide et des IMiD® (Bartlett et al., 

2004). 

 

Le thalidomide est un dérivé de l’acide glutamique (α-(N-phtalimido)glutarimide) et est 

composé d’un mélange racémique des énantiomères R(-) et S(+). Les énantiomères sont des 

entités chimiques de même formule brute qui se différencient par la configuration absolue 

opposée du carbone asymétrique. Les composés chimiques existent souvent sous forme 

d’énantiomères avec généralement une seule forme physiologiquement utile. Le thalidomide 

n’échappe pas à cette règle : la forme R(+) est responsable de l’effet sédatif désiré alors que la 

forme S(-) est responsable des effets tératogènes (Fig.ure 23).       
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Figure 23  Structures énantiomères du thalidomide (Bartlett et al., 2004). 

 

Malgré ses effets néfastes, le thalidomide continue cependant à être utilisé mais dans un cadre 

strict et des pathologies précises. Ainsi en 1965, il permet la réduction importante des 

complications inflammatoires (Erythema Nodosum Leprosy ou ENL) que peuvent développer 

des patients lépreux. Il ne reçoit l’approbation de la FDA qu’en 1998 après que des études 

aient trouvé une base immunologique à son effet, c'est-à-dire l’inhibition de la production de 

TNF-α (Sampaio et al., 1991). Par la suite, le thalidomide est aussi devenu un agent important 

pour le traitement du myélome multiple après la découverte en 1994 de ses propriétés anti-

angiogéniques (D'Amato et al., 1994). 

Malgré son efficacité chez les patients ayant un cancer avancé, l’utilisation du thalidomide 

reste soumise à une surveillance intense. C’est pourquoi, à partir du squelette du thalidomide 

de nouveaux composés ont été synthétisés afin d’améliorer ses propriétés et surtout d’abolir 

ses graves effets toxiques. Ces composés, développés il y a une dizaine d’année, sont le 

lenalidomide, encore appelé CC-5013 ou Revlimid®, ainsi que le pomalidomide (CC-4047 ou 

Actimid®). Ils sont souvent appelés IMiD® (Immunomodulatory drugs) en référence aux 

composés de la classe des immunomodulateurs de l’entreprise Celgene qui les a développés 

(Figure 24).  
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Figure 24  Structure du thalidomide et des IMiD®. Adapté de (Bartlett et al., 2004). 

  

Le développement de ces IMiD® de seconde génération a ainsi permis de renforcer les 

propriétés du thalidomide mais aussi de mettre en avant de nouvelles propriétés immuno-

régulatrices. 

Le thalidomide et maintenant le lenalidomide ont aussi été testés, de façon ponctuelle, dans 

des études où une surproduction de TNF-α est associée à la maladie comme le sarcome de 

Kaposi lié au SIDA, les maladies rhumatologiques, la maladie de Crohn, la malaria cérébrale, 

la sclérose en plaque, le psoriasis, la septicémie et la tuberculose. Ils ont aussi été utilisés dans 

certains cancers solides comme le cancer métastatique du rein, le cancer métastatique de la 

prostate, le gliome de haut-grade et le mélanome métastatique. Cependant, la plus grande 

application de ces drogues reste les cancers hématologiques comme le myélome multiple. De 

ce fait, le lenalidomide continue d’être évalué dans d’autres hémopathies lymphoïdes B mais 

aussi dans les syndromes myélodysplasiques et les leucémies aiguës myéloïdes (Bartlett et al., 

2004). 
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1. Efficacité clinique du lenalidomide dans les cancers hématologiques 
 

1.1. Les hémopathies lymphoïdes B (Figure 25) 

 

 
 

Figure 25  Schéma représentatif de l’origine des cellules B composant les hémopathies 

lymphoïdes B. Adapté de (Lenz and Staudt, 2010). 

DLBCL = Diffuse Large B-Cell Lymphoma,  ABC (Activated B-cell like) et GCB (Germinal 

Center B Cell-Like) sont des sous-types du lymphome diffus à grandes cellules (DLBCL). 

 

1.1.1. Le myélome multiple  

 

Le myélome multiple est caractérisé par l’accumulation et la prolifération de 

plasmocytes tumoraux dans la moelle osseuse synthétisant une immunoglobuline 

monoclonale sérique et/ou urinaire. 
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 Les deux premières études de phases I/II, ont déterminé que 25mg/jour de 

lenalidomide était la dose maximale tolérée par les patients atteints de myélome multiple 

avancé (Richardson et al., 2002; Zangari M, 2001). Puis, en 2007, deux études de phase III 

menées chez des patients en rechute ou réfractaires aux précédents traitements, ont établi la 

supériorité du lenalidomide combiné à de fortes doses de dexaméthasone par rapport au 

dexaméthasone utilisé seul. Les taux de réponse complète et partielle obtenus étaient de 60,2 

et 61% pour le groupe traité au lenalidomide plus dexaméthasone contre 19,9 et 24% pour le 

groupe traité avec le dexaméthasone seul (Dimopoulos et al., 2007; Meijer and Sonneveld, 

2009; Weber et al., 2007)). Ces deux essais de phase III ont permis d’obtenir l’approbation 

des agences américaines et européennes pour l’utilisation du lenalidomide, en combinaison 

avec le dexaméthasone, chez les patients atteints de myélome multiple ayant reçu au préalable 

au moins un traitement différent. Un suivi sur le long terme a été réalisé chez ces patients et 

confirme la supériorité du lenalidomide combiné au dexaméthasone (Dimopoulos et al., 

2009). Plus récemment, l’utilisation du lenalidomide, non combiné à d’autres agents, a été 

testé chez des patients en rechute ou réfractaires. Parmi les 222 patients étudiés, seulement 

26% ont atteints une rémission partielle ou complète (Richardson et al., 2009). Cette étude 

montre une efficacité très modérée de l’utilisation du lenalidomide seul. 

Ainsi, la combinaison du lenalidomide avec le dexaméthasone semble meilleure quel que soit 

le schéma de traitement, même chez des patients atteints de myélome multiple nouvellement 

diagnostiqué (Rajkumar et al., 2010). 

 

1.1.2. La leucémie lymphoïde chronique B 

 

La leucémie Lymphoïde Chronique B (LLC) se caractérise par l’accumulation dans les 

organes lymphoïdes secondaires, le sang et la moelle osseuse, de petits lymphocytes B 

monoclonaux matures mais immuno-incompétents (Ghia et al., 2007). 

 

Le lenalidomide a été testé dans des essais de phase II, chez des patients atteints de 

LLC soit en tant que traitement initial soit en tant que traitement suite à une rechute ou à un 

rejet de la fludarabine et/ou du Rituximab (Chanan-Khan et al., 2006; Ferrajoli et al., 2008). 

Ces deux études obtiennent un taux de réponse globale de 47% et 32% et des taux de 

rémission complète de 7 et 9%. Cependant, l’utilisation du lenalidomide même à des doses 

médianes (10 à 25 mg/jour) entraîne des effets indésirables importants, tel le syndrome de 

lyse tumorale qui reflète une action très importante de cette drogue dans cette pathologie 
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(Moutouh-de Parseval et al., 2007). Ferrajoli et collaborateurs suggèrent un effet immuno-

stimulateur du lenalidomide cependant, son mécanisme d’action reste incertain (Ferrajoli et 

al., 2008). La toxicité du lenalidomide obtenue dans ces études reflète la nécessité de conduire 

des études supplémentaires afin de déterminer le schéma d’administration optimal (Lin, 

2008). 

 

1.1.3. Les lymphomes non-hodgkiniens 

 

Parmi les lymphomes non-hodgkiniens (LNH) on distingue des formes indolentes et 

des formes agressives. Le lymphome folliculaire est une forme indolente et représente la 

deuxième entité la plus importante des LNH avec 20 à 25% des nouveaux cas diagnostiqués. 

Cependant, les stades disséminés de la maladie sont habituellement considérés comme 

incurables avec les traitements conventionnels (Vitolo et al., 2008). Le lymphome du manteau 

représentant 6 % de l’ensemble des LNH est une forme « modérément agressive » de 

lymphome (Brody and Advani, 2006). Enfin, le LNH diffus à grande cellules B est le 

lymphome le plus fréquent des LNH (30 à 40%) et aussi le plus agressif (Lenz and Staudt, 

2010). 

 

Un essai de phase II a utilisé le lenalidomide en monothérapie chez 43 patients atteints de 

lymphomes non-hodgkiniens indolents (lymphome folliculaire, lymphome lymphocytaire à 

petits lymphocytes et lymphome à cellules B de la zone marginale) en rechute ou réfractaire 

aux traitements précédents. Le taux de réponse globale était de 23% dont 7% de rémission 

complète. Les effets indésirables survenus au cours du traitement comme les neutropénies et 

les thrombocytopénies, étaient attendus et ont été supprimés (Witzig et al., 2009).  

Deux études de phase II ont testé de la même manière le lenalidomide chez des patients 

atteints de lymphomes non-hodgkiniens agressifs (lymphome diffus à grandes cellules B, 

lymphome du manteau, lymphome transformé de bas grade et le lymphome folliculaire de 

grade 3). Les patients étaient également en rechute ou réfractaires aux précédents traitements. 

La première étude obtient un taux de réponse globale de 53 % (8 sur 15 patients) dont 20% de 

rémission complète (Habermann et al., 2009). La seconde étude obtient un taux de réponse 

globale de 35 % (17 sur 49 patients) dont 12% de rémission complète (Wiernik, 2008). Dans 

ces deux études les effets indésirables de grade 3 et 4 (neutropénie, thrombocytopénie et 

leucopénie) étaient attendus et ont pu être gérés en réduisant la dose de lenalidomide donnée 

ou par un traitement discontinu. 
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Le lenalidomide semble donc avoir une efficacité intéressante dans les lymphomes non-

hodgkinien aussi bien agressifs qu’indolents. 

 

1.1.4. La macroglobulinémie de Waldenström et amylose à chaine légère 

des immunoglobulines 

 

Ces deux maladies hématologiques représentent une minorité des hémopathies 

lymphoïdes B, les cellules touchées ressemblent à celles du myélome multiple (plasmocytes). 

La macroglobulinémie de Waldenström (MGW) est une hémopathie lymphoïde B caractérisée 

par la présence d'une immunoglobuline M monoclonale (macroglobuline) à un taux élevé et 

associée à une infiltration lymphoplasmocytaire de la moelle osseuse et éventuellement 

d'autres organes. L’amylose AL est caractérisée par l’agrégation d’une partie des 

immunoglobulines, la chaîne légère, sous forme de fibrilles qui se déposent dans les tissus. 

Au contraire des autres hémopathies, les cellules atteintes dans l’amylose AL n’ont pas 

tendance à proliférer. 

   

Les traitements utilisés dans le myélome multiple peuvent-être utilisés dans l’amylose 

AL, mais ces patients les tolèrent généralement moins à cause de nombreux 

dysfonctionnements de leurs organes dus à la maladie. Deux études de phase II ont évalué 

l’impact du lenalidomide éventuellement combiné au dexaméthasone chez des patients 

(Dispenzieri et al., 2007; Sanchorawala et al., 2007). Les taux de réponse étaient faibles et la 

toxicité restait importante conduisant à la réduction des doses administrées (25 à 5 mg/jour). 

Dans le cas de la macroglobulinémie de Waldenström, une seule étude a utilisé le 

lenalidomide en combinaison avec le Rituximab. Cette étude clinique chez 16 patients met 

cependant en évidence l’apparition d’une anémie aiguë chez 13 d’entre eux, attribuable au 

lenalidomide (Treon et al., 2009). 

L’efficacité du lenalidomide dans ces deux pathologies apparaît donc limitée notamment par 

l’apparition d’effets secondaires importants. 

 

1.2. Les syndromes myélodysplasiques  

 
Les syndromes myélodysplasiques (SMD) forment un groupe de maladies clonales 

touchant principalement les sujets âgés. Les SMD sont caractérisés par une hématopoïèse 

inefficace qui se manifeste par des anémies, neutropénies et/ou thrombocytopénies contrastant 
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avec une moelle osseuse riche ou normale. L’évolution naturelle de ces maladies est marquée 

par la survenue à plus ou moins long terme d’une insuffisance médullaire et/ou d’une 

transformation en leucémies aiguës myéloïdes (Catenacci and Schiller, 2005). 

 

 Les effets du lenalidomide chez les patients atteints de syndromes myélodysplasiques 

(List, 2009) ont été pour la première fois évalués dans une étude impliquant 43 patients ayant 

une anémie et nécessitant des transfusions régulières. Tous les patients de cet essai étaient en 

échec thérapeutique vis-à-vis de traitements stimulant l’érythropoïèse. Après seize semaines 

de traitement, 56% patients ont eu une réponse érythroïde durable avec une majorité de 

patients n’ayant plus besoin de transfusions. Cependant, le résultat le plus intéressant est la 

corrélation positive entre le taux de réponse érythroïde et le caryotype des patients. Ainsi, le 

meilleur taux de réponse érythroïde a été obtenu chez les patients portant une délétion d’une 

partie du bras long du chromosome 5 (del(5q)) en comparaison des patients de caryotype 

normal ou possédant d’autres anomalies chromosomiques (List et al., 2005). 

Avec ces études cliniques, le lenalidomide a pu recevoir une approbation de la FDA, en 

décembre 2005, pour le traitement des patients SMD del(5q) dépendant de transfusions.  

 A partir des résultats cliniques précédents, de nouveaux essais ont été réalisés. Un 

essai s’est focalisé chez les patients SMD portant la del(5q) associée ou non à d’autres 

anomalies cytogénétiques. Le taux de réponse érythroïde était également élevé (76% de 148 

patients) et 67% ont eu une indépendance complète aux transfusions. De plus, dans cet essai 

clinique, il apparaît que les autres anomalies en plus de la del(5q) n’ont pas d’influence sur les 

résultats obtenus (List et al., 2006a). 

Afin de déterminer si l’action du lenalidomide pouvait être étendue, une étude conduite dans 

des conditions similaires de traitements mais chez des patients SMD ne portant pas la del(5q) 

a été menée (Raza et al., 2008). Les résultats, prenant en compte 214 patients, montrent que 

43% des patients ont eut une réponse érythroïde et 26% une indépendance complète aux 

transfusions. Ces résultats sont une indication forte quand à la spécificité d’action du 

lenalidomide chez les patients SMD del(5q). 

 Les patients del(5q) représentent une faible proportion des patients SMD et environ 

25% des patients sans del(5q) bénéficient aussi d’une thérapie par le lenalidomide. 

Cependant, chez ces patients la réponse hématologique ne peut pas être prédéterminée par les 

outils de diagnostic actuels. Ainsi, une étude comparative de Ebert et collaborateurs (Ebert et 

al., 2008a) a analysé, par puce à ADN, l’expression des gènes des cellules obtenues par 

ponction de moelle osseuse de 16 patients non del(5q) avant leur traitement par le 
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lenalidomide. Les auteurs ont cherché à déterminer si une corrélation pouvait être faite avec la 

réponse au traitement. La réponse au traitement de ces patients avait déjà été déterminée dans 

une étude précédente : les patients répondeurs correspondent aux patients qui suite au 

traitement par le lenalidomide ne nécessitent plus de transfusions ou ont au moins une 

diminution de 50% du nombre de transfusions sur une période de huit semaines consécutives 

(réponse hématologique complète ou mineure) (Raza et al., 2008). Les auteurs ont d’abord 

définit une signature moléculaire de la réponse au lenalidomide, à savoir qu’un ensemble de 

47 gènes était surexprimé chez les patients non-répondeurs. Ils ont ensuite établi que cet 

ensemble de gènes appartenait spécifiquement à la voie de différenciation érythroïde et qu’il 

était exprimé de façon coordonnée lors de cette différenciation : leur expression augmente 

avec la différenciation (Figure 26).  

 

 
 

Figure 26  Signature moléculaire du lenalidomide, (Ebert et al., 2008a). 
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Les auteurs ont testé la valeur prédictive de cette signature moléculaire sur deux groupes de 

patients, l’un possédant la del(5q), l’autre non. Ces patients provenaient  respectivement des 

études de List et de Raza (List et al., 2006a; Raza et al., 2008). Pour les deux groupes la 

réponse au lenalidomide est correctement prédite dans presque tous les cas (10 sur 11 pour les 

del(5q) et 9 sur 11 pour les non del(5q)). 

Pour compléter ces données, les auteurs prouvent par des expériences in vitro que le 

lenalidomide favorise la différenciation érythroïde de cellules CD34+ ce qui rendrait compte 

de l’indépendance aux transfusions obtenues chez les patients del(5q) traités au lenalidomide. 

Grâce à ce modèle de prédiction les auteurs proposent d’utiliser cette signature moléculaire 

pour afin de déterminer les patients les plus à même à répondre à un traitement au 

lenalidomide, dont font partie les patients del(5q) (Ebert et al., 2008a).  

 

1.3. Les leucémies aiguës myéloïdes 

 

 Les leucémies aiguës myéloïdes (LAM) sont des hémopathies clonales acquises de la 

cellule souche hématopoïétique ou d’un précurseur déjà commis vers la lignée myéloïde ayant 

réacquis des propriétés d’auto-renouvellement (Passegue et al., 2003). 

 

 Les patients atteints de SMD peuvent se transformer en LAM (acutisation) et le 

lenalidomide a ainsi été testé chez quelques patients portant notamment la délétion del(5q). 

Chez les patients LAM, à la différence des patients SMD, la présence de la del(5q) est 

associée à un pronostic défavorable avec un faible taux de survie et peu de rémission 

complète (Giagounidis et al., 2006). Le premier cas décrit, concerne un patient âgé portant la 

del(5)(q13q33) plus la mutation V617F dans JAK2. Le diagnostic de la LAM chez ce patient 

était subséquent à un syndrome myélodysplasique non traité. Ce patient a reçu uniquement du 

lenalidomide et a atteint une rémission partielle pendant 5 mois (Mesa et al., 2006). 

D’autres études isolées décrivent un traitement par le lenalidomide de patients LAM sans 

antécédent de SMD et portant la del(5q). Ils atteignent une rémission complète après 2 mois 

de traitement et qui est restée stable pendant au moins 10 mois (Hussein and Tefferi, 2009; 

Penarrubia et al., 2009). Un autre patient portant uniquement la del(5q) et traité seulement 

avec du lenalidomide a lui atteint une rémission complète (Lancet et al., 2007). Un autre cas 

plus récemment publié, décrit l’utilisation du lenalidomide chez un patient LAM en rechute 

portant la del(5q)(q13q33) associée à d’autres anomalies (del(22)(q11.2)). Trois mois après le 
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début du traitement au lenalidomide ce patient a atteint une rémission complète et est resté 

stable pendant au moins cinq mois. 

Une autre étude décrit deux cas de patients LAM portant une trisomie 13 dont l’un est 

subséquent à une SMD. Le traitement par le lenalidomide de ces patients conduit à la 

rémission complète au bout de 2 mois et demi pour l’un et quatre mois pour l’autre. Dans les 

deux cas la rémission complète a perduré sur neuf mois (Fehniger et al., 2009). 

Les études ayant étudié le rôle potentiel du lenalidomide dans les LAM ne concernent à 

l’heure actuelle que des cas isolés et se sont essentiellement focalisées chez des patients 

possédant la del(5q). 

 

 

 Le lenalidomide a donc une diversité d’action importante en fonction du cancer 

hématologique dans lequel il est utilisé mais également au sein d’une même pathologie. 

Quelles propriétés rendent compte de cet éventail d’actions ? C’est l’objet des paragraphes 

suivant qui s’attacheront à décrire les diverses propriétés du lenalidomide tout en les reliant au 

contexte pathologique dans lequel elles ont été étudiées. 

 

2. Propriétés du lenalidomide 
 

2.1. Propriétés anti-tumorales directes 

 

 Quelques études indiquent une action antiproliférative du lenalidomide sur des lignées 

de lymphome de Burkitt (lymphome non-hodgkinien) possédant une délétion 5q, par un 

blocage du cycle en G0/G1 corrélé à la surexpression de p21WAF-1, un inhibiteur de kinases 

dépendantes des cyclines indispensables au passage de la transition G1/S (Verhelle et al., 

2007).  

Dans une étude in vivo, chez la souris, le lenalidomide inhibe le développement et la 

progression tumorale d’une lignée de lymphome de Burkitt ainsi que la néo-vascularisation 

(Lentzsch et al., 2003).  

L’effet pro-apoptotique que pourrait avoir le lenalidomide sur des cellules de myélome 

multiple n’a pas été clairement démontré, il pourrait potentiellement agir en synergie avec des 

inducteurs d’apoptose comme TRAIL/Apo2L (Mitsiades et al., 2002). 

Ces différentes études démontrent que le lenalidomide n’a pas de forte activité anti-tumorale 

intrinsèque mais une action importante sur l’expression globale des gènes. 
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 Pour les patients atteints de syndromes myélodysplasiques avec del(5q), nous avons 

précédemment vu que le traitement au lenalidomide permet d’avoir un taux élevé de réponse 

érythroïde et de rémission cytologique indiquant un effet anti-tumoral direct. Une récente 

analyse multivariable indique que les deux paramètres prédisant le mieux l’indépendance aux 

transfusions des patients sont : une réduction de plus de 50% du nombre de plaquettes ou 

l’apparition de myélosuppressions obligeant l’arrêt momentané du traitement. Ces cytopénies 

apparaissent au début du traitement par le lenalidomide et traduisent la suppression du clone 

del(5q) (Sekeres et al., 2008). La délétion 5q correspond à la perte d’un segment de 1,5 Mb 

entre les bandes 5q31 et 5q32 contenant 44 gènes (Boultwood et al., 2002). Il n’existe donc 

plus qu’une seule copie de ces gènes affectant ainsi leur niveau d’expression globale. Parmi 

ces gènes, l’haplo-insuffisance du RPS14 (ribosomal processing 14) est un exemple probant 

de son implication dans le phénotype del(5q). Une étude par ARN interférence, montre que 

l’inactivation de ce seul gène perturbe la différenciation et la viabilité des érythroblastes tout 

en préservant la maturation des mégacaryocytes. De plus, la transfection d’ADNc de RPS14 

dans des cellules CD34+ isolées de patients SMD del(5q) est suffisante pour sauver la 

différenciation érythropoïétique et n’a pas d’effet sur les cellules CD34+ issues de patients 

SMD non-del(5q) (Ebert et al., 2008b). 

Le gène SPARC est également situé dans la région de la délétion 5q31-q32 et son niveau 

d’expression globale est diminué de moitié chez les patients SMD del(5q). La principale 

fonction de SPARC est la régulation des interactions avec la matrice extracellulaire. Il 

participe au détachement des cellules de leur environnement extracellulaire (Framson and 

Sage, 2004). L’augmentation des propriétés adhésives liées à une faible expression de 

SPARC, chez les patients SMD del(5q), pourrait conduire à une prolifération préférentielle du 

clone del(5q) dans la moelle osseuse. Dans cette étude, le lenalidomide augmente de façon 

significative l’expression du gène SPARC aussi bien dans des progéniteurs hématopoïétiques 

CD34+ de donneurs sains que dans des cellules CD34+ de patients SMD del(5q). Cependant, il 

ne diminue la croissance que des cellules de SMD portant la délétion 5q. Ainsi, dans les 

cellules del(5q), le lenalidomide corrigerait le défaut d’expression de SPARC et diminuerait 

ainsi leur prolifération alors que la surexpression observée dans les cellules normales n’aurait 

pas d’effet sur leur physiologie (Pellagatti et al., 2007). 

Enfin, une dernière étude, implique l’inhibition de deux phosphatases régulant le cycle 

cellulaire, i.e. CDC25C et PP2A-Cα. Ces phosphatases sont aussi présentes dans la région 

5q31-q32 et leur expression est diminuée chez les patients SMD del(5q). Une cible majeure 
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de CDC25C est CDK-1. La déphosphorylation de CDK-1 est visible à l’entrée du point de 

contrôle G2/M et permet la progression du cycle cellulaire. Dans cette étude, le traitement au 

lenalidomide inhibe directement l’activité de CDC25C et sa rétention dans le cytoplasme, 

conduisant à une accumulation de CDK-1 phosphorylée (Tyr15) et donc à un arrêt du cycle en 

G2/M. La phosphatase PP2A-Cα déphosphoryle CDC25C en Ser216 et permet ainsi sa 

relocalisation au noyau pour activer CDK-1. Elle est aussi inhibée par le lenalidomide mais 

par un mécanisme impliquant d’autres partenaires. Ainsi, les cellules traitées au lenalidomide 

sont d’une part bloquées au stade G2/M du cycle cellulaire et d’autre part plus sensibles à 

l’apoptose (Wei et al., 2009). 

 

2.2. Interférences avec le microenvironnement tumoral 

 
2.2.1. Propriété anti-inflammatoire 

 

 Le thalidomide est utilisé dans les maladies où la forte présence de TNF-α est 

responsable d’atteintes inflammatoires sévères comme dans l’Erythema Nodosum Leprosy. 

Dès 1991, une explication à la réponse clinique favorable observée chez ces patients est 

donnée par Sampaio et collaborateurs : le thalidomide inhibe l’expression du TNF-α par des 

monocytes de donneurs sains activés au LPS (Sampaio et al., 1991). Cette propriété a poussé, 

en partie, au développement des IMiD® qui ont une activité anti-TNF-α de 2000 à 20 000 

fois supérieure au thalidomide (Muller et al., 1999). 

L’enzyme COX-2 métabolise l’acide arachidonique en diverses prostaglandines pro-

inflammatoires dont la PGE2 qui peut favoriser la croissance tumorale en stimulant 

l’angiogenèse (Wang et al., 2006). Le lenalidomide réduit l’expression de COX-2 dans des 

PBMC stimulés au LPS et donc la production de PGE2. L’addition d’anticorps bloquant l’IL-

10 contrecarre cette inhibition de COX-2 suggérant que le lenalidomide inhibe  cette enzyme 

en augmentant la production d’IL-10 (Payvandi et al., 2004). En effet, le lenalidomide 

modifie le profil d’expression cytokinique de PBMC de donneurs sains stimulés au LPS avec 

notamment une forte augmentation de la production d’IL-10, une forte diminution de la 

production de TNF-α mais aussi de l’IL-6 et dans une moindre mesure de l’IL-1β et de l’IL-

12 (Corral et al., 1999).  
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2.2.2. Propriété anti-angiogénique 

 

Le Thalidomide inhibe la production de bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) comme cela 

est montré dans un modèle d’angiogenèse sur cornée de lapin (D'Amato et al., 1994). Le 

thalidomide inhibe également la production de VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) 

et d’IL-6 par les cellules stromales de moelle osseuse lorsqu’elles sont en co-cultures avec des 

lignées cellulaires de myélome multiple (Gupta et al., 2001). Les IMiD® présentent aussi 

cette propriété anti-angiogénique (Gupta et al., 2001). Le lenalidomide, dans un model de 

culture d’HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) humaines in vitro, n’a pas 

d’action sur la prolifération de ces cellules. En revanche, il réduit le développement de tubules 

dans ce modèle d’angiogenèse humaine in vitro et le nombre de microvaisseaux dans un 

second modèle in vitro d’angiogenèse à partir d’aorte de rat (Dredge et al., 2002). In vivo, 

dans un model d’angiogenèse au niveau de la fenêtre mésentérique chez le rat, le lenalidomide 

inhibe le développement de microvaisseaux induit par le bFGF ou le VEGF. Il réduit aussi la 

migration d’HUVEC, in vitro, induite par les facteurs de croissance (Dredge et al., 2005). 

Ainsi, l’action anti-angiogénique se ferait par la modulation de facteurs chimiotactiques 

impliqués dans la migration des cellules endothéliales, incluant le TNF-α, le VEGF et le 

βFGF (produits par les cellules de myélome multiple et les cellules stromales dérivées de la 

moelle osseuse) plutôt que par une inhibition directe de la prolifération des cellules 

endothéliales. 

Les patients atteints de myélome multiple ont une angiogenèse anormalement développée 

dans la moelle osseuse. Ce phénomène participe à la résorption osseuse et au développement 

tumoral (Matsumoto and Abe, 2006). Ainsi, la description des propriétés anti-angiogénique 

du lenalidomide ont servi de base à son utilisation chez les patients atteints de myélome 

multiple. 

Chez les patients atteints de syndrome myélodysplasique, une étude de phase I/II met en 

évidence le rôle du lenalidomide dans la réduction de la densité en microvaisseaux de la 

moelle osseuse. Cette réduction est observée chez les patients répondeurs n’ayant plus besoin 

de transfusion de globules rouges et parmi lesquels la réduction semble plus marquée chez les 

patients del(5q) (List et al., 2006b).  

 

 

 

 



 69

2.2.3. Modulation de l’expression des molécules d’adhésion 

 

 L’adhésion des cellules tumorales à leur microenvironnement est déterminante pour la 

survie et la progression tumorale. Dans le myélome multiple, le TNF-α induit l’expression de 

nombreuses molécules d’adhésion telles que LFA-1, ICAM-1, VCAM-1 et VLA-4   

importantes pour la survie des cellules (Hideshima et al., 2001). Or, le lenalidomide diminue 

l’expression du TNF-α et donc pourrait potentiellement diminuer l’expression de ces 

molécules d’adhésion nécessaires à la survie des cellules de myélome multiple. Breitkreutz et 

collaborateurs montrent que le lenalidomide diminue l’expression de l’intégrine αvβ3 

(Breitkreutz et al., 2008). Cette intégrine est un marqueur de la différenciation ostéoclastique 

Elle est également capable d’activer les ostéoclastes et est donc associée à la résorption 

osseuse (Faccio et al., 2003). Ainsi, le lenalidomide diminuerait le remodelage osseux induit 

par les cellules de myélome multiple.  

La modulation des molécules d’adhésion par le lenalidomide est un phénomène encore mal 

caractérisé. 

 

2.2.4. Propriété anti-ostéoclastogénique 

 

 La physiopathologie du myélome multiple est caractérisée par une résorption osseuse 

importante due à la surexpression de nombreux facteurs qui, d’une part, stimulent la 

différenciation et l’activité des ostéoclastes et d’autre part suppriment les régulateurs négatifs 

de l’ostéoclastogenèse. Cela a pour conséquence un ratio anormal entre les ostéoblastes et les 

ostéoclastes en faveur de ces derniers (Terpos et al., 2007). Les ostéoclastes participent à la 

résorption de l’os alors que les ostéoblastes participent à sa formation. La première évidence 

d’un effet des IMiD® sur la formation osseuse a été publiée par Anderson et collaborateurs. 

Ils ont découvert que le thalidomide et plus particulièrement le pomalidomide abrogeait 

presque complètement la formation d’ostéoclastes induite par RANKL en diminuant 

l’expression de PU.1, un facteur de transcription majeur dans l’ostéoclastogenèse (Anderson 

et al., 2006). Le lenalidomide possède également cette nouvelle propriété et inhibe, lui aussi, 

la formation d’ostéoclastes à différents étapes. Il peut ainsi diminuer l’expression de PU.1, la 

synthèse de RANKL et augmenter celle de l’ostéoprogérine, un récepteur leurre de RANKL, 

chez des patients atteints de myélome multiple après deux mois de traitement au lenalidomide 

(Breitkreutz et al., 2008). En revanche, le lenalidomide ne semble jouer aucun rôle dans la 



 70

différenciation et la maturation des ostéoblastes (Munemasa et al., 2008) à l’instar du 

Bortezomib, un inhibiteur du protéasome, qui favorise l’expression d’Osterix, un facteur de 

transcription essentiel dans la différenciation tardive des ostéoblastes (De Matteo et al., 2010). 

 

2.3. Propriétés immuno-régulatrices 

 
2.3.1. Action sur les cellules NKT 

 

 Les cellules NKT sont caractérisées par l’expression d’un TCR invariant (Vα24-

Jα18/Vβ11 chez l’Homme) restreint par la molécule du CMH non-classique CD1d présentant 

un antigène de type glycolipide. Ces cellules représentent 0,001 à 1 % des cellules du sang 

périphérique. Elles possèdent aussi des marqueurs classiquement attribués aux cellules NK tel 

que le CD56 en revanche elles n’expriment pas le récepteur de cytotoxicité naturelle NKp46, 

un marqueur spécifique des cellules NK. Elles prolifèrent fortement à l’ajout d’un ligand 

exogène l’α-galactoceramide (α-GalCer). 

Une première observation indique la capacité du Lenalidomide à augmenter la prolifération ex 

vivo de cellules NKT de donneurs sains et de patients atteints de myélome multiple (Chang et 

al., 2006). Une étude plus récente a effectué un suivi longitudinal détaillé des cellules T et 

NKT de patients atteints de syndrome myélodysplasique avant traitement et au cours des 10 

mois du traitement au lenalidomide. Le pourcentage de ces deux compartiments cellulaires 

était identique à celui de donneurs sains avant le début du traitement et aucune expansion ou 

altération n’a pu être observée pour les lymphocytes T et les cellules NKT au cours des dix 

mois de traitement (Chan et al., 2010). De plus, la production de cytokines telles que l’IFN-γ, 

le TNF-α et l’IL-4 qui est normale chez ces patients n’est pas modifiée in vivo par le 

traitement au lenalidomide. Ce n’est qu’in vitro et en activant les NKT par l’α-GalCer que ces 

auteurs mettent en évidence une augmentation de la production de ces cytokines lorsque le 

lenalidomide est ajouté à la culture (Chan et al., 2010). Le rôle du lenalidomide sur les 

cellules NKT est sujet à débat. 

 

2.3.2. Propriété de costimulation des lymphocytes T 

 

 La principale propriété immunomodulatrice décrite pour le thalidomide est sa capacité 

à induire la prolifération des lymphocytes T à condition qu’ils aient été au préalable stimulés 

par un anticorps anti-CD3 (OKT3) (Haslett et al., 1998). Il favorise également leur production 
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d’IL-2, d’IFN-γ et de TNF-α. Le thalidomide aurait ainsi un rôle de costimulation des 

lymphocytes T. Pour appuyer cette hypothèse, il faut noter que l’ajout d’IL-2 à la stimulation 

anti-CD3 des lymphocytes T masque l’effet pro-prolifératif du thalidomide (Haslett et al., 

1998). 

Le lenalidomide a lui aussi la propriété d’augmenter la prolifération des lymphocytes T 

préalablement activés par de l’anti-CD3 (LeBlanc et al., 2004) ainsi que leur production d’IL-

2 et d’IFN-γ. Ces propriétés semblent plus importantes pour les IMiD® que pour le 

thalidomide (Davies et al., 2001). Des données de transcriptomes sur l’expression des gènes 

des lymphocytes T de patients atteints de leucémie lymphoïde chronique révèlent que la 

présence du clone malin de LLC induit une modification des gènes impliqués dans la 

différenciation des lymphocytes T CD4 ainsi que la formation du cytosquelette, le trafic 

vésiculaire et la cytotoxicité des lymphocytes T CD8+ (Gorgun et al., 2005). A partir de ces 

données, le groupe de Gribben montre par des expériences de coculture, que les cellules de 

LLC induisent une incapacité des lymphocytes T CD4+ et T CD8+, de patients et de donneurs 

sains, à créer une synapse immunologique polarisée avec une cible conventionnelle. Par 

l’utilisation de systèmes de chambres séparées par des membranes (Transwells®), les auteurs 

démontrent que l’action inhibitrice des cellules de LLC sur les lymphocytes T nécessite un 

contact cellulaire et que seul le traitement des deux partenaires (effecteur et cible) par le 

lenalidomide permet de rétablir la mise en place d’une synapse lytique polarisée. 

Une étude in vivo chez quatre patients atteints de LLC corrobore les résultats précédents. 

C'est-à-dire qu’à partir de 5 jours de traitement des patients par le lenalidomide, les cellules T 

ont la capacité de former ex vivo une synapse immunologique polarisée avec des cellules de 

LLC autologues (Ramsay et al., 2008). Des résultats similaires ont été obtenus avec des 

lymphocytes de patients atteints de lymphome folliculaire (Ramsay et al., 2009). 

 

2.3.3. Propriété d’activation des cellules NK 

 

 Les effets que pourraient avoir les IMiD® sur la potentialisation des fonctions des 

cellules NK sont à ce jour encore mal compris et les données de la littérature peu nombreuses. 

Une des premières études, réalisées sur des PBMC de donneurs sains activés à l’IL-2 puis 

traités avec des IMiD®, ne favorise pas la prolifération des cellules NK mais suggère que ce 

traitement favorise la lyse de cellules tumorales réalisée par les cellules NK (Davies et al., 

2001). Comme le lenalidomide favorise la production d’IL-2 par les lymphocytes T, le 

mécanisme d’action suggéré mais non formellement démontré du lenalidomide sur les 
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cellules NK serait indirect via la production de cette cytokine activatrice (Hayashi et al., 

2005). En revanche, le lenalidomide augmente l’action du Rituximab dans des expériences de 

cytotoxicité contre diverses lignées tumorales CD20+ de lymphome non-hodgkinien (Wu et 

al., 2008) ainsi que celle d’autres anticorps monoclonaux comme l’anti-CD19 (XmAb5574, 

IgG1) ciblant des cellules de leucémie lymphoïde chronique (Awan et al., 2010). 

Le lenalidomide semblerait donc avoir plutôt une action synergique avec les voies de 

signalisation du CD16 enclenchées lors d’expériences d’ADCC avec divers anticorps 

monoclonaux. 

 

 Synthèse des principales propriétés du lenalidomide associées aux cancers 

hématologiques (Figure 27) :  

 

Dans le myélome multiple, les principales actions décrites du lenalidomide concernent d’une 

part la perturbation des interactions entre les cellules tumorales et leur microenvironnement. 

Et d’autre part, une activité immunomodulatrice est également mise en avant. 

Dans les syndromes myélodysplasiques, la principale propriété du lenalidomide concerne sa 

capacité à favoriser la différenciation érythroïde. Il est également capable d’inhiber la 

croissance du clone del(5q). 

Dans la leucémie lymphoïde chronique, le lenalidomide ne semble pas avoir une action anti-

tumorale directe mais pourrait moduler le microenvironnement et activer les cellules 

immunitaires. 
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Figure 27  Sommaire des principales propriétés des IMID® (Quach et al., 2010). 
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III) Les effecteurs lymphoïdes cytotoxiques et traitements des 

leucémies aiguës myéloïdes : rôle prépondérant des cellules 

Natural Killer 
 

Les leucémies aiguës myéloïdes représentent un groupe hétérogène d’hémopathies 

malignes. Elles sont caractérisées par une prolifération clonale de progéniteurs 

hématopoïétiques myéloïdes bloqués à un stade de différenciation précoce et par une 

insuffisance médullaire. Ces cellules myéloïdes immatures leucémiques s’accumulent dans la 

moelle osseuse et le sang et perturbent l’hématopoïèse normale provoquant de nombreuses 

cytopénies. Ainsi, les anémies, thrombopénies et neutropénies aggravent la maladie en 

favorisant l’apparition des infections opportunistes. Les LAM touchent principalement les 

personnes âgées (>60 ans) et de plus, l’âge est un facteur déterminant dans le pronostic des 

LAM (Tallman et al., 2005) car les traitements intensifs utilisés ne sont pas applicables aux 

patients les plus âgés en raison de leur toxicité. Les patients atteints de syndromes 

myéloprolifératifs ou de leucémie myéloïde chronique peuvent évoluer en LAM ce qui 

constitue une phase terminale de la maladie, on parle d’acutisation. 

 

1. Classification 
 

 La LAM est une maladie très hétérogène du fait de la diversité des progéniteurs 

myéloïdes touchés. Cette diversité est illustrée par la classification French-American-British 

(FAB) qui distingue sept classes en fonction de critères morphologiques et cytochimiques 

(Figure 28). Les cellules leucémiques, ou blastes, de type M0 à M3 appartiennent à la lignée 

granulocytaire avec un blocage au stade myéloblaste pour les M0, M1 et M2 ou un blocage au 

stade promyélocyte pour les M3. Les blastes de type M4 et M5 appartiennent à la lignée 

monocytaire et sont bloqués au stade monoblaste. Les blastes M6 appartiennent à la lignée 

érythrocytaire et sont bloqués au stade proérythroblaste. Enfin, les blastes de type M7 

appartiennent à la lignée des plaquettes et sont bloqués au stade mégakaryoblaste.  

Cette classification n’est cependant que descriptive et n’a que peu de valeur pronostic. 
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Figure 28  Classification FAB (Krause and Van Etten, 2007). 

 

 La classification de l’organisation mondiale de la santé OMS (Vardiman et al., 2009) 

tient compte de nombreux paramètres : un examen cytologique, un immunophénotypage 

réalisé par cytométrie en flux ainsi que l’établissement du caryotype cytogénétique ou de 

l’analyse moléculaire des mutations génétiques. Ces différences génétiques forment des 

entités clinico-pathologiques associées à des facteurs de mauvais ou de bon pronostic pour les 

patients (Figure 29). 

 

Le schéma suivant résume la prise en compte des anomalies cytogénétiques et moléculaires : 
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Figure 29  Prise en compte des anomalies moléculaires pour l’ajustement de la classification 

cytogénétique (Renneville et al., 2008). 

 

 Les classifications des LAM sont en pleine évolution du fait de la caractérisation de 

plus en plus fine des événements cytogénétiques et moléculaires et ainsi de nouvelles 

classifications apparaissent comme celle publiée tout récemment par Dohner H et 

collaborateurs (Figure 30). 
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Figure 30  Classification cytogénétique et moléculaire des LAM (Dohner et al., 2010). 

Les fréquences, les taux de réponses et les mesures des résultats devraient être reportés par 

groupe génétiques et si les échantillonnages le permettent, par sous-ensembles spécifiques 

indiqués ; en excluant les cas de leucémie aiguë promyélocytique. 

* inclut toutes les LAM avec un caryotype normal sauf ceux du sous-groupe favorable, la 

plupart de ces cas sont associés avec un faible pronostic mais ils devraient être reportés 

séparément à cause de leur potentiel différent de réponse au traitement. 

† Pour la plupart des anormalités, un nombre adéquat de cas n’ont pas été étudiés afin 

d’affirmer avec certitude leur valeur pronostic 

‡  au moins trois anomalies chromosomiques en absence d’une de celles désignées par la 

WHO, c'est-à-dire t(15 ;17), t(8 ;21), inv(16) ou t(16 ;16), t(9 ;11), t(v,11)(v ;q23), t(6 ;9), 

inv(3) ou t(3 ;3) ; indique combien de cas de caryotypes complexes ont une implication des 

bras des chromosomes 5q, 7q et 17p. 

 

2. Apparition des LAM et cellules « initiatrice de la leucémie » 
 

 Selon le « two-hit model » proposé par Gilliland, deux événements mutationnels 

seraient nécessaires pour rendre compte du phénotype leucémique (Gilliland, 2001). Ces 

événements moléculaires sont de deux types : les mutations de type I procurent un avantage 

prolifératif et une résistance à l’apoptose et les mutations de type II conduisent à un blocage 

de la différenciation cellulaire. Parmi les mutations de type I, la surexpression ou la mutation 

de gènes impliqués dans les voies de signalisation intracellulaire comme FLT3 (-ITD ou –
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TKD), Ras (N-ras ou K-ras) ou cKit (exon8 ou D836). Les mutations de type II correspondent 

à des remaniement de facteurs de transcription à travers des translocations ou inversions 

chromosomiques comme CBFβ-MYH11 ou Inv(16)(p13;q22), AML1-ETO ou 

t(8;21)(q22;q22), PML-RARα ou t(15;17)(q22;q11-12)  et MLL/AF9 ou  t(9;11)(p22;q23). 

 

 L’acquisition de ce phénotype leucémique se situe vraisemblablement au niveau d’une 

cellule souche hématopoïétique normale ou d’un progéniteur myéloïde déjà engagé dans un 

processus de maturation qui aura alors réacquis des propriétés d’auto-renouvellement 

(Passegue et al., 2003). En effet, les cellules souches leucémiques sont définies par leur 

fonction c'est-à-dire par leur capacité à être gardées en culture sur le long-terme ou à 

reproduire chez l’animal la leucémie développée par le patient. Ainsi, les premières 

expériences ont montré que seules les cellules leucémiques CD34+CD38- étaient capables de 

développer une leucémie dans un model de souris immunodéficientes SCID (Lapidot et al., 

1994). Ce phénotype plus immature que les cellules capables de former des colonies (CFU, 

Colony-Forming Units) conduisit à l’idée que la cellule souche leucémique provenait des 

cellules souches hématopoïétiques normales (Dick, 2008). Or, depuis quelques années ce 

concept de cellules souches leucémique est clairement mis au défi par différentes 

publications. D’une part Taussig et collaborateurs montrent que les cellules « initiatrices de la 

leucémies » expriment des marqueurs de la lignée myéloïde, tels le CD33, le CD13 et le 

CD123 et la fraction des cellules capables de reformer une leucémie dans une souris 

NOD/SCID est restreinte à la fraction CD33+ pour 11 des 12 patients étudiés (Taussig et al., 

2005). Les travaux de cette même équipe ont pu également montrer que la fraction des 

cellules leucémiques CD34+CD38+ de patients atteints de LAM était responsable du 

développement de la leucémie dans des souris NOD/SCID (Taussig et al., 2008). Enfin, la 

transfection de différents gènes de fusion contenant l’oncoprotéine MLL (MLL-ENL, MLL-

AF9) dans des progéniteurs myéloïdes déjà commis dans la différenciation granulo-

macrophagique sont capables de développer une leucémie dans des modèles murins (Cozzio 

et al., 2003; Krivtsov et al., 2006) (Figure 31). Ces cellules ont une expression anormalement 

élevée des gènes à homéobox du cluster HOXA qui sont en temps normal fortement exprimés 

par les cellules souches hématopoïétiques et progressivement perdus avec l’avancée dans la 

maturation myéloïde. Ainsi, ces progéniteurs hématopoïétiques déjà engagés peuvent 

réacquérir des propriétés « souches » comme l’auto-renouvellement après l’acquisition de 

MLL-ENL (Cleary, 2009). 
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Figure 31  Modèle de la leucémogénèse initiée par MLL-ENL à partir de cellules souches 

hématopoïétiques mais aussi de progéniteurs myéloïdes (Cozzio et al., 2003). 

HSC = cellule souche hématopoïétique, CMP = progéniteur myéloïde commun, GMP = 

Progéniteur granulo/monocytique, MLL-ENL = Mixed-lineage leukemia-eleven nineteen 

leukemia. 

 

3. Traitements conventionnels 
 

Le traitement conventionnel des LAM est constitué de poly-chimiothérapies intensives 

et se compose de deux phases : une phase d’induction puis une phase de consolidation. Le 

traitement d’induction a pour objectif de mener à une rémission complète du patient et se 

compose de trois jours d’anthracycline (Daunorubicine, Idarubicine ou Mitoxantrone 

anthracenedione) puis sept jours de cytosine arabinoside (Ara C). Ce protocole, « 3 +7 », reste 

le standard de la chimiothérapie d’induction. La rémission complète se définit comme suit : 

un pourcentage de blastes dans la moelle osseuse inférieur à 5%, une absence de blastes 

contenant des tiges d’Auer, l’absence de maladie extra-médullaire, un nombre de neutrophiles 

dans le sang supérieur à 1000 cellules/µl, un nombre de plaquettes supérieur à 100 000 

cellules/µl et l’absence d’anémie. Ce premier traitement assure chez les patients de moins de 

60 ans une rémission complète dans 60 à 80% des cas. Le taux de survie à 5 ans est d’environ 
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35-40%. Au contraire, les patients âgés de plus de 60 ans atteignent la rémission complète 

dans 45 à 55% des cas et le taux de survie à 5 ans est d’à peine 10% (Dohner et al., 2010). 

Suite à cette induction de la rémission, les patients sont en aplasie c'est-à-dire dans 

l’incapacité transitoire à renouveler et régénérer les cellules du sang et donc du système 

immunitaire. Ce phénomène est principalement dû à la forte toxicité des drogues envers les 

progéniteurs hématopoïétiques normaux. Un des problèmes majeurs dans le traitement des 

LAM réside dans la forte proportion de rechutes après la rémission complète obtenue suite à 

la chimiothérapie d’induction (environ 50 à 70%). La phase de consolidation de la rémission 

complète se compose habituellement de plusieurs cycles de chimiothérapie intensive, utilisant 

l’AraC, suivie ou non d’une greffe allogénique ou autologue en fonction du risque de rechute. 

L’allogreffe de cellules souches hématopoïétiques reste le meilleur traitement pour la 

prévention des rechutes mais elle reste limitée par la disponibilité d’un donneur HLA 

compatible ainsi que par l’éligibilité du patient à ce traitement lourd. 

Les raisons d’un pronostic plus mauvais chez les personnes âgées sont le plus souvent reliées 

à une fréquence élevée d’événements cytogénétiques défavorables, d’antécédents de SMD 

ainsi qu’une plus grande résistance des cellules leucémiques aux drogues administrées. De 

plus, à cause d’une santé généralement fragile de ces patients, leur sensibilité aux traitements 

intensifs de chimiothérapie est élevée. Ainsi, l’amélioration de la prise en charge de ces 

patients par des thérapies plus ciblées et moins toxiques que les chimiothérapies 

conventionnelles est un enjeu majeur pour améliorer leur survie globale et retarder 

l’apparition de la rechute (Kuendgen and Germing, 2009). 

 

4. Rôle de l’immuno-surveillance dans les LAM 
 

L’importance du système immunitaire dans la progression des LAM est mise en avant 

par une série d’études montrant que la lente reconstitution du nombre absolu de lymphocytes 

suite à une transplantation hématopoïétique ou à la chimiothérapie d’induction est un facteur 

de mauvais pronostic pour la survie sans rechute et la survie globale. Dans le cadre des 

transplantations allogéniques de moelle osseuse avec pour la plupart des cas une compatibilité 

HLA de 100%, diverses études démontrent que les patients LAM ayant un nombre absolu de 

lymphocytes inférieur à 150-200 cellules/µl, 1 mois après la transplantation, ont un risque 

accru de rechute (Kumar et al., 2001; Powles et al., 1998). Les analyses multivariables 

réalisées mettent en évidence que le nombre absolu de lymphocytes est un facteur pronostic 
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significatif et indépendant. La lente reconstitution du nombre absolu de lymphocytes est aussi 

significativement associée à un risque accru de rechute dans le cadre d’une transplantation 

autologue de cellules souches hématopoïétiques (Porrata et al., 2002b). Dans cette étude, le 

nombre absolu de lymphocytes est analysé plus tôt (15 jours post-greffe) et le seuil de 

lymphocytes est placé plus haut que celui des études lors de transplantations allogéniques 

(500 cellules/µl). Ce seuil est cependant faible en regard des valeurs normales qui se situent 

entre 1500 et 4000 cellules/µl et l’on considère qu’il y a lymphopénie lorsque ce nombre est 

en-dessous de 1000 cellules/µl. Enfin, un nombre absolu de lymphocytes au-dessus de 350-

500 cellules/µL est un facteur indépendant d’une meilleure survie sans rechute 15 à 28 jours 

après une chimiothérapie d’induction (Behl et al., 2006; De Angulo et al., 2008). De façon 

analogue à l’effet du greffon contre la leucémie (GvL) observé dans les transplantations 

allogéniques, où le système immunitaire du donneur serait capable d’éliminer la maladie 

résiduelle chez le receveur, une reconstitution rapide des lymphocytes permettrait d’avoir un 

effet protecteur de ces lymphocytes contre la progression de la maladie. Des études 

supplémentaires sont cependant nécessaires pour déterminer quelles sous-populations de 

lymphocytes sont responsables de cet effet et si leur fonctionnalité après une chimiothérapie 

ou une transplantation est altérée. Ces études permettraient d’indiquer les meilleurs effecteurs 

lymphoïdes cytotoxiques à cibler, les moyens optimaux de les cibler et la fenêtre de temps 

idéale pour la mise en place d’une telle immunothérapie.  

 

Je développerai ci-après les rôles que peuvent avoir les effecteurs lymphoïdes 

cytotoxiques dans la lutte contre les cellules leucémiques de LAM et les stratégies utilisées 

visant à potentialiser leurs fonctions dans un cadre restreint aux leucémies aiguës myéloïdes. 

 

4.1. Les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques et les lymphocytes T Vγ9Vδ2 

 
4.1.1. Les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques 

 

 Les antigènes associés aux tumeurs peuvent induire une réponse lymphocytaire T 

spécifique et sont la cible privilégiée d’immunothérapies ciblées. Il existe trois principales 

stratégies : la première est l’utilisation d’une vaccination peptidique dont l’objectif est 

d’induire une réponse cellulaire T spécifique, la seconde est le transfert adoptif de cellules T 

déjà spécifiques d’un antigène donné et la troisième consiste à transférer des cellules 

dendritiques présentant des antigènes tumoraux afin de générer une réponse T, là aussi 
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spécifique. La condition sine-qua-non de ces stratégies est l’identification d’antigènes 

tumoraux spécifiques. Cependant, au contraire des tumeurs solides, très peu d’antigènes 

tumoraux capables d’induire une réponse cellulaire T spécifique ont été décrits chez des 

patients atteints de LAM. 

 

4.1.1.1. Les antigènes tumoraux associés aux LAM et la vaccination 

peptidique 
 

Les antigènes tumoraux associés aux LAM appartiennent à des voies essentielles de la  

prolifération, de la différenciation et de l’apoptose des cellules leucémiques (Greiner et al., 

2008). 

 

 Dans un premier temps, des lymphocytes T CD8+ circulants de patients LAM en 

rémission complète ou au diagnostic ont montré une réactivité in vitro contre des épitopes de 

WT-1 (Wilm’s Tumor gene product 1) et de PR3 (protéinase 3) par l’accumulation 

intracellulaire d’IFN-γ et par sa sécrétion lors d’un test ELISPOT. La reconnaissance de ces 

antigènes est également restreinte à leur présentation par la molécule HLA-A2 

(Scheibenbogen et al., 2002). 

WT-1 est un facteur de transcription dont le domaine d’expression est normalement restreint 

aux cellules placentaires. Il peut aussi être exprimé plus faiblement et/ou transitoirement dans 

les cellules rénales et les cellules souches hématopoïétiques normales CD34+. WT1 est 

retrouvé de manière anormale dans plusieurs tumeurs solides et dans des cancers 

hématologiques autres que la LAM tels que les SMD et la LMC où il est capable d’inhiber la 

différenciation des progéniteurs hématopoïétiques normaux et leucémiques. L’expression de 

WT1 dans des cellules autres que leucémiques pourrait logiquement conduire à des réactions 

d’auto-immunité cependant dans cette étude aucun dysfonctionnement, rénal par exemple, n’a 

été observé. 

PR3, est une sérine protéase des neutrophiles qui peut aussi être exprimée par les lignées 

monocytaires. Son expression dans les cancers semble restreinte aux tumeurs hématologiques 

LAM et LMC. PR3 joue un rôle critique dans l’apoptose et la prolifération des progéniteurs 

myéloïdes en régulant p21 et la pro-caspase 3 (Greiner et al., 2006a). Des essais cliniques à 

base de vaccination peptidique contenant des épitopes de WT1 seul (Keilholz et al., 2009) ou 

de WT1 combiné à PR1, un autre peptide dérivé de la protéinase 3, (Rezvani et al., 2008) 

indiquent que l’apparition de lymphocytes T CD8+ réactifs vis-à-vis de ces antigènes 
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s’accompagne d’une diminution ou d’une perte de la détection des ARN messagers 

correspondants (WT1 ou PR1), utilisés ici comme marqueurs de la maladie résiduelle. 

Un autre antigène important exprimé par des cellules de LAM est le récepteur pour la motilité 

associée à l’acide hyaluronique (RHAMM/CD168). Il est exprimé dans divers tissus normaux 

et surexprimé dans de nombreux cancers solides et hématopoïétiques. Ce récepteur par sa 

participation à la formation du fuseau mitotique et la transduction de signal effectuée par Ras, 

joue un rôle essentiel dans la croissance, la différenciation et la motilité cellulaire (Hall et al., 

1995). Son association avec le proto-oncogène H-ras en fait un élément important dans le 

processus de transformation cellulaire. Il est ainsi une cible de choix parmi les antigènes 

tumoraux. En 2005, Greiner et collaborateurs  indiquent que 40% des patients, contre 19% 

des donneurs sains, possèdent des lymphocytes T CD8+ répondant ex-vivo à une stimulation 

par un épitope de RHAMM/CD168 (Greiner et al., 2005). En 2008, dans un essai clinique de 

phase I utilisant une vaccination avec le même épitope de RHAMM/CD168 que 

précédemment, des lymphocytes T CD8+ spécifiques apparaissent chez deux des trois patients 

LAM, ils produisent aussi de l’IFN-γ ex-vivo mais cette réponse est transitoire (Schmitt et al., 

2008). 

L’antigène PRAME (PReferentially expressed Antigen of MElanoma) a été isolé pour la 

première fois comme un antigène présent sur un mélanome humain et reconnu par des 

lymphocytes T cytotoxiques. Il est aussi exprimé dans divers cancers hématologiques dont la 

LAM et est reconnu par les lymphocytes T CD8+ IFN-γ+ de 6 patients LAM sur 10 mais les 

auteurs n’ont pu démontrer d’évidences directes sur l’activité lytique de ces CTL (Rezvani et 

al., 2009). PRAME par son rôle de répresseur du récepteur de l’acide rétinoïque participe au 

blocage de la différenciation et à la reprise du cycle cellulaire. 

L’expression de SSX2IP (Synovial Sarcoma X breakpoint 2-Interaction Protein) mesurée par 

microarray est significativement associée à un meilleur taux de survie chez les patients LAM 

mais uniquement ceux ayant un caryotype normal (Denniss et al., 2007). Le rôle de SSX2IP 

est encore mal connu, mais il peut-être exprimé à la surface des cellules leucémiques de LAM 

au cours de la mitose (Guinn et al., 2009). 

90% des patients LAM expriment le récepteur aux tyrosines kinases FLT3 et 30% d’entre eux 

portent la duplication interne en tandem de FLT3 (FLT3-ITD). In vitro, la stimulation des 

lymphocytes T CD8+ d’une patiente LAM, par un peptide synthétique de FLT3-ITD a permis 

de générer une série de clones reconnaissant aussi bien le peptide synthétique que ses propres 

cellules leucémiques. Ces résultats démontrent que ces blastes peuvent apprêter et présenter 

des néo-épitopes immunogènes de FLT3-ITD (Graf et al., 2007). 
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Le rôle des lymphocytes T CD8+ spécifiques d’un antigène tumoral est mis en avant avec 

l’étude de Greiner et collaborateurs en 2006 où ils établissent, par analyse microarray de 116 

échantillons de blastes LAM, une corrélation significative entre le fort niveau d’ARNm de 

G250/CA9 et une survie globale prolongée (p=0,022). De plus, une réponse T CD8+ 

spécifique contre des cellules présentant un peptide de G250/C19 est obtenue pour 6 des 10 

patients LAM en rémission complète testés alors qu’aucun patient LAM réfractaire au 

traitement n’est capable de générer une telle réponse T CD8+. Ces lymphocytes T CD8+ 

peuvent aussi lyser in vitro des blastes exprimant un peptide de G250/CA9 à condition qu’il 

soit présenté par HLA-A2. G250/CA9 appartient à la famille des anhydrases carboniques 

associées à la membrane plasmique et semble jouer un rôle dans la prolifération cellulaire en 

réponse à l’hypoxie. Son expression est restreinte aux cellules cancéreuses. Les autres 

antigènes étudiés comme WT1 ne sont pas corrélés avec le devenir clinique bien que certains 

comme PRAME et RHAMM/CD168 semblent suivre la même tendance que G250/CA9 

(Greiner et al., 2006b). 

 

Un des inconvénients de la vaccination peptidique associée ou non à des adjuvants est 

que les lymphocytes T du patient peuvent être hypo-répondeurs du fait de la leucémie ou des 

divers traitements utilisés fragilisant le système immunitaire du patient. 

Ainsi, une étude de l’expression des gènes réalisée sur des lymphocytes T CD8 et T CD4 de 

patients atteints de LAM montre une dérégulation d’une série de gènes associée à l’activation, 

la signalisation du TCR ou la polarisation de l’actine en comparaison avec des donneurs sains. 

Les cellules T CD8+ ont une capacité réduite à former une synapse immunologique avec les 

blastes autologues et à induire un signal phosphotyrosine. D’une part, les cellules T CD8+ des 

patients sont incapables de former une synapse immunologique correcte avec des cellules 

présentatrices d’antigènes de donneurs sains et d’autre part, les cellules T CD8+ de donneurs 

sains forment des synapses défectueuses avec des blastes de LAM. Les cellules T et les 

cellules leucémiques de LAM sont donc toutes les deux responsables du défaut de formation 

de la synapse immunologique (Le Dieu et al., 2009). Ce défaut pourrait être compensé par le 

traitement au Lenalidomide comme le décrivent Ramsay et collaborateurs chez des patients 

atteints de LLC où une déficience similaire des lymphocytes T à former une synapse 

immunologique a été observée (Ramsay et al., 2008). 
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4.1.1.2. Le transfert adoptif de lymphocytes T cytotoxiques spécifiques 

 

 Pour pallier l’éventuelle incapacité des lymphocytes T du patients à répondre à une 

vaccination peptidique, l’apport direct de lymphocytes T cytotoxiques spécifiques « prêt à 

l’emploi » provenant de donneurs sains de même HLA est une alternative possible mais 

quasiment inexplorée dans les LAM (Bae et al., 2004). 

 

4.1.1.3. Utilisation des cellules dendritiques et activation endogène de 

LT CD8+ spécifiques 

 

Les cellules dendritiques sont les cellules présentatrices d’antigènes les plus efficaces 

pour activer les cellules T naïves. Elles peuvent être générées ex-vivo à partir de monocytes 

ou de précurseurs CD34+ de la moelle osseuse. 

De façon remarquable, des cellules dendritiques peuvent également être générées à partir des 

cellules leucémiques de la lignée monocytaire de patients atteints de LAM. Elles acquièrent 

ainsi la pleine capacité à présenter des antigènes et a activer des cellules T in-vitro 

(Charbonnier et al., 1999; Choudhury et al., 1999). Cela représente une perspective 

intéressante pour le traitement de la maladie résiduelle chez ces patients. Cependant, les 

études se sont, à l’heure actuelle, focalisées sur la manière de générer ces cellules 

dendritiques, soit à partir de monocytes soit à partir de cellules leucémiques. Elles se sont 

aussi focalisées, i) sur leur capacité à présenter des antigènes et à activer in-vitro une réponse 

lymphocytaire T cytotoxique, ii) sur les cytokines qu’elles sécrètent et iii) sur les modalités de 

vaccination comme le choix d’adjuvants, le nombre de vaccination et la voie d’administration 

(sous-cutanée ou intraveineuse) (Houtenbos et al., 2006). Les données cliniques chez les 

patients LAM sont donc limitées. Elles ont cependant pu montrer la possibilité d’activer les 

lymphocytes T in-vivo (Lee et al., 2004b) ou d’augmenter le nombre de lymphocytes T CD8+ 

spécifiques d’antigènes comme PRAME (Li et al., 2006) aucune n’a pu observer de 

diminution du pourcentage de blastes. Les perspectives de ce type de vaccination sont 

intéressantes mais son processus est complexe car il requiert de multiples étapes. Il est 

essentiel que les cellules dendritiques aient un niveau de maturation suffisant afin de ne pas 

conduire à l’anergie des lymphocytes T ou à l’expansion de lymphocytes T régulateurs. Cette 

étape est sans doute la plus difficile à obtenir de manière reproductible. De plus on connaît 

encore mal le niveau optimal de maturation que doit avoir la cellule dendritique au moment 
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de la vaccination et si la cellule dendritique leucémique peut atteindre un tel état in vivo après 

son administration (Figdor et al., 2004). 

 

4.1.2. Les lymphocytes T γδ : une sous-population lymphocytaire 

cytotoxique peu étudiée dans les LAM 

 

 Le rôle que pourrait avoir les lymphocytes T γδ dans la progression des LAM est un 

domaine encore très peu décrit. Seules deux études font mention des lymphocytes T γδ dans la 

LAM. La première étude (Aswald et al., 2006), réalisée sur un faible échantillonnage de 

patients, indique que parmi les patients en échec thérapeutique ceux ayant un taux de blastes 

élevé ont un nombre de LT γδ plus faible en comparaison des patients ayant une maladie 

résiduelle réduite. Cependant, de façon surprenante et non élucidée, les patients en rémission 

complète ont un nombre de LT γδ faible et inférieur à la normale. Cette étude montre que le 

nombre absolu de lymphocytes T γδ après la chimiothérapie d’induction reflèterait la qualité 

de réponse au traitement. Il faut aussi souligner que la population habituellement majoritaire 

des LT γδ du sang circulant (association des chaines Vγ9Vδ2) n’a pas clairement été 

identifiée. Cela a son importance, car la seconde étude décrit chez un patient LAM une sous-

population de lymphocyte T γδ normalement rare parmi les LT γδ du sang circulant. Cette 

sous-population possède l'association des chaines Vγ9 et Vδ1, elle représente 30% des LT 

γδ chez ce patient après une transplantation allogénique de cellules souches et possède une 

forte activité cytotoxique in vitro contre des blastes autologues (Dolstra et al., 2001). Aucune 

stratégie visant à potentialiser les fonctions effectrices de ces lymphocytes T γδ n’a encore été 

publiée dans la LAM. 

 

4.2. Les cellules Natural Killer : un effecteur cytotoxique de choix pour les 

LAM 

 
4.2.1. Utilisation dans un contexte allogénique 

 
4.2.1.1. Rôle des cellules NK allogéniques dans la transplantation 

 

L’expression des KIR à la surface des cellules NK en fait une population aux 

caractéristiques très particulières. En effet, d’après l’hypothèse du « missing-self », si une 

cellule n’exprime pas de molécule du CMH-I capable d’envoyer un signal inhibiteur aux 
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cellules NK, elle sera alors considérée comme une cible à tuer par ces dernières. Cette 

incompatibilité KIR/CMH-I est parfois désignée sous le terme « KIR-mismatch ». 

Lors d’une transplantation allogénique, au moins une partie des cellules NK (NK 

alloréactives) du donneur vont ainsi être réactives vis-à-vis des cellules du receveur à cause 

d’un KIR-mismatch. Ainsi, en comparant le statut HLA du receveur et l’expression des KIR à 

la surface des cellules NK du donneur, il est possible de prédire la présence de cellules NK 

alloréactives dans une transplantation allogénique. En effet, le conditionnement utilisé, lors 

d’une transplantation hématopoïétique allogénique, détruit non seulement les lymphocytes du 

receveur mais aussi les cellules de la moelle osseuse. Ainsi, les cellules NK sont éduquées 

dans un microenvironnement ou prédomine les molécules d’HLA du donneur. Elles 

acquièrent notamment leur licence pour tuer par les cellules du donneurs. Le répertoire NK 

constitué est alors tolérant envers les cellules du donneur et potentiellement alloréactif vis-à-

vis du receveur. Sur la base de l’expression des KIR inhibiteurs qui permettent à la cellule NK 

de reconnaître l’absence du soi, il existe trois incompatibilités principales permettant une 

alloréaction dans le sens donneur versus receveur (greffe versus hôte). Elles correspondent à 

la présence d’un KIR inhibiteur à la surface des cellules NK du donneur et l’absence 

d’expression de l’allèle correspondant appartenant au groupe HLA-Cw1, HLA-Cw2 ou HLA-

Bw4. 

 

Ruggeri et collaborateurs montrent que ces clones de cellules NK alloréactives 

peuvent tuer les cellules leucémiques de LAM congelées du receveur (Ruggeri et al., 1999). 

En 2002, ils apportent la plus belle évidence de l’action bénéfique des cellules NK 

alloréactives. D’une part, ils mettent en évidence dans des expériences réalisées chez la souris 

que l’infusion de cellules NK alloréactives peut éradiquer le développement d’une leucémie 

humaine dans des souris NOD/SCID, et d’autre part qu’elles protègent aussi de la GvHD en 

éliminant les cellules présentatrices d’antigènes du receveur. Elles améliorent aussi de façon 

spectaculaire la survie des souris dans des expériences de transplantation allogéniques avec un 

KIR-mismatch. De plus, l’étude rétrospective des données cliniques sur le devenir de 

transplantations haploidentiques chez 35 patients atteints de LAL (Leucémie Aiguë 

Lymphoïde) et 57 patients atteints de LAM, indique que lorsqu’il y a alloréactivité, dans le 

sens greffe versus hôte, le rejet de greffe et la GvHD aiguë disparaissent. En revanche, la 

probabilité de rechute à 5 ans est très contrastée car chez les patients atteints de LAM, cette 

dernière est nulle alors que pour les patients atteints de LAL, elle reste identique à celle 

observée sans alloréactivité (Ruggeri et al., 2002). Une étude conduite par le même groupe 
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chez 112 patients atteints de LAM, comprenant les 57 de 2002, démontre aussi un taux de 

rechute fortement diminué (p=0.001) pour les transplantations haploidentiques contenant des 

cellules NK alloréactives. Cependant, l’action de ces cellules NK alloréactives n’a pas d’effet 

sur la GvHD comme cela a pu être montré précédemment. L’analyse multivariable incluant 

des paramètres cruciaux de la transplantation comme l’âge et la cytogénétique des patients, le 

nombre de cellules CD34+ et de lymphocytes T dans la greffe ou le statut de la maladie au 

moment de la transplantation, confirment que les transplantations possédant des cellules NK 

alloréactives sont un facteur indépendant d’une meilleure survie (Ruggeri et al., 2007). La 

possibilité d’effectuer des transplantations allogéniques sans une parfaite compatibilité, 

habituellement recherchée, ouvre considérablement la disponibilité du nombre de donneurs 

potentiels. Les cellules souches utilisées dans les transplantations proviennent soit de la 

moelle soit du sang périphérique mais peuvent aussi provenir du sang de cordons ombilicaux. 

 

Dans les études de Ruggeri et collaborateurs, plusieurs paramètres concernant les 

transplantations allogéniques sont importants pour rendre compte de l’effet bénéfique de 

l’alloréactivité des cellules NK. Ainsi, le lien de filiation entre le donneur avec le receveur 

(greffe haploidentique ou greffe à partir d’un donneur sans lien de filiation), la suppression ou 

non des lymphocytes T de la greffe et le type de leucémie (LAM ou LAL) sont des facteurs à 

prendre en compte car ils sont susceptibles de modifier l’importance de l’action des NK 

alloréactives. Les données de ces études concernent des transplantations haploidentiques 

ayant subi une forte déplétion préalable en lymphocytes T et qui ont un effet bénéfique sur la 

survie uniquement chez les patients atteints de LAM. Pour le cas de donneurs n’ayant pas de 

lien de filiation avec le receveur, les données de la littérature peuvent être contrastées quoique 

parfois difficilement comparable du fait des différences dans les protocoles utilisés. Willemze 

et collaborateurs, dans une étude comparative entre des patients LAM et LAL transplantés 

avec du sang de cordon ombilical préalablement dépourvu des lymphocytes T, démontrent 

que l’alloréactivité des cellules NK joue un rôle bénéfique dans la survie sans rechute, plus 

particulièrement chez les patients LAM (Willemze et al., 2009). Dans le cadre de greffes de 

moelle allogéniques provenant de donneurs sans lien de filiation, l’alloréactivité des cellules 

NK diminue le risque de rechute. Cependant, si la greffe contient des lymphocytes T, le risque 

de GvHD est augmenté et masque l’effet bénéfique des NK alloréactives. Cette étude ne fait 

pas non plus la différence entre les patients atteints de LAM et de LMC (Miller et al., 2007). 

Gill et collaborateurs, dans une revue synthétique, font ressortir l’extrême difficulté de 

comparer les différentes études afin de déterminer les conditions précises dans lesquelles 
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l’alloréactivité des cellules NK est la plus convaincante. Ils suggèrent, à partir des études 

récapitulées dans le tableau ci-dessous (Figure 32) que la forte dose de cellules souches et la 

déplétion importante des lymphocytes T de la greffe ainsi que l’absence de traitement 

prophylactique anti-GvHD et une maladie myéloïde comme cible seraient des facteurs 

importants pour maximiser l’alloréactivité des cellules NK. D’autres raisons qui permettraient 

d’expliquer la disparité des résultats obtenus sont, entre autres, les différences dans la 

définition de l’alloréactivité des cellules NK (phénotypique vs génotypique), la source du 

donneur (avec ou sans lien de parenté), le degré de correspondance du HLA et l’état 

d’avancement de la maladie au moment de la transplantation. 

  

 
 

Figure 32  Tableau récapitulatif et comparatif des paramètres pouvant influencer 

l’alloréactivité des cellules NK (Gill et al., 2009). 
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RFS = Survie sans rechute ; OS = survie globale ; MA = conditionnement myéloablatif ; RIC 

= conditionnement d’intensité  réduite ; ATG = globuline anti-thymocyte ; MNC = cellules 

mononuclées ; haploA = haplotype KIR A ; C2 = allèles HLA-C2 ; NS = différence non 

significative ; NR = non reporté. 

* modèle utilisé pour définir l’alloréactivité : 

1, ligand/ligand (typage HLA du donneur et du receveur) 

2, récepteur/ligand (génotypage ou phénotypage KIR du donneur 

3, test de lyse spécifique des cellules NK du donneur contre les cellules du receveur 

4, test de lyse non-spécifique des cellules NK du donneur contre une cible sensible à la lyse 

NK (ex : K562) 

 

4.2.1.2. Reconstitution altérée des cellules NK allogéniques après 

transplantation 

 

Après une transplantation hématopoïétique de cellules souches, les cellules NK sont 

les premières à se reconstituer et constituent la grande majorité des globules blancs du sang 

circulant sur une période d’au moins 3 mois. Les cellules NK reconstituées ont cependant un 

phénotype altéré traduisant une immaturité avec une forte proportion de cellules NK 

CD56bright, une forte proportion de cellules NK exprimant l’hétérodimère inhibiteur 

CD94/NKG2A et un faible pourcentage de cellules NK exprimant les KIR (Pittari et al., 

2009) (Nguyen et al., 2005; Schulze et al., 2008). Sur cette fenêtre de temps de reconstitution 

précoce du système immunitaire, le phénotype altéré des cellules NK est associé à une 

diminution de leur activité cytotoxique (Pittari et al., 2009). De plus, ce phénotype immature 

contrecarre l’alloréactivité des cellules NK dans le sens donneur versus receveur prévue par la 

greffe (Nguyen et al., 2005). Les facteurs influençant la reconstitution des cellules NK après 

une transplantation sont mal connus. D’une part, le conditionnement intensif myéloablatif 

utilisé peut endommager les cellules stromales essentielles à la maturation des cellules NK 

(Roth et al., 2000), d’autre part la présence des cellules dendritiques est aussi importante dans 

la maturation des cellules NK (Ferlazzo et al., 2002). Les lymphocytes T peuvent jouer un 

rôle positif dans la maturation des cellules NK (Fehniger et al., 2003) mais leur présence dans 

la greffe semble altérer la reconstitution de l’expression des KIR des NK (Cooley et al., 

2005). La cellule tumorale par ces nombreux mécanismes d’échappement est également 

capable de modifier l’expression de ses molécules HLA et ainsi d’échapper à l’alloréactivité 

prévue lors d’une transplantation hématopoïétique (Vago et al., 2009). 
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4.2.1.3. Le transfert adoptif de cellules NK alloréactives 

 

 Le transfert adoptif de cellules NK alloréactives « prête à l’emploi » après une 

transplantation hématopoïétique permettrait de pallier au problème de la persistance des 

cellules NK immatures et ainsi de favoriser les effets GvL. Cette stratégie est encore très peu 

étudiée dans le cadre des LAM (Soiffer, 2008). 

 

4.2.2. Alternative aux cellules NK allogéniques par masquage des KIR 

 

 Peu de patients LAM sont candidats à la transplantation du fait par exemple d’un âge 

avancé qui ne leur permet pas de subir une telle intervention thérapeutique. De ce fait, un 

anticorps capable de bloquer les interactions entre les principaux KIR inhibiteurs et leurs 

ligands HLA-C a été récemment développé. Cet anticorps, complètement humanisé est 

d’isotype IgG4 afin d’éviter les réactions d’ADCC. Il se lie aux KIR inhibiteurs KIR2DL1, -

DL2 et -DL3 mais aussi aux KIR activateurs correspondants : KIR2DS1 et -S2 avec un doute 

sur l’absence de reconnaissance du KIR2DS3 (Romagne et al., 2009). Par des tests de lyse au 

Cr51 avec des clones de cellules NK exprimant un seul type de KIR inhibiteur contre une cible 

transfectée avec le ligand HLA-C correspondant, les auteurs montrent la capacité du 1-7F9 à 

bloquer l’interaction KIR/HLA conduisant alors à la lyse de la cible. De façon similaire, les 

auteurs ont évalué la lyse de blastes LAM, congelés au diagnostic, par des cellules NK 

autologues de patients, collectées à la rémission complète et activées in vitro à l’IL-2. Les 

cellules NK prétraitées avec le 1-7F9 ont une cytotoxicité 2 à 3 fois supérieure, que les 

cellules non traitées, envers les blastes autologues. Afin d’évaluer si le 1-7F9 peut permettre 

l’activation in vivo de cellules NK, les auteurs ont utilisé deux approches. Premièrement, ils 

ont développé une lignée transgénique murine exprimant le KIR2DL3 dans un fond génétique 

rag-/-, c'est-à-dire que les souris ne possède ni lymphocytes T ni lymphocytes B. Dans ces 

souris, le 1-7F9 induit, de façon dose dépendante, le rejet de splénocytes KO pour les 

molécules du CMH-I murines (KbDb-/-) et exprimant la molécule HLA-Cw3 (ligand de 

KIR2DL3). Deuxièmement, la co-injection de blastes LAM et de cellules NK de donneurs 

sains d’HLA identique dans des souris NOD-SCID conduit au développement d’une leucémie 

et à la mort des souris alors qu’une unique injection du 1-7F9 (250µg) sauve ces souris. 
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4.2.3. Utilisation dans un contexte autologue 

  

Le rôle des cellules NK dans la LAM est surtout documenté dans le cadre des 

transplantations allogéniques que nous avons vu précédemment. Cependant, le rôle que 

peuvent avoir les cellules NK dans l’élimination des cellules leucémiques dans un contexte 

autologue est peu connu et nécessite d’être clarifié. Comme cela a été décrit en introduction 

de cette partie, le nombre absolu de lymphocytes après la chimiothérapie d’induction est un 

facteur important de bon pronostic. Est-ce que les cellules NK participent à ce bon pronostic ? 

 

4.2.3.1. Déficiences des cellules NK chez les patients LAM 

 

 Les études décrivant des altérations phénotypiques et fonctionnelles des cellules NK 

autologues éclairent cette question mais restent encore peu nombreuses (Rey et al., 2009; 

Verheyden and Demanet, 2008). Ainsi, des altérations phénotypiques des cellules NK au 

diagnostic des patients ont été observées, notamment une diminution de l’expression des 

récepteurs activateurs NKp30 et NKp46 qui va de paire avec une perte d’activité cytolytique. 

Ce phénotype est réversible au cours du traitement car les patients atteignant la rémission 

complète retrouvent une expression normale de NKp46 et partielle de NKp30. En revanche, 

les patients qui n’atteignent pas cette rémission complète ou qui rechutent après rémission, 

gardent une faible expression de ces deux récepteurs activateurs. Cette réversibilité du 

phénotype suggère que les cellules leucémiques sont en partie responsables de la diminution 

d’expression des NCR. En comparaison, l’expression de d’autres récepteurs activateurs 

comme le CD16, n’est pas modifiée (Costello et al., 2002; Fauriat et al., 2007). La 

caractérisation approfondie des cellules NK des patients et l’identification des mécanismes 

responsables des modifications d’expression des récepteurs activateurs et inhibiteurs ainsi que 

de la perte d’activité de ces cellules permettrait le développement de nouvelles approches 

thérapeutiques rétablissant leurs fonctions cytotoxiques. 

 

4.2.3.2. Utilisation d’anticorps monoclonaux  et ADCC 

 

Le principal anticorps monoclonal utilisé dans le traitement des LAM cible le CD33, 

une sialoadhésine exprimée par les cellules immatures de la lignée myéloïde. Il faut noter que 

les cellules souches hématopoïétiques CD34+ ne l’expriment pas. Le CD33 est exprimé dans 

environ 90% des LAM et sur environ 20% des cellules leucémiques (Linenberger, 2005; Stasi 
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et al., 2008). Les approches thérapeutiques les plus intéressantes ont été obtenues avec le 

gemtuzumab-ozogamicin (Mylotarg®), un anticorps monoclonal humanisé (IgG4), dirigé 

contre le CD33 et couplé à un antibiotique : la calichéamicine. Il a été approuvé par la FDA 

en mai 2000 comme monothérapie chez des patients LAM âgés de plus de 60 ans, en 

première rechute et inéligibles pour les traitements de chimiothérapies conventionnels. Le 

taux de rémission complète obtenu dans une étude de phase II (n=142, âge médian 61 ans) est 

de 13% et le taux de rémission incomplète, c'est-à-dire avec une reconstitution insuffisante du 

nombre de plaquettes, était lui aussi de 13% (Sievers et al., 2001). Son utilisation combinée 

avec des agents de chimiothérapie peut cependant être associée à une hépatotoxicité 

importante. Cet anticorps d’isotype IgG4 n’a qu’une très faible affinité pour le CD16, au 

contraire des IgG1, et ainsi les mécanismes d’ADCC par les cellules NK ne peuvent rendre 

compte de son action. C’est pourquoi, un autre anticorps, le Lintuzumab (HuM195) 

également dirigé contre le CD33 a été développé et contrairement au gemtuzumab-

ozogamicin il est d’isotype IgG1. Son utilisation comme agent unique ou en combinaison 

avec un traitement de chimiothérapie chez des patients LAM réfractaires ou en rechute ne 

démontrent pas de toxicité particulière mais n’améliore pas de façon significative le taux de 

survie des patients (Feldman et al., 2003; Feldman et al., 2005). 

Dans la LAM, le récepteur à tyrosine kinase FLT3 est fréquemment muté, soit par des 

duplications internes en tandem (FLT3-ITD) soit par des mutations ponctuelles. Ce récepteur 

FLT3 muté est alors constitutivement actif et participe au processus de transformation 

cellulaire (Meshinchi and Appelbaum, 2009). Des inhibiteurs de FLT3 ont ainsi été 

développés, mais comme pour toutes les petites molécules inhibitrices elles sont sélectives 

mais pas spécifiques. Elles peuvent inhiber d’autres récepteurs à tyrosine kinase, spécialement 

quand leur concentration est augmentée. Le développement d’anticorps spécifiques capables 

de bloquer la signalisation de FLT3 et d’activer l’ADCC pourrait en partie pallier le manque 

de spécificité des inhibiteurs de FLT3. Dans cette optique, une étude réalisée chez la souris, 

montre que l’injection d’anticorps dirigés contre FLT3 ou FLT3-ITD diminue l’implantation 

et le développement des blastes leucémiques issus de patients. Au contraire, l’injection de cet 

anticorps dans les souris contrôles greffées avec des cellules souches CD34+ de donneurs 

sains n’affecte pas leur développement. Malheureusement, dans cette étude le rôle de l’ADCC 

n’a été vérifié que dans un système artificiel in vitro entre des cellules NK de donneurs sains 

et des lignées transfectées avec FLT3 ou FLT3-ITD (Piloto et al., 2005). Les études publiées 

rendant compte d’un effet d’ADCC chez les patients de LAM sont à ce jour encore 

extrêmement minoritaires.  
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4.2.3.3. Régulation des ligands de NKG2D par des inhibiteurs de la 

régulation épigénétique et du protéasome 

 

L’expression des ligands de NKG2D (MICA, MICB et les ULBP) n’est pas ou très 

peu visible sur les cellules de LAM. Ainsi, dans les expériences in vitro, l’importance du 

récepteur activateur NKG2D dans les fonctions cytolytiques des cellules NK contre les blastes 

de LAM est très réduite (Nowbakht et al., 2005; Pende et al., 2005b). L’expression des 

ligands de NKG2D étant acquise au cours de la différenciation des cellules myéloïdes, leur 

faible expression à la surface des blastes de LAM pourrait être en partie la conséquence du 

blocage des blastes à un stade de différenciation précoce (Nowbakht et al., 2005; Pende et al., 

2005b). En revanche, leur expression est inductible dans des conditions de stress et il n’est 

pas exclu que sous certaines conditions in vivo, les blastes de LAM puissent exprimer ces 

ligands. 

Plusieurs études se sont attachées à étudier cette possibilité en utilisant des agents anti-

cancéreux modifiant les régulations épigénétiques de l’ADN ainsi que le remodelage 

chromatinien. Le 5-azacytidine et le 5-aza-2’-deoxycytidine sont des inhibiteurs d’ADN 

méthyltranférase participant à la régulation épigénétique de l’expression des gènes. L’acide 

valproïque et la trichostatine sont eux des inhibiteurs des histones déacétylases. Les ADN 

méthyltransférases sont chargées du transfert d’un groupement méthyl sur les CpG de l’ADN 

et participent le plus souvent à la répression de la régulation génique. Les histones 

déacétylases sont des enzymes souvent considérées comme répresseurs de l’expression des 

gènes car la perte des groupements acétyles des histones entraîne généralement une fermeture 

de la chromatine (Cedar and Bergman, 2009). Ces drogues ont des propriétés anti cancéreuses 

en induisant l’apoptose, la différenciation ou l’arrêt du cycle cellulaire mais elles sont aussi 

capables d’induire l’expression des ligands de NKG2D sur les cellules leucémiques de LAM 

et ainsi d’activer les fonctions cytolytiques des cellules NK (Diermayr et al., 2008; Rohner et 

al., 2007) (Poggi et al., 2009). Ces résultats sont cependant soumis à discussion car plusieurs 

études ont pu montrer que l’expression soutenue de MICA par les tumeurs induit une 

diminution d’expression de NKG2D et ainsi une perte des fonctions cytotoxiques des cellules 

NK (Oppenheim et al., 2005). D’autre part, un mécanisme d’immuno-évasion utilisé par les 

cellules tumorales consiste au clivage protéolytique des ligands de NKG2D, tel le clivage de 

MICA par des ADAM protéases (A Disintegrin And Metalloproteinase), ainsi ces ligands 
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solubles relâchés dans le milieu extérieur servent de leurres aux effecteurs immunitaires 

(Salih et al., 2003; Salih et al., 2002; Waldhauer et al., 2008). 

 

Très peu d’études ont utilisé le Bortezomib, un inhibiteur du protéasome, dans le cadre 

des LAM. Il a été utilisé dans une étude de phase I en combinaison avec des agents de 

chimiothérapie chez des patients en rechute et 19 des 31 patients (61%) ont atteints la 

rémission complète (Attar et al., 2008). Il n’est pas connu si le Bortezomib est capable de 

réguler l’expression des ligands de NKG2D dans la LAM contrairement aux études sur le 

myélome multiple (Rey et al., 2009). 

 

4.2.3.4. Activation endogène des cellules NK par les cytokines : rôle de 

l’IL-2 et de l’IFN-α 

 

 Parmi les stratégies utilisées pour activer les cellules NK endogènes et potentialiser 

leur réponse anti-tumorale, diverses cytokines peuvent être utilisées mais l’IL-2 et les IFNs 

sont jusqu’à présent les seuls à avoir été utilisés en clinique et très peu dans les LAM (Krug et 

al., 2010). 

Pour l’utilisation de l’IL-2, deux études conduites chez de larges cohortes, 161 (Pautas et al., 

2010) et 163 patients LAM (Baer et al., 2008), ne mettent pas en évidence d’effet bénéfique 

de l’IL-2 seule, comme traitement de maintenance chez des patients en première rémission 

complète après chimiothérapie d’induction et consolidation. L’IL-2 ayant de sérieux effets 

indésirables, les études décrites ci-dessus ont utilisé soit des doses intermédiaires d’IL-2 

administrée en sous-cutané (5.106 U/m2 ou moins) pendant 5 jours par mois sur un total de 12 

mois de traitement (Pautas et al., 2010), soit un cycle composé de faibles doses d’IL-2 

administrées en sous-cutané (0,9. 106 U/m2/jour sur 14 jours) suivi de 3 jours avec de fortes 

doses toujours en sous-cutanée (12.106 U/m2/jour) puis un jour sans injection ; ce cycle étant 

répété 5 fois (Baer et al., 2008). En dépit du manque d’activité convaincante de l’IL-2 comme 

monothérapie de maintenance, une étude récente a démontré l’augmentation de la survie sans 

rechute après 3 ans chez des patients ayant reçu une thérapie de maintenance composée d’IL-

2 et d’histamine hydrochloride contre des patients contrôles non-traités. Cette étude de phase 

III comprenait 320 patients adultes en première rémission complète (Brune et al., 2006; 

Romero et al., 2009). 

Avant que l’imatinib mesylate (Gleevec), un inhibiteur de tyrosine kinase ne devienne un 

traitement de référence pour la leucémie myéloïde chronique grâce à son action sur la protéine 
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de fusion Bcr-Abl, l’IFN-α était utilisé en première intention chez ces patients avec de 

meilleurs résultats que les agents de chimiothérapie (Group, 1997; Pavlovsky et al., 2009). 

Pour la LAM, l’action de l’IFN-α a été très peu évaluée. Une étude chez 362 patients, dans 

laquelle de faibles doses d’IFN-α ont été administrées pendant 12 mois comme traitement de 

maintenance après rémission ne démontre aucun bénéfice concernant le risque de rechute, la 

survie sans maladie ou la survie globale (Goldstone et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 97

OBJECTIFS DES TRAVAUX 
 

 

 Le lenalidomide possède un grand nombre de propriétés sur le système immunitaire et 

une activité clinique importante pour le traitement de cancers hématologiques. Son action 

principale ne semble pas dirigée contre la cellule tumorale elle-même mais vers les multiples 

cellules de son environnement. Il possède une action directe sur les lymphocytes T en 

favorisant leur production d’IFN-γ et d’IL-2 permettant ainsi, indirectement, d’activer les 

cellules Natural Killer. Nous avons donc voulu approfondir le rôle immunomodulateur du 

lenalidomide sur les cellules NK en cherchant à déterminer s’il pouvait avoir un effet direct 

sur les cellules NK de donneurs sains. 

 

 Chez les patients atteints de leucémies aiguës myéloïdes, la chimiothérapie 

d’induction permet l’élimination d’une grande partie des cellules cancéreuses conduisant à un 

taux de rémission complète important. Cependant, certaines cellules sont résistantes et sont 

responsables du taux élevé de rechutes dans cette pathologie. Ainsi, la période après la 

chimiothérapie d’induction est déterminante pour le devenir de la maladie et serait une 

période propice à l’utilisation de thérapies complémentaires capables de prévenir la rechute. 

Pour cela, il faut déterminer les éléments qui préviennent ou qui participent à la rechute. 

Plusieurs études ont pu montrer que le nombre absolu de lymphocytes est un facteur prédictif 

d’une meilleure survie sans rechute. Néanmoins, les sous-populations lymphocytaires 

impliquées dans ce phénomène ainsi que leurs fonctionnalités ne sont pas connues. Ainsi, 

nous avons voulu caractériser les effecteurs lymphoïdes cytotoxiques de patients LAM en 

rémission complète après la chimiothérapie d’induction afin d’évaluer leur rôle dans la 

prévention de la rechute. 
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RÉSULTATS 
 

 

 

 

 

 
 
 

 

1) Propriétés immunomodulatrices du Lenalidomide sur les 

cellules Natural Killer de donneurs sains 
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 Abstract 
 Lenalidomide, a daughter molecule of Thalidomide, and IMIDs® are 

immunomodulatory drugs that have been described as having immunomodulatory properties 

and anti-tumor activity. The effect of Lenalidomide towards Peripheral Blood Mononuclear 

Cells (PBMC) has been studied and direct effects towards T cells have been described, such 

as an increase of interferon-γ (IFN-γ) and interleukin (IL)-2 production. As a consequence, it 

has been also described that IL-2 subsequently activates Natural Killer (NK) cells. 

Nevertheless, direct effects of Lenalidomide on NK cells from healthy volunteers have never 

been described, if searched. Here we show that Lenalidomide can inhibit the production of 

IFN-γ by NK cells from healthy donors. It also modifies the phenotype of NK cells through a 

decrease of the expression of Killer cell Immunoglobulin-like Receptors (KIRs) and NKp46. 

However, we did not detect consequence of these phenotype modifications on the cytotoxic 

potential of NK cells.  

 

 Keywords 
cell surface molecules, cytotoxicity, immunomodulation, Natural Killer cells, Lenalidomide 
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 1. Introduction 

 
 Thalidomide received renewed interest at the beginning of 90’s due to its anti-

inflammatory and anti-angiogenic activities [1, 2]. Nevertheless, because of its deleterious 

side effects, chemical analogs have been developed. One of them, Lenalidomide, with 

increased activities, is used to successfully treat both inflammatory disorders and cancers in 

the past ten years [3]. It has been initially intended as a treatment for Multiple Myeloma 

(MM) [4, 5] but also shows efficacy against Myelodysplastic Syndromes (MDS) with 

interstitial deletion of chromosome 5q [6, 7] and Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL) [8, 

9]. Apart from hematological diseases, lenalidomide has been tested in the treatment of solid 

cancers such as the Metastatic Renal Cell Cancer (MRCC) [10]. In vitro, Lenalidomide 

displays direct anti-tumor effect, inhibition of the microenvironment which supports tumour 

cells and an immunomodulatory role. Lenalidomide belongs to a new class of drugs called 

IMIDs® (immunomodulatory drugs) and is classified as “immunomodulatory agent” and 

“antiangiogenic agent”. Nevertheless, Lenalidomide’s exact mechanism of action on cancer 

cells is not fully understood. It affects the way the immune system works by enhancing or 

decreasing cytokine and growth factor production involved in the modulation of the immune 

system and in the growth and survival of cancer cells. 

In the early 90’s it was shown that Thalidomide, the parent-compound of Lenalidomide, 

inhibits the in vitro production of Tumor Necrosis Factor-a (TNF-α) by human monocytes 

after stimulation by LipoPolySaccharide (LPS) [11]. Then, it has been published that 

Thalidomide is able to costimulate CD8+ T cells from healthy donors in vitro, leading to an 

increased production of IFN-γ and IL-2 [12]. Studying the effect of Thalidomide and two of 

its analogs (including Lenalidomide) towards PBMC from normal donors and MM patients, it 

has been shown that these drugs increase the production of IL-2 by T-cells [13]. In the same 

work, it has been shown that treatment of PBMC from healthy donors with Lenalidomide 

enhances the cytotoxicity of NK cells against cancer cell lines. Finally, these authors have 

established that responder patients treated with Thalidomide have an increased number of 

circulating NK cells. Authors suggest that the direct effect of Thalidomide on T cells results 

in an increase in IFN-γ and IL-2 secretion, which augments NK cell number and function. The 

molecular events leading to the indirect activation of NK cells by IMIDs (including 

Lenalidomide) has been delineated later on [14]. It is noteworthy that nothing has been found 

so far regarding a direct effect of IMIDs, especially of Lenalidomide, on NK cells. 



 103

Nevertheless, this point is of importance as Lenalidomide is used as an anti-cancer agent 

against hematological malignancies in which alterations in NK cells does exist. Therefore, our 

work focuses on the effect of Lenalidomide on NK cells from healthy volunteers to reference 

its immunomodulatory properties. We have sought after immunomodulatory effects of 

Lenalidomide towards proliferation, cytokine production, phenotype and cytotoxicity of NK 

cells. 

 

 2. Materials and methods 

 
2.1. Reagents 

 

 Lenalidomide was obtained from Celgene (Summit, NJ) and dissolved in dimethyl 

sulfoxide (DMSO) at 4 mM. 5,6-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE) was 

from Invitrogen (Carlsbad, CA). PKH67, EDTA and Brefeldin A were obtained from Sigma-

Aldrich (Saint-Louis, MO). Purified recombinant human IL-12 (ImmunoTools, Friesoythe, 

Germany) and IL-18 (Invitrogen) were reconstituted in sterile water at 100 µg/mL (endotoxin 

level is less than 0.1 ng/µg). Recombinant human IL-2 was given by Sanofi-Aventis 

(Toulouse, France). 

 

2.2. Monoclonal antibodies 

 

 Pacific Blue-coupled monoclonal antibody (mAb) against CD3 (UCHT1) was from 

Biolegend (San Diego, CA). Phycoerythrin-cyanine (PC)5-coupled mAb against CD56 

(N901), phycoerythrin (PE)-coupled mAbs against NKp30 (Z25), NKp44 (Z231), CD94 (HP-

3B1), NKG2A (Z199), CD16 (3G8), NKG2D (ON72), ILT2 (HP-F1) and CD158ah (EB6B) 

were from Beckman Coulter (Fullerton, CA). PE-coupled mAbs against NKp46 (9E2), NKB1 

(DX9) and NKAT2 (DX27), and allophycocyanin (APC)-coupled mAb against IFN-γ (B27) 

were from BD Bioscience (San Jose, CA). Appropriate isotypic controls were used. Flow 

cytometry was performed with a BD LSR-II device and results were analyzed with FacsDiva 

6.0. 

 

2.3. Cell lines, cell isolation and culture 
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Fresh blood samples were collected from healthy donors and PBMC were prepared on a 

Ficoll-Paque density gradient (GE Healthcare, Uppsala, Sweden). PBMC were cultured in 

complete RPMI-1640 medium, i.e. supplemented with 10% of heat-inactivated Fetal Calf 

Serum (FCS), 1mM sodium pyruvate and 2 mM L-glutamine (Invitrogen), 100 U/ml 

penicillin and 100 µg/ml streptomycin (Cambrex East Rutherford, NJ). 

Highly pure CD3–CD56+ NK cells (> 90%, as checked by flow cytometry) were negatively 

selected by magnetically NK cell isolation kit II (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

Germany) according to the manufacturer’s instructions.  

Daudi is a Burkitt’s lymphoma cell line (ATCC number CCL-213) which is β2-microglobulin 

deficient. The β2-microglobulin-transfected Daudi (Daudi-β2m) cell line was a kind gift from 

Anne Quillet-Mary [15]. 

 P815, mouse mastocytoma cell line (ATCC number TIB-64) were cultured in DMEM 

(Invitrogen) supplemented with 5% FCS, 100 U/ml penicillin, 100 µg/ml streptomycin and 

2mM L-glutamine. 

 

2.4. Proliferation assay 

 

 5.106 of specified cells were labelled with 1 μM CFSE in 1 mL of PBS for 10 min at 

37°C. FCS is added to stop the reaction, and cells were washed three times. 2.105 CFSE 

labelled-cells had been cultured for 7 or 8 days in 96-well U-bottom plates in the presence of 

300 U/mL of IL-2 and Lenalidomide 5 µM or control DMSO. Then, cells were labelled with 

anti-CD3 and anti-CD56 mAbs. The percentage of proliferative NK cells was measured by 

CFSE dilution by flow cytometry. 

 

2.5. Cytokine production 

 

 2.105 purified NK cells had been cultured in 200 µL of complete medium in 96-well 

U-bottom plates in the presence of indicated cytokines (mix of IL-12 and IL-18) for 24 hr. 

When indicated, Lenalidomide 5 µM was added in the cultured medium from the beginning. 

Brefeldin-A had been added for the last 4 hours at 10 µg/mL final. Then, cells were stained 

with anti-CD3 and anti-CD56 mAbs, washed with PBS, fixed with 50 µL of PBS 2% 

paraformaldehyde for 10 min at room temperature (RT) and permeabilized with PBS-5%FCS-
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0,1% saponin for 30 min at RT. Finally, NK cells had been stained for 30 min in PBS 1% 

saponin with a mAb directed against IFN-γ. 

 

2.6. Trogocytosis 

 

 Purified NK cells were incubated 5 days with Lenalidomide 5 µM or control DMSO. 

Membranes of Daudi and Daudi-β2m cell lines were stained with the lipophilic green-

emitting dye PKH67 according to the manufacturer’s instruction manual. They were then co-

incubated with NK cells in 96-well U-bottom culture plates at an effector / target cell ratio of 

2 / 1. Cells were pelleted by gentle centrifugation (110 g for 2 min) and left in co-incubation 

for either 3 min (control) or 4 hr, then washed with PBS / EDTA 0.5 mM to dissociate 

conjugates. Synaptic transfer was measured as the acquisition of PKH67 fluorescence from 

the PKH67+-labeled target cells by NK cells. Results were expressed as the ratio of the Mean 

of Fluorescence Intensity (MFI) acquired by effector cells between 4 hr and 3 min of 

incubation [16]. 

 

2.7. NK cell cytotoxicity 

 

 Purified NK cells were incubated 5 days with Lenalidomide 5 µM or control DMSO. 

Target cells (Daudi or Daudi-β2m) had been labelled with 100 μCi 51Cr-sodium bichromate 

(Perkin Elmer, Waltham, MA) for 45 min, cells were then washed 3 times. NK cell 

cytotoxicity against either Daudi or Daudi-β2m cell line was evaluated with a standard 4 hr 
51Cr-release assay at the indicated effector / target cell ratios. Radioactivity of supernatants 

was measured with MicroBeta TriLux (Perkin Elmer). The percentage of specific lysis was 

calculated as follows: [(51Cr release) – (spontaneous release)] / [(maximum release) – 

(spontaneous release)] x 100. 

For the redirected lysis assays, 2.106 P815 cells were labelled in 100 µl with 100 µCi of 51Cr 

for 1 hr. Then, 0.5x106 P815 cells were incubated in 250 µl of PBS containing 5 µg/ml of 

anti-NKp46 mAb (clone 195314) or 5 µg/ml of IgG2b isotype control (R&D systems, 

Minneapolis, MN) for 30 min at room temperature and washed once with PBS. Finally, NK 

cells and target cells were coincubated for a standard 4 hr 51Cr release assay at the indicated 

ratios. 
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2.8. Statistical analysis and Mean Fluorescence Intensity conversion 

 

 Significant differences were assessed by paired Student’s t-test (for normal 

distributions) or Wilcoxon’s signed rank test (for other distributions) with a = 0.05 with the 

SigmaStat software (Systat Software Inc., Chicago, IL). * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001. 

Some flow cytometry results are expressed as Molecules of Equivalent Soluble Fluorochrome 

(MESF) units as described in the QuantumTM R-PE and PE-Cy5 MESF kits (Bangs 

Laboratories, Fishers, IN). These kits allow for the direct quantification of the fluorescence 

intensity of a sample in terms of number of MESF. 

 

 3. Results 
 

3.1. Lenalidomide does not enhance the proliferation of NK cells but can inhibit their 

production of IFN-γ 

 

 IL-2–activated PBMC from healthy donors were cultured for 7 days in the presence of 

Lenalidomide or with DMSO as a control. Among PBMC, NK cells were gated due to their 

CD3– CD56+ phenotype and their proliferation was assessed by the analysis of the dilution of 

CFSE by flow cytometry. A proliferative NK cell was considered if it had divided at least 

once [17]. The presence of DMSO did not modify the proliferation of NK cells (fig. 1A). Data 

from 9 healthy donors were compiled and showed that Lenalidomide between 0.1 and 5 µM 

had no effect on the proliferation of NK cells (fig. 1B). 

Then, we tested the effect of Lenalidomide on the production of IFN-γ by purified NK cells. 

IFN-γ is classically induced by triggering NK cells with a mix of IL-12 and IL-18 [18]. 

Production of IFN-γ by NK cells was evaluated by flow cytometry after an intracellular 

staining of the cytokine (fig. 1C). The rate of IFN-γ producing NK cells was measured, and 

the MFI was considered to quantify IFN-γ in these cells. When added at 5 µM, Lenalidomide 

did not modify the percentage of IFN-γ producing NK cells but significantly inhibited the 

quantity of IFN-γ accumulated in IFN-γ producing NK cells (fig. 1C). 

 

3.2. Lenalidomide modifies the expression of inhibitory and activating NK receptors 
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 We compared the level of expression of inhibitory and activating NK receptors using 

the MESF unit to have a reliable time-to-time quantification among donors. Regarding the 

KIR family, the NKAT2 antigen encompasses two inhibitory receptors (KIR2DL2, 

KIR2DL3) and their paired activating receptor (KIR2DS2). The NKB1 antigen corresponds to 

the inhibitory KIR3DL1 receptor, and CD158ah antigen accounts for the inhibitory KIR2DL1 

and its activating KIR2DS1 paired receptor. To assess the global expression of KIRs by NK 

cells from Lenalidomide-treated PBMC, we used a mix of the three monoclonal antibodies 

against NKAT2, NKB1 and CD158ah. Fig. 2A shows a significant decrease of the expression 

of these KIRs by NK cells when PBMC were treated during 5 days by 5 µM of Lenalidomide. 

To depict the respective part of each antigen in this decrease, we also assayed the expression 

of each KIR separately. We observed a significant decrease of the expression of NKAT2 (fig. 

2B), NKB1 (fig. 2C) and, to a less extent, of CD158ah (fig. 2D). On the contrary, 

Lenalidomide had effect neither on the expression of the lectin-like inhibitory heterodimer 

CD94-NKG2A (fig. 2E and 2F) nor on the expression of ILT2 (CD85j, LIR1). 

Concerning the cytotoxic receptors, we analyzed the expression of the major NK receptor 

families: the lectin-like type II transmembrane homodimer NKG2D, the FcγRIII receptor 

CD16 and Natural Cytotoxicity Receptors (NCR; NKp30, NKp44, NKp46). Among them, 

only NKp46 was significantly under-expressed, although slightly, on NK cells after treatment 

by 5 µM of Lenalidomide (fig. 2, from panel G to panel L). Finally, we examined the 

expression of CD56 and found that it is significantly over-expressed by NK cells from 

Lenalidomide-treated PBMC (fig. 2M). 

In order to eliminate the hypothesis of a by-stander effect mediated by some particular sub-

population of PBMC, we confirmed the direct effect of Lenalidomide on the phenotype of 

purified NK cells. We show that Lenalidomide exerted a direct effect on the expression of 

CD56 by NK cells (fig. 2N). We followed up the evolution of the expression of KIRs (with a 

mix of monoclonal antibodies against NKAT2, NKB1 and CD158ah) from day 0 to day 5 

using the MESF unit. For three healthy donors, incubation of purified NK cells with 5 µM of 

Lenalidomide led to the decrease of the expression of KIRs from day 2 (fig. 3A). We then 

depicted the direct effect of Lenalidomide on NK cells regarding the expression of NKAT2, 

NKB1 and CD158ah. We showed that NKAT2 and NKB1, but not CD158ah, were 

significantly under-expressed (fig. 3B). Finally, we assessed the dose-effect of Lenalidomide 

(between 0.1 and 10 µM) on the expression of KIRs and showed that it displays a statistically 

significant effect at 5 µM (fig. 3C). 
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3.3. Inhibition of the expression of KIRs on NK cells is not sufficient to potentiate their 

cytotoxic function 

 

 In order to exert their cytotoxic activity, NK cells need to interact tightly with their 

putative target cells. During this period of contact, the effector cell interacts with the surface 

of its partner and takes thereof membrane patches (this phenomenon is known as 

trogocytosis) [16]. It has been shown that the balance between the triggering of activating and 

inhibitory receptors of NK cells determines both trogocytosis and killing of target cells [19]. 

To evaluate the consequences of the decrease of KIR expression induced by Lenalidomide, 

we compared trogocytosis and lysis by Lenalidomide-treated and untreated NK cells against 

the Burkitt’s lymphoma Daudi cell line and the Daudi-β2m cell line. Daudi cells don’t express 

MHC-class I molecules, the ligands of KIRs, whereas Daudi-β2m cells do [15]. Membrane of 

the target cells was labeled with a fluorescent lipophilic dye. Trogocytosis was measured by 

flow cytometry. Fig. 4A shows the ratio between MFI of NK cells after 1 hr and 3 min 

(control) of contact. As awaited, purified NK cells performed higher trogocytosis with Daudi 

cell line than with Daudi-β2m cell line, due to the expression of ligands of MHC-class I 

molecules by the latter. Pre-incubation of purified NK cells with 5µM of Lenalidomide during 

5 days prior to trogocytosis experiments did not modify trogocytosis of target cells expressing 

MHC-class I molecules (fig. 4A). 

Standard assays of specific lysis based on 51Cr-release by target cells (Daudi and Daudi-β2m) 

were performed with NK cells purified from 4 donors (fig. 4B). As awaited, the specific lysis 

of Daudi cell line was higher than that of Daudi-β2m and the treatment of NK cells by 5 µM 

of Lenalidomide did not modify the specific lysis of the Daudi cell line. Unfortunately, it did 

not modify either the specific lysis of Daudi-β2m cell line. 

 

3.4. Inhibition of the expression of NKp46 on NK cells is not sufficient to impair their 

cytolytic function 

 

First, we checked the direct effect of Lenalidomide on the expression of NKp46 on purified 

NK cells (fig. 5A). Then, we evaluated the effect of the lower expression of NKp46 induced 

by Lenalidomide on the specific lysis of P815 mastocytoma mouse cell line in a standard 

assay redirected by a mAbs against NKp46. The measurement was based on the release of 
51Cr. Fig. 5B shows that the weaker expression of NKp46 by NK cells after treatment with 5 
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µM of Lenalidomide was not sufficient to impair their cytotoxicity triggered through this 

particular NCR.  

 

4. Discussion 
 

 In this study we searched for a direct effect of Lenalidomide on NK cells from normal 

donors. At first, we show that Lenalidomide, in a range of 0.1-5 µM, has no direct effect on 

the proliferation of NK cells. Therefore, our results strengthen the hypothesis that 

Lenalidomide stimulates NK cell proliferation via the increased production of IL-2 by T cells 

[13], on which Lenalidomide acts as a costimulatory signal [12]. Regarding the production of 

IFN-γ, we show that Lenalidomide is able to significantly impair the production of IFN-γ by 

purified NK cells. Thus, from this point of view, Lenalidomide has opposite properties on T 

cells [20] and on NK cells (our work) from healthy donors. 

In a second part, we analyzed the effect of Lenalidomide on the phenotype of NK cells. On 

the one hand, we observed a significant down-regulation of the expression of KIRs. This was 

observed on NK cells cultured with all PBMC and on purified NK cells, indicating a direct 

effect of the drug. The KIR family mainly encompasses cytotoxicity inhibitory receptor, but 

also activating receptors, whose ligands are MHC-class I molecules. Using the Daudi-β2m 

cell line, which is positive for the expression of MHC-class I molecules, we did not detect an 

increase on the specific lysis of this target by Lenalidomide-treated NK cells. This 

disappointing result can be due to an insufficient decrease of the expression of KIRs. A 

haplotype mismatch between the NK cells we have purified and the target cell line may be 

also invoked. 

On the other hand, we have shown that Lenalidomide mitigates the expression of the NCR 

NKp46. Nevertheless, the significant decrease of the expression of this cytotoxicty activating 

receptor is probably not sufficient to induce a decrease of the cytotoxic potential of 

Lenalidomide-treated NK cells, as investigated in a redirected lysis assay. 

Finally, we have evidenced that Lenalidomide instigates an over-expression of CD56 on NK 

cells in absence of additional IL-2. Previously, it was shown that in PBMC treated by 

Lenalidomide, NK cells undergo an increase of the expression of CD56 [21]. This preliminary 

observation could rely on the indirect effect of Lenalidomide via the increased production of 

IL-2 by T cells. Here we show that it is also a direct effect of Lenalidomide. Surprisingly, the 

increase of CD56 should afford a NK cell population with an augmented production of 
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cytokines, particularly of IFN-γ [22]. This can be due to two distinct effects of Lenalidomide 

on human NK cells. 

Lenalidomide is an anti-cancer drug developed recently whose mechanism of action is 

multifactorial. Undoubtedly, it involves immunomodulation of effector immune cells, 

comprising NK cells. This latter population plays a key role in fighting against almost all 

hematologic malignancies. Thus, the effects - direct or indirect - of anti-cancer drugs such as 

Lenalidomide towards NK cells need to be delineated and our results contribute thereto. 
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 Figure legends 
 

Fig. 1. Lenalidomide does not enhance the proliferation of NK cells but can inhibit their 

production of IFN-γ. (A) Effect of 5 µM Lenalidomide on the IL2-induced proliferation of 

NK cells among PBMC measured by CFSE dilution (first histogram: IL-2 alone, second 

histogram: DMSO control, third histogram: 5 µM Lenalidomide), one representative 

experiment among 9. (B) Compilation of results of IL2-induced proliferation of NK cells 

among PBMC treated by Lenalidomide (black bars) or not (white bars). Percentages represent 

the proportion of NK cells that have divided at least once. Error bars show SD of 9 

independent experiments. (C) Dot plots of purified NK cells triggered by 1 ng/ml of rhIL-12 

and 10 ng/ml of rhIL-18. The vertical bar separates the IFN-γ producing NK cells from the 

non-producing ones. First series of histograms shows the evolution of the percentages of IFN-

γ producing NK cells (after stimulation with 1 ng/ml of rhIL-12 and 10 or 100 ng/ml of rhIL-

18) treated by 5 µM Lenalidomide (black bars) or control DMSO (white bars). Second series 

of histograms shows MFI of intracellular staining of IFN-γ in IFN-γ producing NK cells (after 

stimulation with 1 ng/ml of rhIL-12 and 10 or 100 ng/ml of rhIL-18) treated by 5 µM 

Lenalidomide (black bars) or control DMSO (white bars). 

 

Fig. 2. Lenalidomide modifies the expression of inhibitory and activating NK receptors. 

PBMCs were treated with 5 µM of Lenalidomide (filled squares) or control DMSO (open 

squares). (A–N) The expression of the different inhibitory and activating receptors, as well as 

CD56, on NK cells was examined by flow cytometry by gating the NK cell population. MFI 

are expressed in MESF units. (A) KIRs are detected by NKAT2 + NKB1 + CD158ah mAbs. 

(B) NKAT2 mAb recognizes KIR2DL2, KIR2DL3 and KIR2DS2. (C) NKB1 mAb 

recognizes KIR3DL1. (D) CD158ah recognizes KIR2DL1 and KIR2DS1. (N) shows the 

direct effect of lenalidomide on the expression of CD56 by purified NK cells.  

 

Fig. 3. Lenalidomide directly downregulates KIR expression on purified NK cells. (A) 

Monitoring of the KIR expression (NKAT2 + NKB1 + CD158ah mAbs) on purified NK cells 

of 3 donors from day 0 to day 5. (B) NK cells were treated by 5 µM of Lenalidomide (filled 

squares) or control DMSO (open squares). The expression of KIRs was detected with the mix 

of NKAT2 (KIR2DL2, KIR2DL3 and KIR2DS2), NKB1 (KIR3DL1) and CD158ah mAbs 

(KIR2DL1 and KIR2DS1), or with each mAb separately. MFI from the positive NK cell 
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populations are expressed in MESF units. (C) Lenalidomide dose-dependent expression of 

KIRs by purified NK cells. Results are shown for 3 donors. The statistical significance is 

calculated with a paired t-test between DMSO control and each Lenalidomide concentration.  

 

Fig. 4. Inhibition of the expression of KIRs on NK cells is not sufficient to potentiate their 

cytotoxic function. (A) Trogocytosis (MFI PKH67 1h / MFI PKH67 3 min) of PKH67 labeled 

Daudi or Daudi-β2m cells by purified NK cells from four donors treated by 5 µM 

Lenalidomide (filled bars) or control DMSO (white bars). (B) Specific lysis of Daudi (solid 

lines) or Daudi-β2m cells (dashed lines) by purified NK cells from 4 donors treated by 5µM 

Lenalidomide (black squares) or control DMSO (white squares) measured by 51Cr-release 

assay.  

 

Fig. 5. Inhibition of the expression of NKp46 on NK cells is not sufficient to impair their 

cytolytic function. (A) Analysis by flow cytometry of NKp46 expression of purified NK cells 

from 8 donors treated by 5 µM Lenalidomide (black squares) or control DMSO (white 

squares). (B) Redirected lysis of P815 mouse cell line by purified NK cells from 8 donors 

treated by 5 µM Lenalidomide (black squares) or control DMSO (white squares) via an anti-

NKp46 mAb (solid lines). Control using an isotype-matched mAb is shown with dashed lines. 

Error bars show SD of 8 independent experiments.  
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FIGURE 2. 
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FIGURE 3. 
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FIGURE 4. 
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 Conclusion et discussion 
 
 L’utilisation du lenalidomide a permis d’obtenir des résultats cliniques probants, 

notamment pour le traitement du myélome multiple (Dimopoulos et al., 2008) et des 

syndromes myélodysplasiques possédant la del(5q) (List, 2009). Cependant les mécanismes 

d’action rendant compte de cette efficacité clinique sont à l’heure actuelle encore peu connus. 

Son action anti-tumorale directe apparaît limitée en regard de ses nombreux effets sur 

l’environnement tumoral. En effet, le lenalidomide possède diverses propriétés 

immunomodulatrices et a également, la capacité de perturber, à plusieurs niveaux, les 

interactions entre les cellules tumorales et les cellules stromales (Quach et al., 2010). Une des 

principales propriétés immunomodulatrices du lenalidomide est son action costimulatrice des 

lymphocytes T. Cette costimulation favorise la production d’IFN-γ et d’IL-2 et augmenterait 

ainsi la cytotoxicité des cellules NK (Davies et al., 2001). Jusqu’à présent aucun effet direct 

du lenalidomide ou des IMiD® en général, n’a été montré sur les cellules NK.  

 

 Nos travaux mettent en évidence une action directe du lenalidomide sur les cellules 

NK de donneurs sains. En effet, nous avons montré que le lenalidomide diminuait 

l’expression des KIR. Néanmoins, ce phénotype n’a pas d’impact sur la lyse spécifique de la 

lignée daudi-β2m. Nous ne pouvons cependant pas exclure qu’une incompatibilité, entre les 

KIR exprimés par les cellules NK et les molécules du CMH-I exprimées par la lignée daudi-

β2m, puisse influencer le résultat obtenu. Afin de tester cette hypothèse, il est possible de 

mener un test de lyse très restrictif entre une cible exprimant un seul type de molécule du 

CMH-I et des cellules NK d’un donneur exprimant le KIR inhibiteur correspondant. 

L’expression des KIR dans la population caucasienne peut être divisée en deux haplotypes 

nommés A et B. L’haplotype A contient 7 loci : 2DL1, 2DL3, 2DL4, 3DL1, 3DL2, 3DL3 et 

2DS4. La plus grande différence entre les haplotypes A et B est le nombre de gènes codant les 

récepteurs activateurs. En effet, l’haplotype A ne contient qu’un unique gène codant une 

molécule activatrice, 2DS4. En revanche, l’haplotype B se caractérise par l’expression 

supplémentaire de combinaisons variées de molécules activatrices 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4 

et 3DS1 (Figure 33).  
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Figure 33  Les KIR : haplotypes les plus fréquents de la population caucasienne. Adapté de 

(Parham, 2005). 

Les gènes conservés entre les haplotypes A et B sont représentés en marron. Les gènes qui 

peuvent être présents dans les haplotypes A et B sont représentés en jaune et les gènes qui 

sont spécifiques aux haplotypes B sont représentés en bleu. 

Sur la ligne des KIR3DL1 et KIR3DS1, le « L » indique la présence du KIR3DL1 et le « S » 

le KIR3DS1. Sur la ligne des KIR2DL2 et KIR2DL3, le « 2 » indique la présence de 

KIR2DL2 et le « 3 » celle de KIR2DL3. Ces KIR sont regroupés sur la même ligne car leur 

présence est exclusive. 

Le « ? » indique l’incertitude quand à la présence du gène dans l’haplotype.   

 

Pour le test de lyse restrictif, il serait ainsi possible de choisir un donneur exprimant un 

haplotype particulier en limitant la présence de KIR activateurs. Un donneur homozygote 

pour l’haplotype A et qui exprimerait le KIR3DL1 à la place du KIR3DS1 est une 

combinaison idéale (figure 34). 
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Figure 34  Test de lyse restrictif avec une association unique KIR inhibiteur/CMH-I   

(1) La cible (exemple : cellule 721.221) n’exprime pas de CMH-I capables d’être reconnus 

par les KIR des cellules NK (ici KIR3DL1 sans expression du KIR3DS1, génotype A. (2) La 

cible est transfectée par un seul type de molécule du CMH-I (ici HLA-Bw4) capable de 

fournir un signal inhibiteur aux cellules NK. (3) La pré-incubation des cellules NK avec du 

lenalidomide diminue l’expression des KIR diminuant ainsi les signaux inhibiteurs reçus et 

permettant éventuellement d’augmenter la lyse  

 

 Nos résultats montrent également que le lenalidomide augmente directement 

l’expression du CD56 sur les cellules NK en absence d’IL-2 additionnel. Les cellules NK 

CD56bright constituent la sous-population des cellules NK capable de produire des quantités 

élevées de cytokines comme l’IFN-γ (Cooper et al., 2001). Cependant, nos résultats mettent 

en évidence que le lenalidomide diminue l’expression de l’IFN-γ par les cellules NK 

stimulées par la combinaison IL-12 et IL-18. Ainsi, malgré l’augmentation de l’expression du 

CD56, nous ne sommes peut-être pas en présence d’une véritable population de cellules NK 

CD56bright puisque la production d’IFN-γ est diminuée. Un autre élément important est que 
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nos données suggèrent un rôle opposé du lenalidomide sur les cellules NK et les cellules T 

concernant la production d’IFN-γ. En effet, sur cette dernière population, le lenalidomide 

augmente l’expression d’IFN-γ après stimulation par un anti-CD3 (Davies et al., 2001). 

 

 Dans un contexte pathologique, les études publiées par le groupe de Gribben montrent 

que les lymphocytes T de patients atteints de LLC, de lymphome folliculaire ou de LAM 

forment des synapses immunologiques défectueuses avec les cellules tumorales autologues. 

Seul le traitement des deux protagonistes (effecteur et cible) par le lenalidomide permet de 

rétablir une synapse immunologique fonctionnelle, avec notamment la polarisation de 

l’actine, pour la LLC et le lymphome folliculaire (Le Dieu et al., 2009; Ramsay et al., 2009; 

Ramsay et al., 2008). Dans le cadre des LAM, ces études n’ont pas évalué la capacité des 

cellules NK à effectuer une synapse lytique avec les cellules tumorales. Cependant, comme le 

lenalidomide semble également agir sur la cible pour favoriser la formation de la synapse 

lytique, il serait intéressant de déterminer les effets du lenalidomide sur l’expression des 

ligands des récepteurs NK par les cellules tumorales. Chez les patients atteints de LLC, 

l’utilisation du lenalidomide est associée à une flambée tumorale et un syndrome de lyse 

tumoral qui résulteraient d’une réponse immunitaire anti-tumorale induite par cet agent. Aue 

et collaborateurs montrent que lorsque des patients atteints de LLC sont traités par le 

lenalidomide, la flambée tumorale est associée à l’induction de l’expression de molécules de 

costimulation par les cellules de LLC ainsi qu’à l’activation des lymphocytes T (Aue et al., 

2009). Le rôle que pourrait avoir les cellules NK dans l’apparition de ce syndrome n’a là 

encore pas été évalué. 

 

 Ces données mettent donc en avant la complexité d’action du lenalidomide sur une 

même population cellulaire mais également sur des populations immunitaires différentes. Des 

études complémentaires sont toutefois nécessaires pour déterminer avec précision les 

mécanismes d’actions du lenalidomide sur les cellules immunitaires dans un contexte 

pathologique. 
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2) Caractérisation phénotypique des effecteurs lymphoïdes 

cytotoxiques de patients atteints de leucémies aiguës myéloïdes en 
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 Introduction 

 Acute myeloid leukemia (AML) is characterized by an accumulation of neoplastic 

myeloid precursors in the bone marrow and the blood. The neoplastic transformation is 

thought to arise at the hematopoietic stem cell level or at the committed myeloid progenitors 

level.1 AML is the most common acute leukemia affecting adults and its incidence increases 

with age. Most AML patients who receive intensive chemotherapy achieve first complete 

remission (1st CR) but the frequency of relapse is high and the overall 5-year leukemia-free 

survival rate is only 25% and even lower in patients over 60 years old. Patients are stratified 

in prognosis groups in regard with their cytogenetics and genes mutational status with 

different probabilities of achieving and maintaining 1st CR. This stratification is still 

evolving.2 

The pivotal role of cytotoxic effector cells of the innate immune system (natural killer (NK) 

cells and γδ T cells) in the control and the clearance of most haematological malignancies 

have been highlighted thanks to clinical and experimental data in the recent years.3 In AML, 

the potent role of NK cells is clearly evidenced in allogeneic hematopoietic stem cells  

transplantation (HSCT) in a context of killer cell immunoglobulin-like receptor (KIR) 

mismatch.4,5 Nevertheless, studying the reconstitution of NK cells in patients after allogeneic 

HSCT with KIR mismatch, it has been discovered that the reconstituted NK cell population 

displays abnormal phenotype (imbalanced toward an immature phenotype) and cytotoxicity, 

impairing the graft versus-leukemia effect.6 Apart from HSCT, very few is known about the 

role of autologous NK cells in AML patients.7 Phenotypic alterations of NK cells have been 

described in AML patients at diagnosis with recovery of NK cell phenotype and cytolytic 

function after 1st CR.8 This study focused on natural cytotoxicity receptors (NCR) and shows 

that leukemia cells are responsible for the down-regulation of NCR. As phenotypic and 

functional alterations of NK cells may explain the escape of the malignant cells from the 

innate immune system and therefore relapse after 1st CR, the contribution of autologous NK 

cells in the control of AML awaits to be clarified. In this study, for the first time, we delineate 

the phenotype of NK cells from patients in 1st CR and we afford data regarding the 

persistence of an abnormal phenotype. 
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 Design and Methods 

 
Informed consent of the patients 

 

Fresh and thawed samples from AML patients have been obtained after informed consent and 

stored at the HIMIP (Haematcollection. According to the French law, HIMIP collection has 

been declared to the Ministry of Higher Education and Research (DC 2008-307 collection 1) 

and has obtained a transfer agreement (AC 2008-129) after approbation by the “Comité de 

Protection des Personnes Sud-Ouest et Outremer II” (ethical committee). Clinical and 

biological annotations of the samples have been declared to the CNIL (Comité National 

Informatique et Libertés, ie Data processing and Liberties National Committee). 

 

Study design 

 

Patients included in the study were assessed for and considered in 1st CR about one month 

after the induction chemotherapy if the following features were completed: bone marrow 

blasts < 5%; absence of blasts with Auer rods; absence of extramedullary disease; absolute 

neutrophil count >1 G/L (G=109 cells); platelet count >100 G/L; independence of red cell 

transfusions. Fresh blood samples were collected from these patients and peripheral blood 

mononuclear cells (PBMC) were subsequently prepared on a Ficoll-Paque density gradient 

(GE Healthcare, Uppsala, Sweden). PBMC from healthy donors (HD) were isolated with 

similar procedure. 

For the follow up of patients in 1st CR, blood samples were collected one to four month after 

1st CR, before the first and second consolidation chemotherapies (to avoid a possible direct 

effect of chemotherapeutic drugs on PBMC). 
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Clinical and haematological characteristics of the patients 

 

 

 

Monoclonal antibodies and flow cytometry 

 

Pacific Blue-coupled monoclonal antibody (mAb) against CD3 (clone UCHT1) was from 

Biolegend (San Diego, CA). Phycoerythrin-cyanine(PC)5-coupled mAb against CD56 

(N901), phycoerythrin(PE)-coupled mAbs against NKp30 (Z25), NKp44 (Z231), NKG2A 

(Z199), CD16 (3G8), NKG2D (ON72), ILT2 (HP-F1) and CD158ah (EB6B), fluorescein 

isothiocyanate(FITC)-coupled mAbs against TCR Vγ9 (IMMU 360) and CD4 (13B8.2), 

Phycoerythrin-cyanine(PC)7-coupled mAb against CD8 (SFCI21Thy2D3) were from 

Beckman Coulter (Fullerton, CA). PE-coupled mAbs against NKp46 (9E2), NKB1 (DX9) and 

NKAT2 (DX27) were from BD Bioscience (San Jose, CA). Appropriate isotype controls were 

used. Flow cytometry was performed with a BD LSR-II device, NK cells were gated among 

PBMC as CD3-CD56+ cells. Results were analyzed with FacsDiva 6.0 or FlowJo 7.6 

(Treestar). 
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 Statistical analysis 

 

Significant differences were assessed by paired Student’s t-test (for normal distributions) 

or Wilcoxon’s signed rank test (for other distributions) with a = 0.05. Correlative studies for 

coordinated expression of receptors were assessed by the Spearman Rank Order Correlation, a 

nonparametric association, with a = 0.05. Correlative studies between clinical characteristics 

and biological characteristics were assessed by one way analysis of variance (ANOVA), a = 

0.05 and subsequent multiple comparison pairwise were performed only when one way 

ANOVA p value is significant. For this the Holm-Sidak method was used, a = 0.05. 

Statistical analysis were performed with the SigmaStat software (Systat Software Inc., 

Chicago, IL). * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001. 

 

 Results and Discussion 

 
 PBMC obtained from HD (n = 51) and 1st CR patients (n = 34) were counted. The 

medians of the counts (6.5 G/L for HD, 1.6 G/L for patients) were statistically different 

(Figure 1A, first panel). Monocyte, B lymphocyte, CD4+ T lymphocyte, CD8+ T 

lymphocyte and Vγ9+ T lymphocyte sub-populations were then counted. For each of them, 

the medians of the counts were also statistically different between AML patients and HD 

(Figure 1A). 

 The absolute number of NK cells was also assessed. Median values of 0.66 and 

0.075x106 NK cells/L were found for HD (n = 51) and 1st CR patients (n = 32) respectively. 

These counts were statistically different (Figure 1B). Based upon the expression of CD56, 

two sub-populations of NK cells are distinguished.9 Therefore, we counted separately 

CD56dim and CD56bright NK cells, and the percentages of each sub-population were calculated 

(Figure 1B). All counts were statistically lower in 1st CR patients when compared to HD. 

Interestingly, the CD56bright NK cells represented 26.9% in patients, which was significantly 

higher than in HD (5.7%). Thus, at this stage, it seemed that AML patients in 1st CR were 

characterized by a high level of CD56bright immature NK cells.9,10  

 To further characterize this over-represented CD56bright NK cell sub-population in 1st 

CR patients, we established the pattern of expression of activating and inhibitory NK 

Receptors (NKR)11 and compared it to the one of HD. NKR that had been tested included: 
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NKG2D (a lectin-like type II transmembrane activating homodimer), CD16 (a FcγRIII 

receptor responsible for Antigen Dependent Cell Cytotoxicity), Natural Cytotoxicity 

Receptors (NCR; NKp30, NKp44 and NKp46), NKG2A (a lectin-like receptor associated 

with CD94 to form an inhibitory heterodimer), ILT2 (an inhibitory receptor also known as 

CD85j) and Killer Immunoglobulin-like Receptors (KIR). Regarding the latter family, we 

used a mix of three different monoclonal antibodies directed against NKAT2, NKB1 and 

CD158ah antigens. The NKAT2 antigen encompasses two inhibitory receptors (KIR2DL2, 

KIR2DL3) and their paired activating receptor (KIR2DS2). The NKB1 antigen corresponds to 

the inhibitory KIR3DL1 receptor, and CD158ah antigen accounts for the inhibitory KIR2DL1 

and its activating KIR2DS1 paired receptor. The expression of these NKR was assessed by 

flow cytometry. For NKG2D, NKp30, NKp44 and NKp46 receptors, the histograms obtained 

in the flow cytometry study did not evidenced negative and positive populations (see 

Supplementary Figures). Thus, the level of expression of these receptors was expressed with 

the Mean of Fluorescence Intensity (MFI) (Figure 2A). On the contrary, for CD16, KIR, 

NKG2A and ILT2 stainings, a positive population could be distinguished and the rates of NK 

cells positive for each of these receptors could be obtained (Figure 2A). No significant 

difference was observed between HD and 1st CR patient groups for the expression of ILT2, 

NKp30 and NKp44. We found that NKG2D, NKp46 and NKG2A were over-expressed on 

NK cells of patients, whereas CD16 and KIR were under-expressed. 

 Finally, we searched for correlations between the levels of expression of different 

NKR. Classically, CD56bright NK cells express CD16 at a lower level than CD56dim NK cells, 

and CD56bright/CD16dim/- NK cells are known as “immature” circulating NK cells. Figure 2B 

reports the rate of CD56bright versus the rate of CD16+ NK cells for HD and 1st CR patients.  

As awaited, higher rates of CD56bright NK cells in patients correlated with lower rates of 

CD16+ NK cells. This correlation indicates that 1st CR patients have a higher percentage of 

normal immature NK cells among PBMC. To confirm this normal immature phenotype, we 

checked in Figure 2B that CD56bright NK cells expressed high levels of NKG2A and that the 

percentage of NKG2A+ NK cells was inversely proportional to the percentage of KIR+ NK 

cells. Overall, our results show that in AML patients at 1st CR the proportion of immature NK 

cells is abnormally high. This can indicate that the NK cell population is under reconstitution 

after the intensive induction chemotherapy. Such an immature phenotype has also been 

observed after HSCT during the reconstitution of NK cells from engrafted progenitors.12,13 

 As the persistence of a large proportion of immature NK cells might be deleterious for 

patients regarding the dreaded relapse of the disease, we initiated the follow-up of the 
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evolution of NK cell populations in four 1st CR patients during the first four months after CR 

was effective. We monitored the level of expression of CD56 (and assessed the rate of 

CD56bright NK cells), NKG2A and KIR. These preliminary data indicate that the immature NK 

cell population in patients was still more important than in HD, and did not have a tendency to 

decrease four months after 1st CR. This observation is consistent with the one of Dulphy et al. 

who shows that the immature NK cell subset is pre-eminent up to one year after HSCT.13 The 

follow-up is going on to assess the persistence of NK cell immaturity and finally the 

correlation with relapse.  

 To end, we sought after correlation between the cytogenetic and molecular prognostic 

groups and expression of the NKR. The only significant difference was obtained regarding the 

percentage of CD16+ NK cells (analyzed for 22 patients) which was lower in the 

intermediate-II group when compared to the favorable group. 

 In conclusion, our results strengthen the data accumulated over recent years indicating 

a qualitative and quantitative defectiveness of NK cells in AML patients in 1st CR (with 

HSCT treatment or not) and highlight the need for immunological intervention aimed at 

activating the reconstitution of this population of anti-leukemia effectors and triggering at its 

best its cytolytic potential. 
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 Figure Legends 
 

Figure 1. Pre-eminence of CD56bright NK cells among PBMC of AML patients in 1st CR. (A) 

Comparative analysis of absolute numbers (G/L; G=109 cells/L) of the main immune 

populations between healthy donors (HD) and AML patients at 1st CR (patient). Each donor is 

represented by a white circle and the median of the population is represented by a horizontal 

black bar. (B) Comparative analysis of absolute numbers and rates of CD56dim and CD56bright 

NK cells between HD and patients. On the overall chart on the right, the height of histograms 

represents the median of absolute number of NK cells, the white portion of histograms 

represents the rate of CD56dim NK cells whereas the grey portion represents the rate of 

CD56bright NK cells. 

 

Figure 2. Pattern of expression of inhibitory and activating receptors on NK cells of AML 

patients. (A) Comparative analysis of the expression (as MFI or as % of positive cells) of 

activating and inhibitory receptors on NK cells between healthy donors (HD) and AML 

patients at 1st CR (patient). Each donor is represented by a white circle and the median of the 

population is represented by a horizontal black bar. (B) Graphical representation of paired 

expression (as % of positive cells) of CD56bright vs CD16+; CD56bright vs NKG2A+; CD56bright 

vs KIR+ and KIR+ vs NKG2A+. Each patient is represented by a white circle. n = number of 

patients, ρ  = Spearman coefficient of correlation, p = p-value of the Spearman’s test. 

 

Figure 3. Follow-up of the immature phenotype of NK cells for four AML patients (a, b, c 

and d) in 1st CR. (A) Evolution of the percentage CD56bright NK cells and the absolute number 

(G/L) of NK cells along the first four months in 1st CR. (B) Evolution of the percentage of 

NKG2A+ (B) and KIR+ (C) NK cells along the first four months in 1st CR. For (B) and (C), 

the grey histograms show the isotype control, the dark line show NKG2A (B) and KIR (C) 

stainings. 
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 Supplementary data : 
 

 
 
Supplementary data 1. NCR expression on NK cells from HD and AML patients in 1st CR. 

Grey histograms show the isotype control, dark lines show NKp30, NKp44 or NKp46 

staining. The MFI of the overall population is indicated. 

 



 137

 
 

Supplementary data 2. NKG2D expression on NK cells from HD and AML patients in 1st 

CR. 

Grey histograms show the isotype control, dark lines show NKG2D staining. The MFI of the 

overall population is indicated. 
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 Figure complémentaire : 

 

 
 

Figure complémentaire 1. Profil d’expression des récepteurs NK à la surface des LT CD8+ 

(A) et des LT Vγ9Vδ2 (B) 

Chaque cercle blanc représente un donneur ou un patient et la médiane de chaque population 

est indiquée par une barre horizontale. MFI = Mean Fluorescence Intensity. DS = donneurs 

sains 
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 Nous avons également évalué l’expression des « récepteurs NK » par les lymphocytes 

T CD8+ et les lymphocytes T Vγ9Vδ2. Nous avons ainsi pu mettre en évidence que les LT 

CD8+ et les LT Vγ9Vδ2 (Figure complémentaire 1), comme les cellules NK (Figure 2), sur-

expriment le récepteur activateur NKG2D. Comme cela a été expliqué précédemment, une 

sécrétion massive d’IL-15 est observée après une forte lymphodéplétion (Miller et al., 2005) 

et est responsable de la surexpression de NKG2D (Boyiadzis et al., 2008). Dans notre étude, 

nous n’avons pas dosé la concentration d’IL-15 dans le sérum de ces patients mais il possible 

que celle-ci soit également élevée et puisse être responsable de la surexpression de NKG2D 

par les trois effecteurs lymphoïdes cytotoxiques. 

Mis à part la diminution d’expression d’ILT2 par les LT CD8+ des patients, nous n’avons pas 

observé de différences significatives dans l’expression des autres récepteurs NK par les LT 

CD8+ ou les LT Vγ9Vδ2. L’expression de ces récepteurs NK sur les lymphocytes T est 

souvent associée à des cellules activées ou mémoires. Il ne nous a cependant pas été possible 

de faire le rapprochement entre l’expression de ces récepteurs et les statuts d’activation 

(CD69 et CD25) ou de maturation (CD27/CD45RA) des lymphocytes T car nos données 

concernant ces statuts ne sont pas suffisamment nombreuses pour émettre des conclusions. 

 

 Sur le plan fonctionnel plusieurs points n’ont pas été abordés dans cette etude :  

- la détection d’une activité cytotoxique des lymphocytes T CD8+ ainsi que la production 

d’IFN-γ face aux cellules leucémiques autologues seraient les premiers éléments permettant 

de mettre en évidence la présence de lymphocytes T spécifiques de la tumeur, actuellement 

peu caractérisés.  

- les lymphocytes T Vγ9Vδ2 n’ont été que très peu étudiés dans la LAM et il serait également 

intéressant d’évaluer leur capacité à lyser les cibles tumorales autologues ainsi que leur 

capacité à être activés par des phosphoantigènes de synthèse comme le BrHPP puis à 

proliférer en présence d’IL-2. 
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 Conclusion et discussion 
  

 Dans cette étude, nous avons cherché à caractériser les effecteurs lymphoïdes 

cytotoxiques de patients atteints de LAM en première rémission complète (RC) après la 

chimiothérapie d’induction (1ère RC). 

 

 Afin d’avoir une efficacité maximale et d’éliminer le maximum de cellules tumorales, 

la chimiothérapie d’induction est intensive et conduit à l’aplasie comme la chimiothérapie 

précédant une greffe allogénique de cellules souches hématopoïétiques. Nos résultats mettent 

en évidence que les cellules NK de ces patients ont un phénotype « immature » avec une forte 

proportion de cellules NK CD56bright (26,9%), NKG2A+ (78%) et au contraire une faible 

proportion de cellules NK KIR+ (39%). Ces taux d’expression que nous obtenons 1 mois après 

la chimiothérapie d’induction correspondent environ à ceux qui peuvent être obtenus à 6 mois 

post-transplantation (CD56bright (30%), NKG2A+ (70-80%) et KIR+ (30-50%)). 

En effet, lors de la reconstitution du système immunitaire après une transplantation 

allogénique de cellules souches hématopoïétiques, précédée d’une chimiothérapie 

myéloablative, une disproportion entre les populations NK CD56dim et CD56bright (population 

immature (Romagnani et al., 2007)) est observée. En effet, à trois mois post-transplantation le 

pourcentage de cellules NK CD56bright est d’environ 40 à 50 % (Dulphy et al., 2008; Shilling 

et al., 2003) et d’environ 30% à 6 mois (Cooley et al., 2005; Shilling et al., 2003) alors que 

chez un donneur sain le pourcentage moyen est d’environ 10% (Cooper et al., 2001). Ces 

deux sous-populations de cellules NK expriment divers marqueurs (Cooper et al., 2001) à 

l’inverse les uns des autres et ainsi les taux d’expression respectifs de ces divers marqueurs 

sur la population globale est intimement lié à la disproportion entre les populations CD56bright  

et CD56dim. Par exemple, le pourcentage de cellules NK exprimant le récepteur inhibiteur 

CD94/NKG2A est nettement plus élevé, environ 80% à trois mois après transplantation, 

(Nguyen et al., 2005; Shilling et al., 2003) que celui du donneur et encore d’environ 70% à un 

an post-transplantation (Shilling et al., 2003; Triplett et al., 2009). De façon inverse, le 

pourcentage de cellules NK exprimant les KIR reste plus faible que celui du donneur même à 

100 jours post-transplantation (Cooley et al., 2005) (environ 30% contre 50% chez le 

donneur). Dans cette étude, Cooley et collaborateurs mettent aussi en évidence que la 

présence de lymphocytes T dans la greffe affecte le processus du développement des cellules 

NK et l’expression des KIR. Les cellules T pourraient directement rentrer en compétition pour 
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des cytokines telles que l’IL-7 ou l’IL-15 qui jouent un rôle essentiel dans l’homéostasie des 

cellules NK (Huntington et al., 2009) et des lymphocytes T (Jameson, 2002). 
De plus, suite à une transplantation hématopoïétique, les cellules NK contrairement aux 

lymphocytes T se reconstituent plus rapidement et le nombre absolu de cellules NK, à un 

mois post-transplantation, est nettement supérieur à celui des lymphocytes T (Storek et al., 

2008). Or, dans notre étude, à 1 mois après la chimiothérapie d’induction, malgré un nombre 

de globules blancs nettement inférieur à celui des donneurs sains, le nombre de cellules NK 

n’est pas supérieur à celui des lymphocytes T (Figure complémentaire 2).  

 

 
 

Figure complémentaire 2. La reconstitution du système immunitaire, à 1 mois post-

chimiothérapie d’induction, n’est pas terminée mais est plus avancée qu’après une 

transplantation. 

LT CD4+ et CD8+ = Lymphocytes T CD4+ et CD8+, LT g9+ = lymphocytes T Vγ9Vδ2, LB 

= lymphocytes B. 

 

Ces données mettent d’une part en évidence que les cellules NK des patients LAM en 1ère RC 

ont un phénotype immature et d’autre part que ce phénotype est lié à la reconstitution 

immunitaire. En effet, l’expression coordonnée des marqueurs NKG2A, KIR et CD56 nous 

indique que les cellules NK ont un phénotype immature « normal ». Nous pouvons également 
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noter que la reconstitution immunitaire à un mois après la chimiothérapie d’induction bien 

qu’elle ne soit pas terminée est cependant plus rapide que celle observée après une 

transplantation allogénique. 

Pour les quatre patients suivis au cours de leur traitement, les pourcentages de cellules NK 

CD56bright (16 à 65%)  et NKG2A+ (51 à 92%) restent majoritairement très au-dessus des 

valeurs normales (5,7% pour CD56bright et 55% pour NKG2A). Concernant l’expression des 

KIR, bien que le pourcentage des cellules NK exprimant les KIR semble augmenter 

légèrement, les données fluctuent entre ces quatre patients et il est difficile de dégager une 

tendance. Ainsi, malgré une reconstitution qui semble rapide, l’immaturité des cellules NK 

apparaît maintenue au cours du traitement. Toutefois, après le traitement d’induction, les 

patients subissent à intervalles réguliers des chimiothérapies de consolidation. Elles sont 

nécessaires pour continuer à éliminer les cellules tumorales résiduelles mais elles contribuent 

également au ralentissement de la reconstitution immunitaire et pourraient expliquer en partie 

les phénotypes que nous avons observés. En effet, le traitement chimiothérapeutique peut 

détériorer de nombreux éléments essentiels à la bonne reconstitution et maturation des 

cellules NK comme i) les cellules du stroma médullaire (Roth et al., 2000), ii) les cellules 

dendritiques (Walzer et al., 2005) et iii) les lymphocytes T (Cooley et al., 2005). 

 

 Nous avons ensuite cherché à déterminer si des corrélations pouvaient être dégagées 

entre les différentes caractéristiques cliniques et les données phénotypiques. Une seule 

corrélation a pu être mise en évidence : elle relie le pourcentage de cellules NK exprimant le 

CD16 avec le pronostic cytogénétique et moléculaire. Ainsi, plus le pourcentage de cellules 

NK exprimant le CD16 est élevé, à ce stade de la 1ère RC, plus le pronostic déterminé au 

diagnostic était favorable avec une différence statistique entre les groupes favorables et 

intermédiaire-II. Nous n’avons cependant pas évalué si cette corrélation pouvait rendre 

compte d’une activité cytolytique différente (via le CD16) entre les groupes pronostics.  

Le recul de temps sur les patients étudiés nous a permis d’avoir une durée médiane de la 

rémission complète de 13 mois (3 à 24 mois) et 19% des patients (7 sur 37) ont eu une 

rechute. Nous n’avons toutefois pas observé de corrélation entre les phénotypes des effecteurs 

immunitaires étudiés et le taux de rechute des patients. Il est cependant tout à fait 

envisageable que le nombre de patient et surtout le recul de temps n’aient pas été suffisants 

pour observer ces corrélations. Ce point est toutefois crucial car il pourrait permettre de 

préciser le rôle des effecteurs immunitaires dans la prévention de la rechute. En effet, jusqu’à 

présent, seul le nombre absolu de lymphocytes sans distinction des populations et de leurs 
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fonctionnalités possède un rôle prédictif d’une meilleure survie sans rechute (Behl et al., 

2006; De Angulo et al., 2008). 

 

 Plusieurs questions concernant les propriétés fonctionnelles des cellules NK sont  

également en suspens dans cette étude. Après une transplantation allogénique chez des 

patients atteints de LAM, l’activité cytolytique des cellules NK est altérée que se soit contre 

une cible conventionnelle telle K562 (une lignée de leucémie myéloïde chronique, CMH-I 

négative) (Pittari et al., 2009) ou contre des blastes congelés au diagnostic du patient (Nguyen 

et al., 2005). Nguyen et collaborateurs ont pu montrer que cette baisse d’activité était en partie 

due à la surexpression du récepteur inhibiteur CD94/NKG2A. Dans notre étude, les propriétés 

fonctionnelles des cellules NK vis à vis des blastes autologues congelés au diagnostic des 

patients n’ont pas pu être évaluées par un manque d’accès à ces cellules. Un point important 

aurait été de vérifier l’expression d’HLA-E sur ces blastes et d’effectuer un test de lyse avec 

des cellules NK purifiées en présence d’un anticorps masquant NKG2A afin de déterminer si 

une amélioration de la lyse des blastes pouvait être obtenue. De plus, la caractérisation des 

cytokines et des molécules lytiques exprimées par les cellules NK face à des cellules 

tumorales autologues aurait également permis de mieux caractériser les interactions entre les 

effecteurs immunitaires et leur cible tumorale à ce stade de la maladie. 

Les tests de lyse contre les blastes leucémiques du diagnostic permettraient d’avoir une 

première indication sur la capacité des effecteurs lymphoïdes cytotoxiques à éliminer les 

cellules de LAM. Néanmoins, dans notre étude, les interactions que pourraient avoir les 

effecteurs immunitaires avec les cellules cancéreuses sont à priori restreintes car la 

chimiothérapie a détruit un grand nombre de blastes. De plus, ces cellules résistantes ont des 

caractéristiques différentes des blastes présents au diagnostic et/ou résident dans un 

microenvironnement médullaire protecteur (Ishikawa et al., 2007). Ces cellules conduisent 

souvent à la réapparition de la maladie (c’est la rechute). En terme clinique, cette maladie 

résiduelle (MRD) est l’une des principales causes des échecs thérapeutiques dans la LAM 

(Liu Yin, 2002). Techniquement, l’isolement de ces cellules est difficile à mettre en œuvre du 

fait de leur faible nombre et de l’absence d’un phénotype consensuel permettant de les trier, 

mais leur utilisation reflèteraient plus justement la réalité dans le cadre notre étude. 
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SYNTHÈSE ET PERSPECTIVES 
 
 Le lenalidomide est une drogue anti-cancéreuse ciblant de nombreux éléments de 

l’environnement tumoral (Breitkreutz et al., 2008; Dredge et al., 2005). En tant que membre 

de la famille des IMiD®, il possède des propriétés immunomodulatrices en co-stimulant les 

lymphocytes T à produire de l’IFN-γ et de l’IL-2 et ainsi active indirectement les cellules NK 

(Davies et al., 2001). Nous avons cherché à affiner la description de ses propriétés 

immunomodulatrices et nous avons ainsi pu montrer qu’il avait une action directe sur les 

cellules NK de donneurs sains. Son action est cependant complexe, car contrairement à ce qui 

avait été démontré sur lymphocytes T, il diminue la production d’IFN-γ par les cellules NK. 

De plus, la modulation de l’expression de récepteurs activateurs et inhibiteurs que nous avons 

mis en évidence n’a pas d’influence sur les propriétés cytotoxiques des cellules NK dans notre 

modèle. Le lenalidomide possède donc de multiples propriétés qui ciblent principalement 

l’environnement tumoral dont font partie les cellules immunitaires. 

Seuls quelques cas d’utilisation du lenalidomide chez des patients atteints de LAM ont été 

publiés (Hussein and Tefferi, 2009; Penarrubia et al., 2009) et ses propriétés n’ont pas encore 

été décrite dans cette pathologie. Pourtant, l’environnement tumoral des LAM joue lui aussi 

un rôle très important dans le devenir de la maladie. 

En effet, un des problèmes majeurs actuellement rencontré dans le traitement des LAM est le 

taux de rechute important (50 à 70%) malgré la rémission complète atteinte après la 

chimiothérapie d’induction. Plusieurs études ont pu mettre en évidence que le nombre absolu 

de lymphocytes, après la chimiothérapie d’induction, était corrélé à une meilleure survie sans 

rechute. L’objectif de notre travail était donc de caractériser les effecteurs lymphoïdes 

cytotoxiques des patients LAM en rémission complète après la chimiothérapie d’induction. 

Nous avons pu mettre en évidence que les cellules NK de ces patients ont un phénotype 

immature qui, de plus, semble perdurer dans le temps. Dans notre étude, nous n’avons pas pu 

évaluer l’impact de ce phénotype sur les capacités cytotoxiques des cellules NK mais d’après 

la littérature il est envisageable de supposer qu’elles ne soient pas en mesure d’exercer 

pleinement leurs fonctions anti-tumorales. Ainsi, Nguyen et collaborateurs montrent que la 

surexpression de CD94/NKG2A des cellules NK inhibe la lyse des blastes des patients LAM 

(Nguyen et al., 2005) . De plus, Dulphy et collaborateurs montrent, chez des patients atteints 

de cancers hématologiques, que la surexpression de ce récepteur inhibiteur sur les cellules NK 

après une transplantation abolit les signaux activateurs reçus via NKp46 et NKG2D lors 
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d’expériences de lyse redirigée (Dulphy et al., 2008). La poursuite du suivi longitudinal des 

patients étudiés permettrait de déterminer le rôle que pourrait avoir les cellules NK dans la 

prévention de la rechute. En effet, dans notre étude les patients suivis n’ont pas subit de 

rechute. 

 

 La rechute est due à la persistance des cellules leucémiques résistantes à la thérapie. 

Ces cellules correspondraient en partie aux cellules « initiatrices de la leucémie » capables de 

régénérer l’hématopoïèse leucémique. Elles sont localisées dans la moelle osseuse, 

notamment dans la niche endostéale (Ishikawa et al., 2007), où les éléments de 

l’environnement régulent étroitement leurs fonctions de survie, de prolifération, de 

différenciation. Le microenvironnement médullaire est à la fois un support physique de 

l'hématopoïèse mais aussi un élément indispensable à sa régulation (Yin and Li, 2006). Les 

cellules « initiatrices de la leucémie » sont protégées par leur relative quiescence mais 

également par les interactions qu’elles développent avec le stroma médullaire. Ainsi, des 

stratégies thérapeutiques ont été développées et visent soit à conduire les cellules « initiatrices 

de la leucémie » à entrer dans le cycle cellulaire (Saito et al., 2010) soit à perturber les 

liaisons matrice/intégrine (Matsunaga et al., 2003) ou encore à induire la différenciation des 

cellules leucémiques (Jin et al., 2006). Saito et collaborateurs ont utilisé du G-CSF pour 

induire l’entrée dans le cycle et sensibiliser les cellules  « initiatrices de la leucémie » à 

l’action de la chimiothérapie (Saito et al., 2010). Matsunaga et collaborateurs ont utilisé un 

peptide dérivé de la fibronectine (le FNIII14) pour inhiber les interactions entre la 

fibronectine et l’intégrine α4β1 (VLA-4) et ainsi empêcher la résistance à la chimiothérapie 

des cellules de LAM. (Matsunaga et al., 2008). Jin et collaborateurs montrent que l’utilisation 

d’un anticorps anti-CD44 inhibe la migration des cellules « initiatrices de la leucémie » vers 

la moelle osseuse ou la rate, empêchant ainsi le développement d’une LAM chez la souris 

NOD/SCID. De plus, le prétraitement de ces cellules avec l’anti-CD44 avant de les greffer 

directement dans la moelle, les pousse vers un état plus mature qui ne leur permet plus 

d’établir une véritable leucémie chez la souris (Jin et al., 2006). L’AMD3100 et l’AMD3465 

sont des antagonistes compétitifs de SDF-1α, le ligand de CXCR4, ils permettent d’induire la 

mobilisation des cellules de LAM et des progéniteurs dans la circulation de la même manière 

que le G-CSF et ainsi d’augmenter l’action de la chimiothérapie in vivo chez la souris (Nervi 

et al., 2009; Zeng et al., 2008). Comme décrit ci-dessus, les stratégies thérapeutiques capables 

de perturber les interactions entre les cellules de LAM et leur microenvironnement ont 

récemment fait l’objet d’importantes études. Ainsi, la caractérisation du rôle du lenalidomide 
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sur la modulation des interactions adhésives entre les cellules de LAM et leur 

microenvironnement pourrait constituer une perspective de recherche à ces travaux.  

 

 La période de temps après la chimiothérapie d’induction lorsque les patients atteints de 

LAM sont en rémission complète constitue un moment critique dans l’évolution de la 

maladie. En effet, le système immunitaire est en cours de reconstitution et n’est probablement 

pas en mesure de jouer correctement son rôle anti-tumoral. De plus, les agents de 

chimiothérapie ont pu perturber le fonctionnement des niches hématopoïétiques en induisant 

des dommages aux cellules stromales supportant l’hématopoïèse. Ceci peut favoriser 

l’élimination des cellules leucémiques résiduelles qui auraient perdu leur environnement 

protecteur mais peut également désorganiser la reprise d’une hématopoïèse normale. Ainsi, 

cette fenêtre de temps apparaît essentielle pour la mise en place de thérapies complémentaires 

à la chimiothérapie visant i) une reconstitution rapide des effecteurs immunitaires, ii) la 

potentialisation des fonctions effectrices des cellules immunitaires cytotoxiques iii) les 

interactions entre les cellules de la maladie résiduelle et les cellules stromales.   
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TITLE: 
Immunomodulatory role of Lenalidomide on human Natural Killer cells. 
Study of cytotoxic lymphoid effectors on acute myeloid leukemia patients in 1st complete 
remission. 
 
 
ABSTRACT:  
 
 Most Acute Myeloide Leukemia (AML) patients achieve complete remission after 
induction chemotherapy (1st CR). Nevertheless, persistence of resistant tumor cells to 
treatments and immune response is associated with high risk of relapse. Our works highlight a 
pre-eminence and persistence of immature CD56 bright NK cells in patients at 1st CR. Thus, 
every agent or protocol dedicated to improve reconstitution or to potentiate cytotoxic 
functions of NK cells would be beneficial. 
 Thus, we have chosen to evaluate the role of Lenalidomide upon NK cells of healthy 
donors. Our works show, for the first time, a direct but complexe effect on NK cells. Indeed, 
Lenalidomide upregulates the CD56 expression but decreases IFN-γ production, two opposite 
effects with respect to the classical description of CD56bright NK cell population. The 
upregulation of CD56 do not augur a beneficial effect on NK cells of AML patients in 1st CR. 
Moreover, the modulation of expression of various lytic receptors has no impact on NK cell 
cytotoxic functions. However, the decrease of IFN-γ expression could be beneficial as it 
upregulates MHC-I expression on AML leukemic cells and inhibit NK cell cytotoxic activity. 
 The wide range of Lenalidomide actions on tumoral microenvironment is a strong 
support to pursue the study of its effects on AML. 
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RESUME : 

  

 La plupart des patients atteints de leucémies aiguës myéloïdes (LAM) sont en 

rémission complète après la chimiothérapie d’induction (1
ère

 RC). Or, la persistance de 

cellules cancéreuses résistantes aux traitements et à la réponse immunitaire engendre de 

nombreuses rechutes. Nos travaux montrent la prééminence et la persistance de cellules NK 

CD56
bright 

immatures chez ces patients en 1
ère

 RC. Ainsi, tout agent ou tout protocole 

favorisant la reconstitution ou potentialisant les fonctions cytotoxiques des cellules NK 

pourrait être bénéfique.  

 Nous avons ainsi choisi d’évaluer le rôle du Lenalidomide sur les cellules NK de 

donneurs sains. Nos travaux montrent, pour la 1
ère

 fois, un effet direct mais cependant 

complexe sur les cellules NK. En effet, le Lenalidomide augmente l’expression du CD56 mais 

diminue la production d’IFN-deux effets qui s’opposent au regard de la description 

classique des cellules NK CD56
bright

. L’augmentation du CD56 ne présagerait pas d’un effet 

bénéfique sur les cellules NK des patients LAM en 1
ère

 RC. De plus, la modulation de 

l’expression de divers récepteurs de lyse n’a pas d’impact sur les fonctions cytotoxiques de 

ces effecteurs. Cependant, la diminution de l’expression de l’IFN-pourrait être bénéfique car 

ce dernier favorise l’expression des molécules du CMH-I par les cellules leucémiques de 

LAM et inhibant ainsi l’activité cytotoxique des cellules NK. 

 Les nombreuses actions du Lenalidomide sur le microenvironnement tumoral 

encouragent à poursuivre l’étude de ces effets dans les LAM.  
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