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transplantation) 

BCMA : B-cell maturation antigen 

BiTE : anticorps bispécifique (bispecific T-cells engager) 

CAR-T cells : chimeric antigen receptor T-cells 

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité 

CMN : cellules mononucléées 

CRAB : calcium, renal failure, anemia, bone lesions 

CTLA-4 : cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4  

Del17p : délétion 17p 

DN : double négatif 

DP : double positif 

DFG : débit de filtration glomérulaire 

DS : donneurs sains 

EMD : extramedullary disease 

EMRA : effector Memory CD45RA+ 

Eomes : eomesodermin 

Ig : immunoglobulines 

IL : interleukine 

IM : innate memory 

IMWG : international myeloma working group 

iNKT : invariant natural killer lymphocyte T 

ISS : international Staging System 

KIR : killer cell immunoglobulin-like receptor 

LDH : lactate déshydrogénase 

LMC : leucémie myéloïde chronique 

LT : lymphocytes T 
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NGS : séquençage haut debit (next generation sequencing) 

NK : natural killer  

OS : overall survival 
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PD-L1 : programmed-death-ligand-1 

PFS : survie sans progression (progression free survival) 
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TIM-3 : T-cell immunoglobulin and mucin domain 3 

VEGF : vascular endothelial growth factor 
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INTRODUCTION 
 

1. Gammapathie monoclonale et myélome multiple 
 

1.1 Définition 
 
Les gammapathies monoclonales regroupent plusieurs entités caractérisées par la prolifération 

clonale de plasmocytes tumoraux au niveau médullaire. Pour rappel, les plasmocytes sont des 

lymphocytes B matures présents essentiellement dans les tissus, en particulier dans la moelle 

osseuse, et dont la fonction principale est la production d’anticorps en réponse à des antigènes 

du non-soi. 

En cas de gammapathies monoclonales, les plasmocytes transformés sont responsables de la 

sécrétion massive d’immunoglobulines (Ig) monoclonales. Dans la majorité des cas, cette Ig 

est dite complète, c’est-à-dire composée de 4 chaines polypeptidiques : 2 chaines lourdes 

d’isotype IgG, IgA ou IgD et 2 chaines légères (Kappa ou Lambda) (Figure 1). L’Ig peut 

également être composée uniquement de chaines légères (15 à 20% des cas) ou être non 

identifiée dans 3% des situations (on parle alors de myélome non sécrétant) (1). 

 

 
Figure 1. Représentation d'une Ig complète 

 

Au sein des gammapathies monoclonales, il existe un continuum évolutif qui s’étend d’un 

stade précancéreux, appelé MGUS (monoclonal gammopathy of undetermined signifiance) 

jusqu’au stade de cancer actif ou myélome multiple (MM) (Figure 2) (2).  

En cas de MGUS, les plasmocytes transformés sont caractérisés par l’acquisition de mutations 

somatiques, en particulier des hyperdiploïdies et des translocations impliquant le gène IgH 

codant pour les chaines lourdes des Ig (2).  

Le diagnostic de MGUS repose sur la présence d’Ig monoclonale < 30g/L, d’une 

plasmocytose médullaire < 10% et par l’absence de complication (3).  

Chaines lourdes 

Chaines légères
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L’évolution vers le stade de myélome indolent ou sMM (smoldering multiple myeloma) 

résulte d’une instabilité génomique affectant des oncogènes (TP53, MYC, KRAS) et d’un 

remodelage du microenvironnement (4). Selon l’IMWG (International Myeloma Working 

Group), les sMM sont définis par un taux de plasmocytes médullaires ³ 10% et < 60% et/ou 

par la présence d’un pic monoclonal ≥ 30g/L au niveau sanguin ou ≥ 0,5g/24h au niveau 

urinaire et par l’absence de critère de traitement. Au sein des sMM, on définit un sous-groupe 

dit « sMM de haut risque évolutif » caractérisé par un ratio de chaines légères sériques > 8 et 

< 100 ou une plasmocytose médullaire > 50% et < 60% ou une immunoparésie majeure. 

Enfin, le MM symptomatique est caractérisé par une plasmocytose médullaire ³ 10% et par la 

présence d’au moins un critère de traitement (3).  

 

 
Figure 2. Évolution des gammapathies monoclonales 

 

1.2 Épidémiologie  
 
Au sein de la population générale, la MGUS est une pathologie fréquente qui touche 

préférentiellement les hommes et les sujets de plus de 50 ans avec une prévalence augmentant 

régulièrement avec l’âge. En effet, dans une étude menée sur 21 463 donneurs volontaires aux 

États-Unis, la prévalence des MGUS est de 3,2% chez les plus de 50 ans et de 5,3% chez les 

plus de 70 ans (5). On estime que le risque d’évolution vers le MM est d’environ 1% par an 

en cas de MGUS ce qui signifie que la majorité des patients suivis pour MGUS n’évolueront 

jamais vers le stade cancer (6).  
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A contrario, le MM est un cancer rare qui ne représente que 1% de l’ensemble des cancers et 

10% des hémopathies malignes. Le MM représente la deuxième hémopathie la plus fréquente 

derrière les lymphomes B malins non hodgkiniens (7). En Europe, l’incidence du MM est 

d’environ 6 nouveaux cas pour 100 000 habitants par an avec un âge médian au diagnostic de 

66 ans et un sexe ratio Homme/Femme de 1,43 (1). L’isotype le plus fréquent est le MM IgG 

Kappa qui représente 34% des MM (1). 

 

1.3 Facteurs pronostiques 
 
Différents paramètres sont connus pour influencer péjorativement le pronostic des patients 

suivis pour un MM :  

§ Présence de localisation extra-médullaire ou EMD (Extramedullary disease) 

§ Présence de plasmoblastes (plasmocytes immatures avec une importante capacité de 

prolifération)  

§ Plasmocytes tumoraux présentant des anomalies cytogénétiques de mauvais 

pronostic comme une translocation entre les chromosomes 4 et 14 ou t(4 ;14) et/ou une 

délétion 17p (del17p) (8).  

Afin d’identifier précocement les MM de mauvais pronostic des scores prédictifs ont été 

développés : il s’agit des score ISS (International Staging System) et R-ISS (Revised 

International Staging System).  

Le score ISS prend en compte les dosages de la b2-microglubuline et de l’albumine et permet 

de classer les MM en 3 catégories : pronostic standard (ISS à 1), intermédiaire (ISS à 2) et 

défavorable (ISS à 3) (9). Ce score a été révisé en 2015 par l’équipe du Pr Palumbo qui a 

ajouté au score ISS, le dosage des LDH (lactate déshydrogénase) et les paramètres 

cytogénétiques (10). Dans cette étude menée sur 4445 MM au diagnostic, un score R-ISS à 3 

est associé à une survie globale (OS : overall survival) de 40% et une survie sans progression 

(PFS : Progression free survival) de 24% à 5 ans. En comparaison, en cas de score R-ISS à 1, 

l’OS et la PFS à 5 ans sont respectivement de 82% et de 55%.  

Ces deux scores sont détaillés en annexe.  

 
1.4 Indication de traitement  

 
L’infiltration médullaire et la sécrétion massive d’Ig sont responsables de manifestations 

clinico-biologiques qui imposent de débuter rapidement un traitement et qui sont regroupées 

sous le nom de critères CRAB.  

Il s’agit de l’hypercalcémie (calcémie > 2,75mmol/L ou > limite haute des valeurs de 

référence + 0,25mmol/L), de l’insuffisance rénale (DFG < 40mL/min), de l’anémie 
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(hémoglobine < 10g/dL ou < limite basse des valeurs de référence - 2g/dL) et de la présence 

de lésions osseuses ostéolytiques (³ 1 lésion ostéolytique de plus de 5mm) (3). D’autres 

manifestations cliniques plus rares peuvent également nécessiter un traitement, comme la 

présence d’un syndrome d’hyperviscosité ou d’une neuropathie liée à l’Ig monoclonale. 

En 2014, l’IMWG a élargi les indications de traitement en définissant les « nouveaux critères 

CRAB » ou marqueurs de malignité : plasmocytose médullaire ³ 60%, ratio des chaines 

légères sériques ³ 100 et présence de plus d’une lésion osseuse focale en IRM (11) (12) (13).  

 

1.5 Evaluation de la réponse au traitement 
 
L’IMWG a défini des critères permettant d’évaluer la profondeur de la réponse au traitement, 

facteur prédictif majeur de la PFS (14).  

La rémission complète (RC) est définie par la disparition du composant monoclonal au niveau 

sanguin et urinaire (immunofixation négative) et un taux de plasmocytes médullaires inférieur 

à 5%. Cette RC est dite stringente (ou sRC) lorsque le ratio des chaines légères sériques est 

normalisé et lorsque l’immunophénotypage médullaire est négatif.  

Afin de documenter d’avantage la profondeur de la RC, il est nécessaire d’évaluer ce que l’on 

appelle la maladie résiduelle minimale ou MRD. La MRD peut être évaluée par cytométrie en 

flux ou par séquençage haut débit (ou NGS : next generation sequencing). En cytométrie en 

flux, la MRD est dite négative lorsqu’on ne détecte plus le phénotype clonal (seuil de 

sensibilité de 10-4 à 10-6). En NGS, on parle de MRD négative en l’absence d’ADN clonal sur 

le prélèvement médullaire (sensibilité de 10-6).  

Dans le MM, l’obtention d’une MRD 10-6 négative est une priorité, car elle est associée à une 

amélioration significative de la PFS. (15) 

On définit également la très bonne réponse partielle (VGPR) en cas de diminution de plus de 

90% du composant monoclonal et la réponse partielle (RP) en cas de diminution de 50 à 90%. 

Enfin, la progression correspond à une élévation de l’Ig monoclonale de plus de 25%. Dans 

les autres situations, on parlera de maladie stable. 

 
1.6 Traitement : principes généraux et place de l’immunothérapie 

 
Actuellement, les recommandations n’autorisent que le traitement des MM symptomatiques, 

c’est-à-dire associés à au moins un critère CRAB anciens ou nouveaux. En dehors d’essais 

cliniques, l’abstention thérapeutique est la règle concernant les autres gammapathies 

monoclonales (MGUS et sMM).  

Le traitement du MM repose sur une association de thérapies comprenant dans la majorité des 

cas un inhibiteur du protéasome (Bortezomib, Carfilzomib, et Ixazomib), un 
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immunomodulateur (Thalidomide, Lenalidomide et Pomalidomide) et des corticostéroïdes 

(Dexamethasone) (16) (17). Chez les sujets jeunes, c’est-à-dire de moins de 70-75 ans, une 

autogreffe de cellules souches hématopoïétiques (ou ASCT) est associée à ces traitements dès 

la 1ère ligne (18). Le développement de ces thérapies plus ciblées permet d’une part de 

s’affranchir progressivement de la chimiothérapie conventionnelle et de ses complications ; et 

d’autre part d’améliorer les taux et la profondeur de la réponse au traitement.  

 

Dans l’arsenal thérapeutique, l’immunothérapie occupe depuis quelques années une place de 

choix. En effet, le système immunitaire est capable de détecter et d’éliminer des cellules en 

transformation selon 3 étapes regroupées sous le terme de théorie des 3E : élimination, 

équilibre et échappement (19).  

A la phase d’élimination, l’inoculum tumoral est complètement ou partiellement éliminé par 

les cellules du système immunitaire. Puis dans un second temps, le reliquat de cet inoculum 

tumoral est maintenu dans un état de quiescence ; on parle alors de phase d’équilibre. Enfin, 

sous la pression du système immunitaire, les cellules de l’inoculum tumoral vont devenir 

résistantes et vont échapper au contrôle du système immunitaire (phase d’échappement).  

Le système immunitaire participe donc largement à la lutte anti-tumorale et de ce fait les 

immunothérapies sont des armes puissantes en oncohématologie. 

Pour preuve, les anticorps monoclonaux anti-CD38 (Daratumumab et Isatuximab) sont 

actuellement largement utilisés : en première ligne, uniquement dans le cadre d’essais 

cliniques et ont l’autorisation d’utilisation en pratique courante en cas de MM réfractaire ou 

en rechute (ou RRMM : Relapsed and Refractory Multiple Myeloma). Leur efficacité résulte 

d’une expression majeure de CD38 par les plasmocytes tumoraux. Dans une étude de phase 3 

menée par Palumbo et son équipe sur 498 RRMM, l’association Daratumumab, Bortezomib 

et Dexamethasone est associée à un taux de réponse global de 82,9% dont 19,2% RC et une 

PFS à 12 mois de 60,7% (20). L’Isatuximab, un anticorps ciblant un épitope différent de 

CD38, a également fait l’objet d’une étude de phase 3 internationale menée sur 307 RRMM 

(ICARIA-MM). Les premiers résultats de l’association Isatuximab, Pomalidomide et 

Dexamethasone, rapportés en février 2019 montrent une médiane de PFS de 11,5 mois et un 

taux de réponse global de 60,4% dont 31,8% ³ VGPR (21).  

D’autres immunothérapies plus sophistiquées telles que les CAR-T cells (Chimeric Antigen 

Receptor T-cells) émergent également dans le traitement des RRMM. Pour rappel, les CAR T 

cells sont des lymphocytes T autologues génétiquement modifiés et amplifiés pour exprimer 

un récepteur T chimérique capable de cibler un antigène tumoral. Dans le cadre du MM, 

l’antigène tumoral ciblé est BCMA (B-cell Maturation Antigen) qui est exprimé à la fois par 
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les plasmocytes tumoraux et normaux. Les essais CAR T cells anti-BCMA conduits sur des 

RRMM multi-traités (médiane de 7 lignes de traitements antérieurs) donnent des résultats 

encourageants avec un taux de réponse global de 95% dont 45% de RC et une médiane de 

PFS de 11,8 mois (22).  

Des essais précoces sont également en cours sur l’utilisation d’anticorps bi-spécifiques ou 

BiTE (bispecific T-cells engager) ciblant les antigènes BCMA, exprimés par le plasmocyte 

tumoral et CD3, exprimés par les LT. Les premiers résultats, publiés en mai 2019 et menés 

sur 10 RRMM objectivent un taux de réponse global de 70% et 50% de sRC (23).  

L’efficacité des immunothérapies dans le MM vient du fait qu’il existe en cas de MM une 

immunosubversion majeure (24).   

 

2. Immunologie et myélome multiple 
 

2.1 Rappel d’immunologie générale 
 
Le système immunitaire est composé de deux grandes entités : l’immunité innée et l’immunité 

adaptative qui participent conjointement à la défense contre les antigènes étrangers. 

L’immunité innée constitue la première ligne de défense de l’organisme contre le non-soi ; 

elle est rapide (quelques heures) mais relativement peu spécifique. Les acteurs de l’immunité 

innée sont principalement les barrières épithéliales, les cellules Natural Killer (NK) et les 

cellules phagocytaires (macrophages et polynucléaires neutrophiles).  

L’immunité adaptative intervient plus tardivement (quelques jours) mais constitue une 

réponse immunitaire plus spécifique, plus ample et donc plus efficace contre les pathogènes. 

Elle est médiée par les lymphocytes T (ou LT) responsables de la réponse cellulaire et par les 

lymphocytes B impliqués dans la réponse dite humorale.  

Les lymphocytes B, en particulier les plasmocytes, sont responsables de la production 

d’anticorps en réponse à une infection par un pathogène.  

Les LT sont composés des LT CD4+ ou auxiliaires et des LT CD8+ ou cytotoxiques. Les LT 

CD4+, lorsqu’ils sont activés, permettent le recrutement d’autres effecteurs immunitaires. Ils 

peuvent ainsi induire 3 types de réponse immunitaire : réponse de type Th1 (ou cytotoxique) 

via l’activation des LT cytotoxiques et des cellules phagocytaires, Th2 (ou allergique) et Th3 

(ou régulatrice). 

Les LT CD8+ sont quant à eux impliqués dans la lyse des cellules infectées ou anormales via 

la libération d’enzymes cytolytiques comme la perforine et les protéines de la famille des 

granzymes.  
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L’activation des LT CD4+ ou CD8+ nécessite 3 signaux distincts qui constituent la synapse 

immunologique (Figure 3) :  

§ Un signal médié par la liaison entre le récepteur du LT (ou TCR : T-cell receptor) et 

l’antigène du non soi. Ce dernier est présenté aux LT par des cellules présentatrices 

d’antigène, telles que les cellules dendritiques, par l’intermédiaire de protéines de surface 

appartenant au complexe majeur d’histocompatibilité (ou CMH). Les molécules du CMH 

de type 1 permettent la présentation d’antigène au LT CD8+ tandis que celles du CMH de 

type 2 sont en lien avec les LT CD4+.  

§ Un signal médié par la liaison entre CD28, exprimé par les LT, et les molécules de 

costimulation CD80/CD86, exprimées à la surface des cellules présentatrices d’antigène.  

§ Un signal médié par les cytokines pro-inflammatoires : Interleukine (IL)-12 et IFNg qui 

favorisent une réponse de type Th1 ; et IL-4 qui oriente vers une réponse Th2. 

 

 
Figure 3. Schéma de la synapse immunologique, 

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité ; TCR : T Cell receptor ; IL : interleukine, IFNg : Interferon-g  
 
 
L’activation des LT est suivie d’une anergie ou exhaustion permettant de contrôler le système 

immunitaire et d’éviter ainsi des réactions d’auto-immunité.  

Pour cela, les LT expriment un certain nombre de récepteurs inhibiteurs ou checkpoint qui, 

lorsqu’ils sont activés, entrainent l’apoptose des LT : PD-1 (program death 1), CTLA-4 

(cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) ou TIM-3 (T-cell immunoglobulin and mucin 

domain 3).    
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2.2 Immunosubversion dans le myélome multiple 
 
Le MM est associé à une dysfonction immunitaire majeure qui touche à la fois les acteurs de 

l’immunité innée et ceux de l’immunité adaptative (25).  

Ainsi, le MM provoque des altérations quantitatives et qualitatives des cellules NK via une 

diminution d’expression des récepteurs activateurs (NKG2D et NKp30) et une surexpression 

des signaux de mort cellulaire (PD-1) à la surface des cellules NK.  

Les cellules dendritiques sont également moins fonctionnelles du fait d’une diminution 

d’expression des molécules du CMH et des molécules de costimulation (CD80/CD86) et 

d’une surexpression du ligand de PD-1 (PD-L1). 

Le compartiment adaptatif est également impacté par les plasmocytes tumoraux : diminution 

du nombre de LT CD4+, diminution de la réponse de type Th1, altération des fonctions 

cytotoxiques des LT CD8+ (via la voie PD-1/PD-L1) et défaut de croissance et de 

différenciation des LT.  

Le MM est également associé à une perte d’expression de CD19 par les lymphocytes B, 

laquelle est responsable d’une hypogammaglobulinémie profonde (26).  

En parallèle, les plasmocytes transformés stimulent les cellules immunosuppressives telles 

que les lymphocytes T et B régulateurs, les cellules myéloïdes immunosuppressives et les 

macrophages associés aux tumeurs. Ils sont notamment responsables de la sécrétion de 

cytokines immunosuppressives telle que TGF-b, IL-10, IL-6, VEGF et la prostaglandine E2.  

 

A la frontière entre immunité innée et adaptative, se situe l’immunité dite « naturelle » médiée 

principalement par des LT non conventionnels. Ces LT possèdent des caractéristiques 

phénotypiques et fonctionnelles communes aux LT, comme l’expression d’un TCR-ab, et aux 

cellules NK. Ils sont capables d’activer leurs fonctions effectrices sans l’engagement de leur 

TCR.  

Dans la littérature, il existe très peu de données traitant de l’impact du MM sur ces 

populations de LT.  
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3. Lymphocytes T innés 

Dans notre projet de recherche, nous nous intéressons à des populations de LT non 

conventionnels connues pour jouer un rôle clé dans l’immunosurveillance anti-tumorale : les 

lymphocytes invariants natural killer T (lymphocytes iNKT) et les LT CD8+ innés. 

 

3.1 Lymphocytes iNKT  
 
L’une des premières sous-populations de LT innés décrite est le lymphocyte iNKT qui 

exprime un TCR-αβ dont la chaîne α, issue d’un réarrangement Vα24 chez l’Homme et Jα18 

chez la Souris, est invariante. Ce TCR est restreint par la molécule du CMH de classe I non 

classique CD1d, présente sur les cellules dendritiques, les monocytes et les lymphocytes B 

(27).  

D’un point de vue phénotypique, chez l’Homme, les lymphocytes iNKT sont double-positif 

(DP) CD4+ CD8+ ou double-négatifs (DN), autrement dit CD4- et CD8-.  

Leur caractère inné repose sur l’expression de marqueurs membranaires caractéristiques des 

cellules NK (CD122, CD16, CD56, CD161, NKG2A et NKG2D) et sur leur capacité à être 

cytotoxiques sans engagement du TCR. En effet, les lymphocytes iNKT sont capables de 

produire de l’interféron-γ (IFNγ) en réponse à des stimuli innés (stimulation par le couple IL-

12 / IL-18). L’IL-15 et le facteur de transcription PLZF (Promyelocytic Leukemia Zinc 

Finger) sont deux éléments moléculaires essentiels dans la différenciation et le maintien des 

fonctions des lymphocytes iNKT. 

De nombreux travaux montrent que les lymphocytes iNKT jouent un rôle primordial dans la 

défense anti-tumorale via différents mécanismes (28):  

§ Action cytotoxique directe sur les cellules tumorales exprimant CD1d via la 

production de protéines cytolytiques (Perforine et Granzyme), la sécrétion de TNF-a 

et l’activation de la voie Fas / Fas-ligand. 

§ Recrutement des cellules immunitaires effectrices de l’immunité innée (macrophages, 

cellules NK, cellules dendritiques) et adaptative (lymphocytes B et T)  

§ Inhibition des cellules immunosuppressives (macrophages associés aux tumeurs, 

cellules myéloïdes suppressives) 

Le plasmocyte transformé, caractéristique des gammapathies monoclonales, exprime CD1d et 

constitue donc une cible de choix pour les lymphocytes iNKT.  

En effet, des travaux menés en 2003 (29) ont mis en évidence un déficit fonctionnel 

(production d’IFNg) des lymphocytes iNKT en cas de MM symptomatique par rapport aux 
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stades plus précoce de la maladie (MGUS ou sMM). Ces résultats laissent présumer que les 

lymphocytes iNKT jouent un rôle dans le continuum évolutif menant au MM. 

 

3.2 Lymphocytes T CD8+ innés 
 

Une autre population de LT a été mise en évidence chez la souris comme jouant un rôle dans 

l’immunité innée : les lymphocytes T CD8+ « innate memory » (30). Ces cellules ont comme 

caractéristique de pouvoir sécréter l’IFNg sans engagement de leur TCR en réponse à des 

stimuli innés. D’un point de vue phénotypique, elles expriment notamment le facteur de 

transcription Eomesodermin (Eomes) et des récepteurs KIRs (killer cell immunoglobulin-like 

receptor) habituellement exprimés par les cellules NK.  

Une population homologue a été identifiée chez l’Homme : les LT CD8+ innés (31). Ces 

cellules expriment des marqueurs T conventionnels comme CD3, CD8 et un TCRαβ, des 

marqueurs de cellules NK (CD56, KIRs, NKG2A, NKG2C, CD159a, CD94) et un phénotype 

mémoire terminal Effector Memory CD45RA+ ou EMRA (CD45RA+ CCR7− CD57+) 

(Figure 4). Comme leurs homologues murins, les LT CD8+ innés humains exercent des 

fonctions cytotoxiques en réponse à des stimuli innés.  

Dans les cancers solides, les LT CD8+ innés ont été mis en évidence dans les ganglions 

drainant la tumeur (cancer du sein) ou bien dans la tumeur (cancer de l’ovaire), ce qui suggère 

un rôle de cette population cellulaire dans la réponse immunitaire anti-tumorale (32) . 

 

 
Figure 4. Caractéristiques des LT CD8+ innés humains, Barbarin et al, Frontiers in Immunology 2017 
IL : interleukine, IFNg : Interferon-g ; KIRs : killer cell immunoglobulin-like receptor ; Eomes : Eomesodermin ;  

TCR : T cell receptor



 

 14 

3.3 Axe iNKT et Lymphocytes T CD8+ innés dans la leucémie myéloïde chronique 
 
Les LT innés ont déjà été étudiés dans une hémopathie maligne : la leucémie myéloïde 

chronique (LMC). Ces travaux ont mis en évidence un déficit numérique et fonctionnel des 

LT CD8+ innés chez les patients en phase chronique de LMC (33). Ce déficit en LT CD8+ 

innés est corrélé à un déficit d’expression de PLZF par les lymphocytes iNKT (Figure 5) (32) 

(33). De manière intéressante, on observe une correction partielle de la diminution des LT 

CD8+ innés en cas de rémission cytologique complète (33).  

 

 
Figure 5. Axe iNKT/ LT CD8+ innés dans la LMC, Barbarin et al, Frontiers in Immunology 2017 

IL : interleukine, IFNg : interferon-g ; Eomes : Eomesodermin ; TCR : T cell receptor ; PLZF : Promyelocytic 
Leukemia Zinc Finger ; FasL : Fas ligand 
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OBJECTIF & HYPOTHESE 

 

Les données récentes de la littérature suggèrent donc un rôle clé des lymphocytes iNKT dans 

l’évolution tumorale des gammapathies monoclonales. En revanche, aucune étude n’a évalué 

les LT CD8+ innés dans ces hémopathies. Or, nous savons grâce aux travaux menés dans le 

cadre de la LMC, que les LT CD8+ innés peuvent jouer un rôle crucial dans le contrôle 

immunologique des hémopathies et qu’il semble exister un lien entre lymphocytes iNKT et 

LT CD8+ innés (33) .  

 

L’objectif de ce travail est donc de documenter et d’évaluer le rôle des lymphocytes iNKT et 

des LT CD8+ innés à différents stades de gammapathies monoclonales : MGUS, MM 

symptomatique nouvellement diagnostiqués, MM en rechute et MM en cours de traitement en 

réponse complète (RC) par rapport à la population générale (donneurs sains).  

 

Notre hypothèse de travail est qu’il existe une altération quantitative et/ou fonctionnelle des 

lymphocytes iNKT et des LT CD8+ innés en cas de gammapathies monoclonales. Nous 

rechercherons également un éventuel lien entre ces deux populations d’intérêt, à l’instar de 

celui décrit dans la LMC.  

Par ailleurs, nous évaluerons l’impact de l’obtention d’une RC sur ces populations 

lymphocytaires T innées. Notre hypothèse est que l’obtention d’une réponse complète 

pourrait être associée à une restauration des LT innés. 
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MATERIEL & METHODE  

1. Cohorte d’étude  

Pour réaliser ce projet nous avons travaillé sur une cohorte de patients atteints de 

gammapathie monoclonale et de donneurs sains (DS).  

Les échantillons sanguins des 18 DS proviennent de l’établissement français du sang de Lyon 

et ceux des patients ont été prélevés dans les services d’Hématologie et Thérapie Cellulaire et 

de Rhumatologie du CHU de Poitiers. Les patients ont tous signé un consentement éclairé ; le 

protocole a été approuvé par le comité d’éthique du Poitou-Charentes.  

La cohorte est composée de 33 patients : 9 MGUS, 8 MM symptomatiques nouvellement 

diagnostiqués (NDMM), 8 MM en rechute et 8 patients en RC (Tableau 1).  

 

Sous-groupe Effectif Moyenne d’âge (min – max) 

MGUS 9 58 ans (41 – 70) 
Nouveau diagnostic de MM symptomatique 
ou NDMM 8 67,4 ans (48 – 82) 

MM en rechute 8 71,9 ans (62 – 82) 

RC 8 66,7 ans (54 – 90) 

Donneurs sains (DS) 18 49,4 ans (27 – 63) 
Tableau 1. Description de la cohorte. 

 

2. Préparation des prélèvements sanguins 

Les cellules mononucléées (CMN) ont été isolées à partir du sang veineux par gradient de 

densité sur Ficoll (PAA Laboratoire GmbH), lavées, énumérées et congelées dans du RPMI-

1640 GlutaMAX TM-I (Life Technologies) supplémenté de 50% de serum de veau fœtal 

(SVF) décomplémenté (Life Technologies) et 10% de DMSO (Diméthylsulfoxyde Sigma). 

Les CMN (8 à 15 millions par cryotube) sont ensuite conservées au congélateur à -80°C.  

 

Après décongélation et deux lavages en RPMIc (RPMI-1640 supplémenté par 100 UI/ml de 

pénicilline, 100 μg/ml de streptomycine (Life Technologies) et 10% de SVF), les cellules sont 

numérées dans un compteur automatique de cellules (Countess II FL, Life Technologies) 

après ajout de bleu de trypan 0,4% (dilution au ½) permettant de colorer les cellules mortes. 
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Ensuite, les cellules sont remises en suspension dans une solution de tampon de marquage 

(PBS 1X, 2% SVF, 2mM EDTA) à une concentration de 10.106 cellules par ml et transférées 

dans une plaque 96 puits à raison de 1.106 cellules par puits.  

Pour chaque expérience, les cellules des patients ont été analysées simultanément avec celles 

d’un donneur sain.  

3. Culture cellulaire et stimulation IL-12 / IL-18 

Afin d’évaluer la fonctionnalité des LT CD8 innés, les CMN sont mises en culture en 

présence d’IL-12 et d’IL-18. 

Pour cela, les CMN des DS et des patients sont déposées à 1.106 cellules par ml et par puits en 

plaque de 24 puits. Puis, les cellules sont incubées pendant 48 heures en présence d’IL-12 

(20ng/ml, R&D Systems, Minneapolis, États-Unis) et d’IL-18 (20ng/ml, MBL International, 

Woburn, États-Unis).  

Cinq heures avant la fin de la culture cellulaire, le Golgistop (BD Biosciences, Flanklin 

Layes, États-Unis) est ajouté dans chaque puits afin de bloquer le transport intracellulaire 

d’IFNg, lequel va ainsi s’accumuler dans l’appareil de Golgi.  

Pour chaque patient ou DS analysé, sont réalisés, en parallèle, des puits stimulés et des puits 

non stimulés. 

4. Immunomarquage  

L’analyse des CMN a été effectuée ex vivo ou après culture cellulaire par cytométrie en flux 

après la réalisation de marquages membranaires et intracellulaires.  

Les anticorps utilisés pour identifier nos populations cellulaires et les différents panels réalisé 

sont détaillés en annexe. 

Dans un premier temps, après deux lavages en PBS, les cellules sont incubées avec un 

marqueur de viabilité pendant 15 minutes à l’obscurité et à température ambiante afin 

d’exclure les cellules mortes (Zombie NIRTM Fixable Viability Kit, BioLegend).  

Après deux lavages en tampon de marquage, les cellules sont incubées à 4°C et à l’obscurité 

dans 50µL de tampon de marquage contenant l’anticorps anti-TCR Vα24-Jα18 (6B11). 

L’objectif de ce premier marquage membranaire est d’éviter l’encombrement stérique au 

niveau du complexe TCR.  

Nous réalisons ensuite un deuxième marquage membranaire, dans les mêmes conditions, avec 

les autres marqueurs membranaires et selon le panel d’intérêt. Après deux lavages en tampon 

de marquage, les cellules sont fixées et perméabilisées avec le kit de marquage anti-Foxp3 

(eBioscience) pendant 30 minutes à température ambiante et à l’abri de la lumière.  
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Enfin, suite à la perméabilisation nucléaire, les cellules sont lavées puis incubées pendant 30 

minutes à 4°C et à l’obscurité dans 50µL de tampon de perméabilisation contenant les 

anticorps intracellulaires adéquats (Eomes, Perforine, IFNg, PLZF).  

Les cellules sont ensuite conservées en tampon de fixation (PBS, 2,5% de paraformaldéhyde 

(VWR international), 2mM EDTA), transférées en tubes FACS (BD Biosciences) et 

conservées à l’abri de la lumière à 4°C jusqu’au passage au cytomètre. 

5. Cytométrie en flux 

Les acquisitions sont réalisées sur un cytomètre en flux 10 paramètres FACSVerseTM (BD 

Biosciences®), de la plateforme ImageUp de Poitiers et les données sont enregistrées grâce au 

logiciel FacsSuiteTM (BD Biosciences®).  

Les données récoltées sont ensuite analysées à l’aide du logiciel FlowJo v10.5.3 (TreeStar, 

Inc.). Nous avons identifié les lymphocytes iNKT dans la fenêtre CD3+ TCRJα24+. En ce qui 

concerne les LT CD8+ innés, ils sont définis comme étant Eomes+ NKG2A+ KIR2D+ 

KIR3DL1-2+ (ou Eomes+ KIRs+) au sein des LT CD8+ totaux. Nous avons également étudié 

les différents compartiments de lymphocytes T CD8+ mémoires : soit en utilisant les 

marquages CD45RA et CCR7 soit, lorsque cela n’a pas été possible, en utilisant le marquage 

Eomes+ comme marqueur mémoire (population Eomes+ KIRs-). 

 

La stratégie de fenêtrage est détaillée dans la Figure 6 ci-dessous. 

 
Figure 6. Stratégie de fenêtrage permettant d’identifier les lymphocytes iNKT et LT CD8+ innés. 
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6. Analyse statistique  

Les résultats expérimentaux ont été exprimés en moyenne ± SEM (écart à la moyenne). Les 

analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel GraphPad PrismÒ version 6 en 

utilisant le test non paramétrique sur k échantillons indépendants de Kruskal-Wallis puis le 

test de comparaison multiple de Dunn. 

Les valeurs de p-value inférieures à 0,05 (*), inférieures à 0,01 (**) et inférieures à 0,001 

(***) ont été considérées comme significatives ; les valeurs de p-value ≥ 0,05 et l’abréviation 

« ns » correspondent à des différences non significatives. 
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RESULTATS 

1. Description de la cohorte 

Ce travail a porté sur 33 patients atteints de gammapathies monoclonales à différents stades 

évolutifs : MGUS, MM symptomatique au diagnostic (NDMM), MM en rechute et MM en 

RC. 

L’âge médian est de 65 ans (41 – 90) avec 7 patients (21,2%) de plus de 75 ans et un sexe 

ratio H/F à 1,2. Comme décrit dans la littérature (1), l’isotype le plus fréquent est l’IgG Kappa 

qui représente 42,4% des gammapathies monoclonales de notre cohorte. 

Avec un follow-up de 20mois, la médiane d’OS n’est pas atteinte dans la cohorte (85% de 

patients vivants). 

Ces caractéristiques cliniques sont détaillées dans le Tableau 2. 

 

  
Cohorte globale 

(n = 33) 

Caractéristiques Effectif (%) 
Age   

£ 65 ans  17 (51,5) 
> 65 ans  16 (48,5) 
³ 75 ans   7 (21,2) 

Isotype   

IgG Kappa  14 (42,4) 
IgG Lambda  9 (27,3) 
IgA Lambda  4 (12,1) 
Chaines légères Kappa  3 (9,1) 
Chaines légères Lambda   3 (9,1) 

Sexe   

Homme  18 (54,5) 
Femme  15 (45,4) 

Tableau 2. Caractéristiques cliniques de la cohorte globale 

 
L’analyse des facteurs pronostiques et des critères de traitement a été réalisée en excluant les 

patients suivis pour MGUS (car non concernés par ces deux paramètres) soit un effectif de 24 

patients. Dans ce sous-groupe, les médianes de PFS et d’OS sont respectivement de 37,5 mois 

(IC 95% : 31,5 - 43,4) et 76,8 mois (IC 95% : 34,4 - 119,3). 

Par ailleurs, 11 patients (45,8%) présentaient des facteurs de mauvais pronostic : présence 

d’EMD pour 6 patients (25%), cytogénétique défavorable (t(4,14) et/ou del17p) pour 6 

patients (25%) et présence de plasmoblastes pour 1 patient. 
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Les différents facteurs pronostiques ainsi que les critères de traitement sont figurés dans le 

Tableau 3.  

 

  
MM au diagnostic, 
en rechute et en RC 

(n = 24) 

Caractéristiques Effectif (%) 
Haut risque total 11 (45,8) 
ISS  

1 & 2 19 (79,2) 
3 4 (16,7) 
Donnée manquante 1 (4,2) 

R-ISS  
1 & 2 18 (75) 
3 1 (4,2) 
Donnée manquante 5 (20,8) 

Cytogénétique  
del17p 4 (16,7) 
t(4,14) 2 (8,3) 
t(11,14) 4 (16,7) 

EMD 6 (25) 
Plasmoblastique 1 (4,2) 
  
Critères CRAB  

Hypercalcémie 4 (16,7) 
Insuffisance rénale 3 (12,5) 
Anémie 12 (50) 
Lésion osseuse 20 (83,3) 
Ratio sFLC > 100 10 (41,7) 
Plasmocyte médullaire > 60% 4 (16,7) 

Tableau 3. Facteurs pronostiques et critères CRAB en cas de MM au diagnostic, en rechute et en RC  

 
Dans le sous-groupe RC (n = 8 ; Tableau 4), tous les patients étaient en première ligne de 

traitement et 5 patients (62,5%) étaient en RC stringente.  

Tous les patients ont reçu un inhibiteur du protéasome (Bortezomib pour 7 patients et 

Ixazomib pour 1 patient) associé au Thalidomide (n = 6), au Lenalidomide (n = 1), ou au 

Melphalan (n = 1) ; 2 patients ont reçu une quadruplette comprenant du Daratumumab.  

Enfin, 7 patients ont reçu une intensification thérapeutique par autogreffe de cellules souches 

hématopoïétiques (ASCT).  

Depuis l’inclusion dans l’étude, aucun patient du sous-groupe RC n’a rechuté (médiane de 

suivi de 16,8 mois). 
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Sous-groupe RC 
(n = 8) 

Caractéristiques Effectif (%) 
RC stringente  5 (62,5) 
    
Traitements reçus   

Bortezomib 7 (87,5) 
Ixazomib 1 (12,5) 
Thalidomide 6 (75) 
Lenalidomide 1 (12,5) 
Daratumumab 2 (25) 
Melphalan 1 (12,5) 
ASCT 7 (87,5) 

Tableau 4. Caractéristiques cliniques du sous-groupe RC 

 
Enfin, dans le sous-groupe rechute (n = 8 ; Tableau 5), tous les patients étaient en première 

rechute de leur MM. 5 patients (62,5%) présentaient initialement une rechute biologique 

contre 3 patients (37,5%) ayant eu d’emblée une rechute clinique.  

Lors de leur première ligne 100% des patients avaient reçu du Bortezomib associé au 

Thalidomide (n = 3) ou au Melphalan (n = 5). Par ailleurs, 3 patients avaient bénéficié d’une 

intensification par ASCT.  

 

Sous-groupe 
Rechute 
(n = 8) 

Caractéristiques Effectif (%) 
Rechute clinique 5 (62,5) 
Rechute biologique  3 (37,5)  
   
Traitements reçus   

Bortezomib 8 (100) 
Thalidomide 3 (37,5) 
Lenalidomide 1 (12,5) 
Melphalan 5 (62,5) 
ASCT 3 (37,5) 

Tableau 5. Caractéristiques cliniques du sous-groupe rechute 
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2. Lymphocytes iNKT 

En cas de cancer actif, les lymphocytes iNKT ont été décrit comme étant altérés tant sur le 

plan quantitatif que fonctionnel (34).  

Nous avons donc étudié d’une part la fréquence des lymphocytes iNKT et d’autre part leur 

fonctionnalité via leur compartimentation CD4/CD8 et l’expression de CD161 au sein des 

différents sous-groupes de patients atteints de gammapathies monoclonales. 

 

2.1 Fréquence des lymphocytes iNKT 

 

 
 
Figure 7. Fréquence des lymphocytes iNKT et des lymphocytes T CD3+ dans les différents sous-
groupes : DS (n=10) ; MGUS (n=9) ; NDMM (n=8) ; rechute (n=8) ; RC (n=6). Test non paramétrique 
de Kruskal-Wallis (moyenne ± SEM). *p<0,05 

(A) Fréquence des lymphocytes iNKT parmi les lymphocytes T CD3+  

(B) Fréquence des lymphocytes T CD3+  

 
 
Dans notre cohorte, la fréquence des lymphocytes iNKT a tendance à diminuer de manière 

non significative en cas de gammapathies monoclonales en comparaison avec les DS (Figure 

7A). Cette diminution est effective dès le stade précancéreux MGUS et ne semble pas se 

modifier ou se corriger en cas de maladie plus avancée (NDMM ou rechute) ou en cas de 

contrôle de la maladie (sous-groupe RC). 

A noter, que cette diminution de la fréquence des lymphocytes iNKT n’est pas liée à un 

déficit en lymphocytes T totaux. En effet, comme illustré sur la Figure 7B, il n’y a pas de 

différence significative concernant la proportion de LT CD3+ dans les différents sous-groupes 

(en dehors du sous-groupe rechute). 
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2.2 Compartimentation CD4/CD8 des lymphocytes iNKT 
 
Les lymphocytes iNKT ont des phénotypes variables concernant l’expression de CD4 et de 

CD8 : ils peuvent être double négatif (DN), CD4+ CD8- ou CD4- CD8+.  

 

 
Figure 8. Analyse des compartiments CD4/CD8 au sein des lymphocytes iNKT dans les différents 
sous-groupes : DS (n=10) ; MGUS (n=7) ; NDMM (n=8) ; rechute (n=8) ; RC (n=6). Test non 
paramétrique de Kruskal-Wallis (moyenne ± SEM). **p<0,01 ; ns : non significatif 

(A) Fréquence des lymphocytes iNKT double négatif (CD4- CD8-) parmi les lymphocytes iNKT  

(B) Fréquence des lymphocytes iNKT CD4- CD8+ parmi les lymphocytes iNKT  

(C) Fréquence des lymphocytes iNKT CD4+ CD8- parmi les lymphocytes iNKT  

(D) Exemple de compartimentation CD4/CD8 au sein des lymphocytes iNKT en cytométrie en flux 

 
Nos résultats suggèrent une diminution de la proportion de lymphocytes iNKT double négatif 

(DN) dans les sous-groupes MGUS (29,97 ± 7,58% ; p=0,0072), NDMM (45,99 ± 7,82%), 

rechute (42,6 ± 6,52%) et RC (38,08 ± 7,65% ; p=0,0921) par rapport au groupe DS (67,9 ± 
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5,55%) (Figure 8A). Cette tendance est observée dès le stade MGUS et ne semble pas se 

modifier avec l’avancée de la maladie ou l’obtention d’une RC. 

En revanche, nous n’observons pas de variation entre nos sous-groupes concernant les 

lymphocytes iNKT de phénotype CD4- CD8+ (Figure 8B) et CD4+ CD8- (Figure 8C).  

 

2.3 Expression de CD161 par les lymphocytes iNKT 
 

 
Figure 9. Analyse de l’expression de CD161 par les lymphocytes iNKT dans les différents sous-
groupes : DS (n=10) ; MGUS (n=7) ; NDMM (n=8) ; rechute (n=8) ; RC (n=6). Test non paramétrique 
de Kruskal-Wallis (moyenne ± SEM).  

(A) Fréquence des lymphocytes iNKT CD161+ parmi les lymphocytes iNKT  

(B) Exemple d’histogramme d’expression de CD161 par les lymphocytes iNKT en cytométrie en flux 

 

Concernant l’expression de CD161 par les lymphocytes iNKT, nous n’observons pas de 

différence majeure ni entre les patients et les DS ni entre les différents sous-groupes de 

gammapathies monoclonales. La proportion de lymphocytes iNKT est en effet de 84,41 ± 

5,06% chez les DS et semble discrètement abaissée en cas de gammapathie monoclonale quel 

qu’en soit le stade : 71,09 ± 8,62% pour les MGUS, 67,18 ± 6,11% pour les NDMM, 70,70 ± 

7,47% en cas de rechute et 54,16 ± 10,23% en cas de RC (Figure 9A). 
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2.4 Expression de PLZF par les lymphocytes iNKT 
 
 

 
Figure 10. Mesure de l’intensité moyenne de florescence de PLZF dans les différents sous-groupes de 
gammapathies monoclonales : DS (n=10) ; MGUS (n=7) ; NDMM (n=7) ; rechute (n=8) ; RC (n=5). 
Test non paramétrique de Kruskal-Wallis (moyenne ± SEM). 

 
Comme illustré par la Figure 10, il ne semble pas y avoir de différence significative entre les 

différents sous-groupes concernant l’intensité moyenne de fluorescence de PLZF. Ces 

résultats suggèrent que l’expression de PLZF n’est pas modifiée en cas de gammapathie 

monoclonale, à la différence de ce qui a pu être décrit dans la LMC. 

  

Au total, au sein de notre cohorte de gammapathies monoclonales, il semble exister un déficit 

quantitatif et fonctionnel des lymphocytes iNKT qui se traduit par une perte partielle du sous-

compartiment double-négatif.  
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3. Lymphocytes T CD8+ innés 
 
Nous nous sommes également intéressés aux LT CD8+ innés connus pour jouer un rôle anti-

tumoral dans d’autres pathologies onco-hématologiques (LMC, cancer du sein et de l’ovaire). 

 
3.1 Fréquence des LT CD8+ innés 

 
 

 
 
Figure 11. Fréquence des LT CD8+ innés et des LT CD8+ totaux dans les différents sous-groupes : 
DS (n=12) ; MGUS (n=9) ; NDMM (n=8) ; rechute (n=8) ; RC (n=8). Test non paramétrique de 
Kruskal-Wallis (moyenne ± SEM). *p<0,05 ; ns : non significatif. 

(A) Fréquence des LT CD8+ innés parmi les LT CD8+ totaux   

(B) Fréquence des LT CD8+ totaux   

 

Comme illustré par la Figure 11A, la fréquence des LT CD8+ innés a tendance à augmenter 

dans les sous-groupes MGUS (14,59 ± 3,11% ; p=0,0517) et NDMM (15,22  ± 2,43% ; 

p=0,0168) en comparaison avec les DS (5,51 ± 1,24%). 

En revanche, au sein des sous-groupes rechute et RC, la proportion de LT CD8+ innés est 

similaire à celle observée chez les DS à savoir respectivement 7,23 ± 1,51% et 15,22 ± 2,43% 

(Figure 11A). Il faut noter que ces variations ne semblent pas liées à une altération 

quantitative des LT CD8+ totaux (Figure 11B). 
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3.2 Phénotype mémoire EMRA des LT CD8+ innés 
 

 
 
Figure 12. Analyse de la proportion de LT CD8+ innés exprimant le phénotype mémoire EMRA 
(CD45RA+ CCR7- CD57+) dans les différents sous-groupes : DS (n=12) ; MGUS (n=9) ; NDMM 
(n=8) ; rechute (n=8) ; RC (n=8). Test non paramétrique de Kruskal-Wallis (moyenne ± SEM). 
*p<0,05  

(A) Fréquence des LT CD8+ innés CD45RA+ CCR7- parmi les LT CD8+ innés   

(B) Fréquence des LT CD8+ innés CD57+ parmi les LT CD8+ innés   

(C) Exemple de marquage CD45RA/CCR7 au sein des LT CD8+ innés en cytométrie en flux 

(D) Exemple d’histogramme d’expression de CD57 par les LT CD8+ innés en cytométrie en flux 

 

Au sein des LT CD8+ innés, la proportion de cellules exprimant le phénotype CD45RA+ 

CCR7- a tendance à augmenter de manière non significative dans le sous-groupe MGUS 

(66,72 ± 5,71%) et NDMM (65,47 ± 8,72%) par rapport au groupe DS (48,53 ± 4,99%) 

(Figure 12A). En revanche, il ne semble pas y avoir de différence entre les sous-groupes 

rechute (55,51 ± 8,83%) ou RC (42,53 ± 7,82%) en comparaison avec les DS (Figure 12A). 
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La Figure 12B illustre les résultats concernant l’expression de CD57 par les LT CD8+ innés. 

La proportion de LT CD8+ innés exprimant CD57 semble augmentée en cas de MGUS (80,74 

± 3,32 % par rapport aux DS (57,65 ± 6,31%) ; p=0,0480). Dans les autres sous-groupes de 

gammapathies monoclonales, l’expression de CD57 par les LT CD8+ innés semble peu 

varier. 

 

Au total, il semble exister une hétérogénéité importante au sein de nos différents sous-groupes 

en ce qui concerne la fréquence et les caractéristiques phénotypiques des LT CD8+ innés. Nos 

analyses suggèrent l’existence de deux profils distincts : d’une part les sous-groupes MGUS 

et NDMM, aux seins desquels nous observons une augmentation de la fréquence des LT 

CD8+ innés et une expression plus importante du phénotype mémoire terminal EMRA par ces 

derniers ; et d’autre part les sous-groupes RC et rechute qui ressemblent davantage aux DS. 

L’une des problématiques est de savoir si ces variations sont spécifiques aux LT CD8+ innés 

ou si elle concerne plus largement l’ensemble des LT CD8+ mémoires. Nous nous sommes 

donc intéressés aux 4 compartiments de LT CD8+ mémoires (Figure 13) :  

§ LT CD8+ naïfs (CD45RA+ CCR7+)  

§ LT CD8+ EMRA (CD45RA+ CCR7-) comprenant les LT CD8+ innés 

§ LT CD8+ central-mémoires ou TCM (CD45RA- CCR7+) 

§ LT CD8+ effecteur-mémoires ou TEM (CD45RA- CCR7-)  

 

 
Figure 13. Identification des différents compartiments de LT CD8+ mémoires en cytométrie de flux. 

 
Dans la suite de ce travail, nous avons étudié la répartition de ces 4 compartiments de LT 

CD8+ mémoires au sein de nos sous-groupes de gammapathies monoclonales (Figure 14).  
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Figure 14. Analyse de la fréquence des différents compartiments de LT CD8+ mémoires parmi les 
différents sous-groupes : MGUS (n=9) ; NDMM (n=8) ; rechute (n=8) ; RC (n=8). Test non 
paramétrique de Kruskal-Wallis (moyenne ± SEM).  *p<0,05 ; **p<0,01 ; ns : non significatif 

(A) Histogramme de répartition des compartiments de LT CD8+ mémoires au sein des sous-groupes 

(B) Fréquence des LT CD8+ naïfs parmi les LT CD8+  

(C) Fréquence des TEM parmi les LT CD8+ 

(D) Fréquence des TCM parmi les LT CD8+ 

 

Aux vues des résultats de la Figure 14, nous avons le sentiment qu’il existe, en cas de 

gammapathies monoclonales, un remaniement de l’ensemble des LT CD8+ mémoires qui 

semble se faire au dépend des LT CD8+ naïfs. En effet, la proportion de LT naïfs a tendance à 

décroitre en particulier dans les sous-groupes NDMM (20,63 ± 4,29%), rechute (17,04 ± 

5,61%) et RC (8,25 ± 4,35% ; p=0,0052) par rapport au stade MGUS (35,95 ± 5,33%) 

(Figure 14B). Cette diminution semble plus marquée lorsque l’on avance dans la maladie 

(sous-groupe rechute) et lorsque la maladie est contrôlée par le traitement (sous-groupe RC). 

Par ailleurs, il semble que la proportion relative de chaque compartiment de LT CD8+ 

mémoires fluctue selon le sous-groupe de gammapathie monoclonale (Figure 14A). Dans le 

sous-groupe RC, nous observons par exemple une proportion plus importante de TEM (63,55 

± 7,38%) par rapport aux sous-groupe NDMM (27,62 ± 3,62% ; p=0,0138) et rechute (43,32 

± 8,60%) (Figure 14C). De même, en cas de NDMM, il semblerait que la proportion de TCM 
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(22,14 ± 4,04%) soit augmentée par rapport au sous-groupe RC (6,89 ± 1,73% ; p=0,0192) et 

de façon moindre au sous-groupe rechute (9,41 ± 2,44%) (Figure 14D).  

 

Au total, ces résultats suggèrent une possible reprogrammation des LT CD8+ mémoires au 

dépend des LT CD8+ naïfs en cas de gammapathie monoclonale. Selon l’évolution de la 

maladie et le statut du MM cette reprogrammation semble différente : au profit des LT EMRA 

en cas de MGUS, au profit des TEM en cas de RC ou au profit des TCM en cas de NDMM. 

 

3.3 Activation et fonctionnalité des LT CD8+ innés et des LT CD8+ mémoires 
 

Par la suite, il nous a semblé pertinent d’évaluer l’activation et la fonctionnalité des LT CD8+ 

innés et plus largement des LT CD8+ mémoires.  

Concernant les marqueurs d’activation/exhaustion, nous nous sommes intéressés à deux 

checkpoint immunitaires : PD-1 et TIM3. Enfin, pour évaluer les fonctions cytotoxiques des 

LT CD8+ innés et des LT CD8+ mémoires, nous avons mesuré la proportion de cellules 

exprimant l’IFNg  et la perforine. Des exemples de marquages en cytométrie en flux de ces 

différents paramètres sont présentés en annexe. 

 

Au sein de notre cohorte, nous n’avons pas mis en évidence de différence majeure concernant 

la proportion de LT CD8+ innés exprimant PD-1 et TIM3 et les marqueurs de fonctionnalité 

Perforine et IFNg (données non illustrées).  

 

Toujours dans l’hypothèse d’une reprogrammation globale des LT CD8+ associée aux 

gammapathies monoclonales, nous avons évalué ces marqueurs d’activation et de cytotoxicité 

dans la population des LT CD8+ mémoires (Figure 15).  
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Figure 15. Analyse des marqueurs d’activation/exhaustion et de la fonctionnalité des LT CD8+ E+K- 
dans les différents sous-groupes : DS (n=9) ; MGUS (n=9) ; NDMM (n=6) ; rechute (n=8) ; RC (n=6). 
Test non paramétrique de Kruskal-Wallis (moyenne ± SEM). *p<0,05 ; ***p<0,001 ; ns : non 
significatif. 

(A) Fréquence des LT CD8+E+K- exprimant PD-1 parmi les LT CD8+ E+K-   

(B) Fréquence des LT CD8+E+K- exprimant TIM3 parmi les LT CD8+ E+K-   

(C) Fréquence des LT CD8+E+K- exprimant la perforine parmi les LT CD8+ E+K-   

(D) Fréquence des LT CD8+E+K- exprimant la IFNg parmi les LT CD8+ E+K-   

 
L’expression de TIM3 par les LT E+K- a tendance à être augmentée dans les sous-groupes 

rechute (11,11 ± 1,21% ; p=0,0348), RC (14,75 ± 3,48% ; p=0,0219) et NDMM (9,75 ± 

2,38% ; p=0,3866) par rapport au sous-groupe MGUS (3,91 ± 1,19%) (figure 15B).  

Concernant l’expression de PD-1, nous n’observons pas de variation significative au sein de 

notre cohorte (Figure 15A). 
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S’agissant des marqueurs de cytotoxicité, la perforine semble davantage exprimée par les LT 

CD8+ E+K- dans tous les sous-groupes : RC (68,12 ± 5,03% ; p=0,0010), MGUS (53,96 ± 

5,25% ; p=0,0419), NDMM (51,44 ± 7,13%) et rechute (50,58 ± 5,44%) par rapport aux DS 

(25,70 ± 5,05%) (Figure 15C). A noter, que l’expression de la perforine par les LT E+K- 

semble d’avantage augmentée en cas de RC en comparaison avec les groupes de maladie 

active (NDMM et rechute). 

Enfin, nous n’observons aucune différence d’expression d’IFNg par les LT E+K- dans les 

différents sous-groupes (Figure 15D). 

4. Impact des données cliniques sur les LT innés  

 
Afin de d’étayer davantage nos résultats, nous avons tenté d’identifier des données cliniques 

susceptibles d’influencer nos résultats concernant les LT innés. Nous avons en particulier 

évalué l’impact des différents traitements reçus : immunomodulateurs, ASCT et anticorps 

monoclonaux anti-CD38.  

Du fait de l’effectif limité, il est difficile de tirer des conclusions franches. Néanmoins, 

certaines tendances apparaissent, notamment concernant les patients ayant reçu du 

Lenalidomide pour lesquels l’expression de CD161 par les lymphocytes iNKT semble 

augmentée. De la même manière, en cas de traitement par Daratumumab, la proportion de 

lymphocytes iNKT DN et CD161+ a tendance à être augmentée.  

Ces résultats demandent évidemment à être confirmés sur une cohorte plus importante. 
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES  
 
L’objectif de ce travail était d’étudier et de décrire la fréquence et la fonctionnalité de deux 

populations de lymphocytes T innés non conventionnels : les lymphocytes iNKT et les LT 

CD8+ innés à différents stades de gammapathies monoclonales.  

 

En cas de gammapathies monoclonales, il semble exister une altération à la fois quantitative 

et phénotypique des lymphocytes iNKT et ce dès le stade MGUS, ce qui n’avais jamais été 

décrit. Cette reprogrammation des lymphocytes iNKT se traduit, au sein de notre cohorte, par 

une perte partielle du phénotype double négatif. Dans la littérature, les lymphocytes iNKT 

DN sont associés à une réponse cytotoxique Th1 plus élevée (35) et sont donc associés à une 

action cytotoxique plus importante. Nos résultats suggèrent que les lymphocytes iNKT DN 

pourraient participer à l’immunovigilance anti-tumorale des gammapathies monoclonales et 

qu’une reprogrammation de ces cellules pourraient intervenir chez nos patients. 

Enfin, l’expression de PLZF n’apparait pas modifiée dans nos différents sous-groupes. Ces 

résultats laissent penser que les mécanismes par lesquels les lymphocytes iNKT interviennent 

dans les gammapathies monoclonales sont distincts de ceux décrit dans la LMC, où la baisse 

d’expression de PLZF est corrélée à une perte de l’arsenal cytotoxique des lymphocytes iNKT 

(33).  

Pour l’ensemble de nos résultats, nous n’observons pas de différence selon le stade de la 

gammapathie monoclonale (MGUS, NDMM ou MM en rechute) et selon le contrôle de la 

maladie par les traitements (sous-groupe RC). Il semblerait donc que l’altération quantitative 

et phénotypique des lymphocytes iNKT n’explique pas, à elle seule, le passage de l’état 

précancéreux au stade MM.  

Les données de la littérature sont assez claires sur le fait qu’il existe un lien entre lymphocytes 

iNKT et MM. Pour preuve, des travaux menés par Dhodapkar et al, ont montré qu’un déficit 

de production d’IFNg par les lymphocytes iNKT était observé en cas de MM actif par rapport 

aux stades MGUS et sMM (29). D’autres équipes ont démontré que les lymphocytes iNKT 

pouvaient constituer une cible thérapeutique intéressante dans le MM. Par exemple, des 

résultats encourageants ont été obtenus en cas de vaccination à base de cellules dendritiques 

autologues modifiées pour exprimer l’α-galactosyl-céramide, un glycosphingolipide ligand de 

CD1d permettant l’activation des lymphocytes iNKT (36).  

Nos résultats semblent donc cohérents avec ce qui est décrit dans la littérature et confortent 

davantage le rôle de cette population de LT innés dans l’immunovigilance anti-tumorale des 

gammapathies monoclonales.  
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En ce qui concerne le lien entre LT CD8+ innés et MM, les données de la littérature sont, à 

notre connaissance, inexistantes.  

Dans notre cohorte, nous avons identifié deux profils distincts concernant la fréquence des LT 

CD8+ innés. Dans les sous-groupes MGUS et NDMM, il semble exister, a contrario de notre 

hypothèse de départ, une augmentation des LT CD8+ innés. En revanche, dans les sous-

groupes rechute et RC, la proportion de ces cellules est similaire aux valeurs observées chez 

les DS. Ces variations quantitatives semblent associées à des modifications phénotypiques, en 

particulier concernant l’expression du phénotype mémoire EMRA (CD45RA+ CCR7- 

CD57+) par les LT CD8+ innés. Nous avons observé qu’en cas de MGUS et de NDMM, la 

proportion de LT CD8+ innés exprimant le phénotype EMRA a tendance à augmenter en 

comparaison avec les DS et avec les autres types de gammapathies monoclonales (rechute et 

RC). En revanche nous n’avons pas constaté de différence notable concernant l’expression de 

la perforine et de l’IFNg par les LT CD8+ innés. Cela implique que la présence d’une 

gammapathie monoclonale n’est a priori pas associée à une altération des capacités 

cytotoxiques et fonctionnelles des LT CD8+ innés.  

Contrairement à notre hypothèse de départ, nous n’observons donc pas une diminution mais 

une augmentation de la fréquence des LT CD8+ innés en cas de MGUS et de NDMM. Cette 

augmentation quantitative semble être associée à un enrichissement en phénotype mémoire 

terminale EMRA et une préservation des fonctions cytotoxiques des LT CD8+ innés.  

Ces résultats ainsi que l’absence de variation concernant l’expression de PLZF par les 

lymphocytes iNKT nous laisse supposer que les LT CD8+ innés interviennent dans 

l’évolution des gammapathies monoclonales indépendamment des lymphocytes iNKT.  

En analysant l’ensemble du compartiment mémoire, il est apparu que nos résultats sur les LT 

CD8+ innés pouvaient s’inscrire dans une reprogrammation globale des LT CD8+ mémoires. 

Cette reprogrammation semble se faire au détriment des LT CD8+ naïfs, qui semblent 

diminués en cas de gammapathie monoclonale à tous les stades évolutifs. La répartition des 

différents types de LT CD8+ mémoire est ensuite très variable et hétérogène selon le stade de 

la gammapathie monoclonale : prépondérance des LT CD8+ EMRA en cas de MGUS et de 

rechute, des LT central-mémoires en cas de NDMM et des LT effecteur-mémoires en cas de 

RC.  

Par ailleurs, au sein des LT CD8+ mémoires, nous observons une augmentation significative 

de l’expression de perforine dans tous nos sous-groupes. Le statut de gammapathies 

monoclonales semble donc associé à une reprogrammation évolutive des LT CD8+ mémoires 

et à une exacerbation de leurs fonctions cytotoxiques.  
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Concernant, les marqueurs d’activation/exhaustion (PD-1, TIM3), leur expression par les LT 

CD8+ mémoires (Eomes+ Kirs-) a tendance a être augmentée en cas de NDMM et de rechute 

en comparaison avec les MGUS. Ces analyses suggèrent que le passage du stade MGUS à 

l’état cancéreux pourraient s’accompagner d’une activation puis d’un épuisement des LT 

CD8+ mémoires. L’expression de PD-1 dans le MM a déjà été étudiée notamment en post 

autogreffe où il apparaît qu’une surexpression de PD-1 par les LT CD8 totaux est associée à 

un épuisement immunitaire et un risque plus élevé de rechute (37). Nous apportons ici des 

données nouvelles concernant les compartiments mémoires des LT CD8+. 

Preuve du rôle de PD-1 dans le MM, de nombreuses études cliniques se sont intéressées au 

Nivolumab, un inhibiteur de checkpoint anti-PD1. Paradoxalement, le Nivolumab en 

monothérapie montre des résultats très décevants dans le MM avec 63% de patients en 

maladie stable et seulement 4% de RC (38). Ces résultats suggèrent l’existence d’autres voies 

d’exhaustion dans le MM. En outre, des études récentes ont été menées sur le récepteur 

inhibiteur TIGIT (39). Son expression sur les LT CD8+ a été retrouvée augmentée en cas de 

rechute de MM tout en étant associée à une altération quantitative et fonctionnelle des LT 

CD8+. Les premiers résultats concernant l’utilisation d'anticorps monoclonaux anti-TIGIT 

dans le MM sont également encourageant puisque que celle-ci est associée à une restauration 

des fonctions effectrices des LT CD8+ et une diminution de l’Ig monoclonale (40). Il 

semblerait donc intéressant d’évaluer l’expression et l’impact de TIGIT sur les populations de 

LT CD8+ mémoires et innées. 

 

Ce projet a permis d’étudier pour la première fois et de manière concomitante les 

lymphocytes iNKT et les LT CD8+ innés à différents stades de gammapathies monoclonales 

et en cas de traitement. Il s’agissait d’un travail prospectif et descriptif mené sur 33 patients. 

Compte tenu du faible effectif de patient, certains résultats manquent de significativité. Il sera 

donc nécessaire de poursuivre ce travail et d’étoffer notre cohorte avant de pouvoir tirer des 

conclusions définitives. Néanmoins, ces premiers résultats permettent d’entrevoir des pistes 

de réflexion dans le but de mieux comprendre la physiopathologie des gammapathies 

monoclonales.  

De nombreuses perspectives s’ouvrent afin de faire suite à ce projet et un certain nombre 

d’analyses complémentaires se dessinent. 

Tout d’abord et du fait d’un effectif trop faible nous n’avons pas pu travailler sur des 

échantillons de patients suivis pour un sMM. Or, le stade de myélome indolent constitue une 

étape cruciale dans l’évolution du stade MGUS au stade MM symptomatique. En ce sens 
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l’étude des populations lymphocytaires T innées chez ces patients pourraient s’avérer 

extrêmement informative. 

D’autre part, et depuis quelques années, l’essor des immunothérapies (immunomodulateurs, 

anticorps anti-CD38, CAR T cells, BITEs…) a considérablement modifié la prise en charge 

des patients atteints de MM. Etant donnée le faible effectif de notre population, il n’a pas été 

possible de réaliser une analyse statistique fiable concernant l’impact de ces immunothérapies 

sur nos populations d’intérêt. En effet, certains de ces traitements sont très peu représentées 

au sein de notre cohorte puisque seul 2 patients ont reçu du Daratumumab et aucun patient n’a 

bénéficié d’injection de CAR T cells ou de BITEs. Néanmoins, lorsque l’on s’intéresse aux 

patients traités par Lenalidomide ou par anticorps anti-CD38, nous avons le sentiment qu’il 

existe des variations phénotypiques, en particulier concernant les lymphocytes iNKT.  Nous 

pouvons supposer que ces nouveaux traitements peuvent influencer de manière non 

négligeable le microenvironnement tumoral et le système immunitaire. En ce sens, il semble 

nécessaire de documenter nos populations d’intérêt (lymphocytes iNKT et LT CD8+ innés) 

après utilisation de ces immunothérapies innovantes. 

Enfin, il serait intéressant, voire indispensable, de rechercher et étudier les lymphocytes iNKT 

et les LT CD8+ innés dans le compartiment médullaire. En effet, le MM est avant tout une 

maladie de la moelle osseuse et il semble donc indispensable d’étudier ce compartiment afin 

d’évaluer si nos observations sur sang périphérique reflètent le fonctionnement de la niche 

tumorale. Les premières analyses que nous avons menées sur la moelle osseuse en cas de MM 

nous ont permis d’identifier une population de LT CD8+ Eomes+ KIRs+ au niveau 

médullaire mais ces résultats demandent à être étoffés par une étude dédiée. 
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CONCLUSION  

 
Cette étude a permis de décrire pour la première fois le rôle des lymphocytes T CD8+ innés et 

des lymphocytes iNKT dans l’évolution des gammapathies monoclonales.  

Nos résultats suggèrent l’implication de ces deux populations cellulaires dans les 

remaniements immunitaires liés aux gammapathies monoclonales et ce dès le stade MGUS.  

En cas de gammapathie monoclonale, les lymphocytes iNKT semblent altérés sur le plan 

quantitatif et phénotypique avec en particulier une perte partielle du compartiment DN.  

S’agissant des LT CD8+ innés, ils semblent augmentés en cas de MGUS et de diagnostic de 

MM et non modifiés en cas de rechute et de RC par rapport aux donneurs sains. Quel que soit 

le stade de gammapathie monoclonale, il n’existe a priori ni déficit fonctionnel ni altération 

des capacités cytotoxiques des LT CD8+ innés.  

A la différence de ce qui a pu être décrit dans d’autres modèles d’hémopathies malignes 

(exemple de la LMC), les LT CD8+ innés et les lymphocytes iNKT semblent intervenir 

indépendamment dans l’évolution des gammapathies monoclonales.  

De fait, les variations quantitatives observées au sein des LT CD8+ innés semblent davantage 

liées à une reprogrammation des LT CD8+ mémoire qu’à l’existence d’un axe lymphocyte 

iNKT/LT CD8+innés. Cette reprogrammation semble se faire aux dépends des LT CD8+ 

naïfs et au profit des autres compartiments de LT CD8+ mémoires selon une répartition 

hétérogène qui varie en fonction du stade de la gammapathie monoclonale.  

 

Notre étude n’apporte pas toutes les réponses notamment concernant les mécanismes par 

lesquels ces populations interviennent dans l’évolution des gammapathies monoclonales et les 

étapes auxquelles elles participent. De nombreuses questions restent en attente et des analyses 

complémentaires seront nécessaires pour y répondre : analyse du stade sMM, évaluation de 

l’impact des immunothérapies, évaluation de la niche tumorale médullaire…
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ANNEXES 
 
 

 
Figure 16. Score ISS, Greip et al, JCO 2005 

 
 

 
Figure 17. Score R-ISS, Palumbo et al, JCO 2015 

Validation of the New Staging System (ISS) in the
Remaining Half of Patients (Validation Sample)

The ISS system was applied to the remaining patients,
who constituted half of the whole sample. The discrimina-
tion and survival durations were almost identical (stage I, 62
months; stage II, 44 months; and stage III, 29 months) to the
training sample (Fig 1 and Table 2).

Because the training and validation samples had almost
identical outcome, the two patient populations were com-
bined into a single group for further analysis. It is important
to note that serum albumin added consistent prognostic dis-
crimination versus S!2M alone. Thus, of the 3,157 patients
with a low S!2M less than 3.5 mg/L, 1,020 (32% of these
patients; 12.5% of the total population) were classified as stage
II because of a low albumin less than 3.5 mg/L. On analyzing

the characteristics of patients according to the new ISS, we
observed that the more advanced the stage, the higher was the
proportion of patients with advanced age, anemia (hemoglo-
bin ! 10 g/dL), thrombocytopenia (platelet count ! 130,000/
"L), high bone marrow infiltration, and poor performance
status (Table 3). The frequency of patients with advanced DS
stage III (A or B) progressively increased from stage ISS I
(38%) to stage ISS II (54%) and stage ISS III (70%) categories.
For DS stage IIIB, all patients (100%) were ISS stage III.

As an adjunct to the new staging system, a search was
undertaken to identify simple predictors of very poor prog-
nosis (eg, overall survival ! 12 months). A type of forward
stepwise regression analysis was performed to identify fac-
tors associated with very poor risk, as noted in Patients and
Methods.28 This technique is called extreme regression.
Using this technique, four factors emerged as being helpful
in identifying very poor risk patients; these factors were
S!2M more than 10 mg/L, serum creatinine more than 4
mg/dL, serum albumin less than 2.5 g/dL, and platelet count
less than 130,000/"L. It was possible to fit several different
models with this regression technique. With all of the mod-
els, the very poor risk group was approximately 5% of the
total population. Although significant P values of less than
.0001 were obtained, it must be noted that the worst median
overall survival time for a poor risk group was 17 months.
Thus, there was somewhat limited ability to accurately pre-
dict very poor survival with these routine test parameters.
Half of the patients had a survival time of more than 17
months and did not fall into the less than 12 months very
poor risk group that was being sought.

Cytogenetic data (Table 3) were available in a subset of
390 patients. No strong correlations with stage were ob-
served. The translocation t(4;14) occurred with a lower
incidence (P " .035) in stage I patients than in stage II and
III patients (6% v 16% and 11%, respectively). Although
there was a slight trend for less frequent complex karyotypic
abnormalities, deletion 13 by FISH and deletion 13 by cy-
togenetics in stage I disease, these trends were not statisti-
cally significant (P " .075 and P " .162, respectively).
Considering the impact of cytogenetic abnormalities over-
all, patients with and without cytogenetic abnormalities of
any type were compared. The median overall survival for
the 113 patients with cytogenetic abnormalities was 42
months v 69 months for the 277 patients with no cytoge-
netic abnormalities. The P value for no cytogenetic abnor-
malities versus cytogenetic abnormalities is P " .03.

Other Assessments of the New ISS System
Geographic region. In proposing an international

system, it was important to validate the system by geo-
graphic region. As illustrated in Figure 2, there was compara-
ble utility in patients from North America, Europe, and Asia.
Discriminatory efficacy was also excellent comparing individ-
ual institutions versus cooperative groups (data not shown).

Table 2. New International Staging System

Stage Criteria

Median
Survival
(months)

I Serum !2-microglobulin ! 3.5 mg/L 62
Serum albumin # 3.5 g/dL

II Not stage I or III! 44
III Serum !2-microglobulin # 5.5 mg/L 29

!There are two categories for stage II: serum !2-microglobulin ! 3.5
mg/L but serum albumin ! 3.5 g/dL; or serum !2-microglobulin 3.5 to
! 5.5 mg/L irrespective of the serum albumin level.

Fig 1. Training versus validation datasets. ISS, International Staging Sys-
tem. A is training dataset; B is validation dataset.
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Serum lactate dehydrogenase (LDH) is another relevant bio-
marker in MM. LDH level above the upper limit of normal denotes
an increased disease aggressiveness and suggests high proliferation
rate and/or the presence of tumor mass, in particular extramedul-
lary and extraosseous disease.5-9 Studies performed before the
availability of novel agents showed that high LDH levels were
associated with shorter OS.5 Also in the era of novel agents, LDH
confirmed its impact on survival.6

To improve the predictive value of these risk factors evaluated per
se, different combinations have been tested. Several studies that com-
bined ISS stage and CA [mainly translocation t(4;14) and del(17p)]
identified the following three risk categories: a low-risk group with a
5-year OS rate of a 60% to 70%; an intermediate-risk group with a
5-year OS rate of 40% to 60%; and a high-risk group with a 5-year OS
rate of 15% to 40%.10-12 Another study that combined ISS, CA, and
LDH data defined four risk categories. In the very low–risk category,
the 2-year OS rate was 93%; by contrast, in the very high–risk category,
the 2-year OS rate was 55%, (Appendix Table A1, online only).13

These data strongly suggest the need for combining these prog-
nostic factors to better stratify patients into homogeneous survival
subgroups. Most of the data currently available were obtained in
young patients who received autologous stem-cell transplantation
(ASCT), with limited evaluation in elderly patients and patients inel-
igible for high-dose therapy. Here, we propose a simple model includ-
ing ISS, CA, and LDH data to define subgroups of patients with
different prognosis to better allow stratifications on clinical trials and
data comparisons across studies. We assessed this new algorithm, the
revised ISS (R-ISS), in 3,060 young and elderly patients with NDMM.

PATIENTS AND METHODS

Patients
A total of 4,445 patients with NDMM were enrolled onto 11 interna-

tional, multicenter clinical trials, from 2005 to 2012 (Appendix Table A2,
online only). The results of these trials were previously reported (Clinical
Trials.gov identifiers: NCT01346787, NCTC00551928, NCT01091831,
NCT01093196, NCT01190787, NCT01063179, NCT01134484, NCT00461747,
NCT00200681; Eudract: 2005-004714-32; Netherlands Trial Register:
NTR213).14-24 Patients gave written informed consent before entering the source
trials, which were performed in accordance with the Declaration of Helsinki.

All patients received new drugs (immunomodulatory agents [IMIDs] or
proteasome inhibitors [PIs]) in association with conventional chemotherapy
as up-front treatment or incorporated into pretransplantation induction or
post-transplantation maintenance strategies, except for the patients enrolled
onto the Intergroupe Français du Myélome 2005-01 trial who were randomly
assigned to vincristine, doxorubicin, and dexamethasone (VAD) induction
and to VAD plus dexamethasone, cyclophosphamide, etoposide, and cisplatin
before ASCT (Appendix Table A3, online only).

Baseline data collected included the following: age, sex, ISS stage, CA
detected by iFISH, and serum LDH level. Data about ISS stage, CA by FISH,
and serum LDH were simultaneously available in 3,060 of 4,445 patients. The
primary end point was OS, defined as the time from start of treatment until
death as a result of any cause or until the last date the patient was known to be
alive. The secondary end point was progression-free survival (PFS), defined as
the time from start of treatment until progression or death as a result of any
cause or until the last date the patient was known to be progression free.

ISS, CA, and LDH Analyses
ISS stage I was defined as serum !2-microglobulin level less than 3.5

mg/L and serum albumin level " 3.5 g/dL. ISS stage II included all patients

with neither stage I nor stage III disease. ISS stage III was defined as serum
!2-microglobulin level " 5.5 mg/L, irrespective of serum albumin level.2

Bone marrow plasma cells (BMPCs) for iFISH analyses were enriched
using anti-CD138–coated magnetic MicroBeads and AutoMACS Pro Sepa-
rator (Miltenyi Biotech, San Diego, CA) following manufacturer’s instruc-
tions. BMPCs were then fixed in Carnoy’s solution and stored at !20°C. Slides
for iFISH were prepared using probes purchased from Cytocell (Cambridge,
United Kingdom), Kreatech (Buffalo Grove, IL), and Vysis (Des Plaines, IL),
according to manufacturer’s instructions. The routine panel included baseline
evaluation of del(13), del(17p), and immunoglobulin H translocations. Nuclei
were analyzed using a fluorescent light microscope. One hundred to 200
BMPC nuclei from each sample were scored. Del(17p), translocation t(4;
14), and translocation t(14;16) detected by iFISH were considered high-
risk CA. Patients were considered positive for a given CA when it was
present in a percentage higher than the cutoff threshold, defined by each
local laboratory. Details of interlaboratory variability are reported in the
Appendix (online only).

Serum LDH level was recorded at baseline and classified as normal or
high according to the local laboratory definition of normal range. High LDH
was defined as a serum level greater than the upper limit of normal range;
normal LDH was defined as a serum level less than the upper limit of normal
(Table 1).

Statistical Analysis
An explorative analysis of the 3,060 patients for whom ISS, CA, and LDH

data were simultaneously available was conducted. K-adaptive partitioning,25

dedicated to censored survival data (minimax-based partitioning rule by log-
rank test), was used for ISS/CA/LDH grouping; this routine gave an optimal
number of three subgroups (R-ISS I, II, and III). The OS and PFS curves were
estimated using the Kaplan-Meier method and compared using the log-rank
test. OS and PFS were then analyzed through the Cox proportional hazards
model, comparing the following risk factors by the Wald test: age at diagnosis
(# v " 65 years), sex (male v female), iFISH (high-risk v standard-risk CA),
LDH (high v normal), ISS stage (II v I and III v I), and R-ISS grouping as
defined by the recursive partitioning procedure. The effects of the baseline
features (age, sex, and R-ISS) were also assessed by the multivariable Cox

Table 1. Standard Risk Factors for MM and the R-ISS

Prognostic Factor Criteria

ISS stage
I Serum !2-microglobulin # 3.5 mg/L, serum

albumin " 3.5 g/dL
II Not ISS stage I or III
III Serum !2-microglobulin " 5.5 mg/L

CA by iFISH
High risk Presence of del(17p) and/or translocation

t(4;14) and/or translocation t(14;16)
Standard risk No high-risk CA

LDH
Normal Serum LDH # the upper limit of normal
High Serum LDH " the upper limit of normal

A new model for risk
stratification for MM

R-ISS stage
I ISS stage I and standard-risk CA by iFISH

and normal LDH
II Not R-ISS stage I or III
III ISS stage III and either high-risk CA by iFISH

or high LDH

Abbreviations: CA, chromosomal abnormalities; iFISH, interphase fluores-
cent in situ hybridization; ISS, International Staging System; LDH, lactate
dehydrogenase; MM, multiple myeloma; R-ISS, revised International
Staging System.
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Fonction Anticorps Fluorochrome Référence Fournisseur Localisation 

LT CD8 innés 

TCRab BV421 306722 BioLegend Membranaire 
TCRab BV510 306734 BioLegend Membranaire 

CD8 PeCy7 557746 BD 
Biosciences Membranaire 

NKG2A PE 130113566 Miltenyi Membranaire 
KIR2D PE 130092688 Miltenyi Membranaire 

KIR3DL1-DL2 PE 130095205 Miltenyi Membranaire 
Eomes eFluor660 50487742 eBioscience Intracellulaire 
Eomes PerCp eF710 46487742 eBioscience Intracellulaire 

Phénotype 
mémoire 

CD45RA BV510 304142 BioLegend Membranaire 
CCR7 PerCPCy5.5 353220 BioLegend Membranaire 
CD57 FITC 322306 BioLegend Membranaire 

Fonction 
cytotoxique 

Perforine FITC 556577 BD 
Biosciences Intracellulaire 

IFN𝛾 AF488 502515 BioLegend Intracellulaire 

Marqueurs 
d'exhaustion 

PD1 APC 329908 BioLegend Membranaire 

TIM3 BV421 565563 BD 
Biosciences Membranaire 

Lymphocytes 
iNKT 

TCR Vα24-Jα18 
(6B11) APC 342908 BioLegend Membranaire 

CD3 BV421 300434 BioLegend Membranaire 
PLZF PE 12932082 eBioscience Intracellulaire 
CD4 FITC 300506 BioLegend Membranaire 

CD8 PeCy7 557746 BD 
Pharmingen Membranaire 

Marqueurs NK 
CD161 PerCPCy5.5 339908 BioLegend Membranaire 
CD56 BV510 563041 BioLegend Membranaire 

Tableau 6. Liste des anticorps utilisés pour immunomarquage. 

 
 

Panel iNKT Panel LT CD8+ innés 
(1) 

Panel LT CD8+ innés 
(2) 

Panel LT CD8+ innés 
(3) 

Zombi NIR en APC-
Cy7 

Zombi NIR en APC-
Cy7 

Zombi NIR en APC-
Cy7 

Zombi NIR en APC-
Cy7 

CD3 en BV421 TCRab en BV421 TCRab en BV510 TCRab en BV421 
6B11 en APC CD8 en PeCy7 CD8 en PeCy7 CD8 en PeCy7 
CD4 en FITC Kirs en PE Kirs en PE Kirs en PE 
CD8 en PeCy7 CD45RA en BV410 PD-1 en APC CD45RA en BV410 

CD161 en PerCpCy5.5 CCR7 en PerCpCy5.5 TIM3 en BV421 CCR7 en PerCpCy5.5 
CD56 en BV510 CD57 en FITC Perforine en FITC IFNg en AF488 

PLZF en PE Eomes en ef660 Eomes en PerCPeF710 Eomes en ef660 
Tableau 7. Description des 4 panels d’anticorps utilisés pour l’immunomarquage. 
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Figure 18. Exemple de marquage de PD-1 (A), TIM3 (B), Perforine (C) et IFNg (D) en cytométrie en 
flux 

 
 

%
 L

T 
CD

8+
 in

né
s

A B

CD
TIM3

FS
C-

A

PD-1

Perforine

FS
C-

A

IFNg

FS
C-

A



 

 45 

RESUME 
 
Introduction. Les gammapathies monoclonales sont un groupe de maladies caractérisées par 

la prolifération médullaire de plasmocytes tumoraux et au sein desquelles il existe un 

continuum évolutif qui s’étend d’un stade précancéreux ou MGUS (monoclonal gammopathy 

of undetermined signifiance) au stade cancer ou myélome multiple (MM). Dans cette étude 

nous rapportons les résultats concernant deux populations lymphocytaires T innées : les 

lymphocytes iNKT et les lymphocyte T (LT) CD8+ innés. 

Matériel et méthode. Ce travail porte sur 33 patients : 9 MGUS, 8 MM au diagnostic 

(NDMM), 8 MM en rechute, 8 patients en réponse complète (ou RC) et 18 donneurs sains 

(DS). Nos populations sont identifiées après immunomarquage et analyse en cytométrie en 

flux. 

Résultats. L’âge médian de la cohorte est de 65 ans (41 – 90) avec un sexe ratio H/F à 1,2. 

Concernant les lymphocytes iNKT, leur fréquence a tendance à diminuer dans tous les sous-

groupes de gammapathies monoclonales, dès le stade MGUS. D’autre part, la proportion de 

lymphocytes iNKT double négatif (DN) semble également diminuée dans les sous-groupes 

MGUS (29,97 ± 7,58% ; p=0,0072), NDMM (45,99 ± 7,82%), rechute (42,6 ± 6,52%) et RC 

(38,08 ± 7,65% ; p=0,0921) par rapport au groupe DS (67,9 ± 5,55%). S’agissant des 

lymphocytes T CD8+ innés, nous observons, dans les sous-groupes MGUS et NDMM, une 

augmentation de leur fréquence (respectivement 14,59 ± 3,11% ; p=0,0517 et 15,22  ± 

2,43% ; p=0,0168)) par rapport aux DS (5,51 ± 1,24%). Au sein de ces mêmes sous-groupes, 

il semble que la proportion de LT CD8+ innés exprimant le phénotype mémoire EMRA 

(CD45RA+ CCR7- CD57+) soit augmentée (respectivement 66,72 ± 5,71% et 65,47 ± 

8,72%) en comparaison avec les DS (48,53 ± 4,99%). Parallèlement, nous observons une 

diminution des LT CD8+ naïfs en cas de NDMM (20,63 ± 4,29%), de rechute (17,04 ± 

5,61%) et de RC (8,25 ± 4,35%) par rapport au MGUS (35,95 ± 5,33%) et aux DS. 

Conclusion. En cas de gammapathie monoclonale, les lymphocytes iNKT semblent altérés 

sur le plan quantitatif et phénotypique avec en particulier une perte partielle du compartiment 

DN. S’agissant des LT CD8+ innés, ils ont tendance à être augmentés en cas de MGUS et de 

NDMM sans déficit fonctionnel. Ces anomalies semblent s’inscrire dans une 

reprogrammation globale des LT CD8+ mémoires aux dépens des LT naïfs. 

 

Mots clés :  lymphocytes TCRab innés, lymphocytes iNKT, lymphocytes T CD8+ innés, 

gammapathie monoclonale, myélome multiple. 
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En présence des Maîtres de cette école, de mes chers condisciples et 
devant l'effigie d'Hippocrate, je promets et je jure d'être fidèle aux lois de 
l'honneur et de la probité dans l'exercice de la médecine. Je donnerai mes soins 
gratuits à l'indigent et n'exigerai jamais un salaire au-dessus de mon travail. 
Admis dans l'intérieur des maisons mes yeux ne verront pas ce qui s'y passe ; ma 
langue taira les secrets qui me seront confiés, et mon état ne servira pas à 
corrompre les mœurs ni à favoriser le crime. Respectueux et reconnaissant 
envers mes Maîtres, je rendrai à leurs enfants l'instruction que j'ai reçue de leurs 
pères. 
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! Que je sois couvert d'opprobre et méprisé de mes confrères si j'y manque ! 

 
 
 
 
 

Ë±Ë±Ë 
 

 

 

 

 


