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INTRODUCTION 

 
Le myélome multiple (MM),
caractérisé par l’accumulation d’un clone de plasmocytes tumoraux ainsi que par une 
sécrétion excessive d’immunoglobuline monoclonale dans la circulation sanguine. Cette 
accumulation plasmocytaire se localise principalement au sein de la moelle osseuse même 
s’il existe des localisations extramédullaires. 
Le diagnostic repose sur un faisceau d’arguments cliniques et biologiques bien définis tels 
que la présence d’une infiltration plasmocytaire au sein de la moelle osseuse, la présence 
d’une immunoglobuline monoclonale plasmatique 
altération de la fonction rénale et l’identification de lésions osseuses. Ces derniers sont aussi 
utilisés pour établir des classifications pronostiques de la maladie afin d’adapter la prise en 
charge du patient. Parmi celles
1975 puis l’International Staging System mise en place en 2005. Plus récemment, des 
mutations ont été identifiées de façon plus ou moins fréquente. Elles peuvent avoir une 
valeur pronostique et prédictive sur la sensibilité aux traitements.
La prise en charge thérapeutique dépend de l’âge des patients. Le
(moins de 65 ans) sont éligibles à l’autogreffe de cellules souches hématopoïétiques 
associée à des cycles d’induction et de consolidation. Les plus âgés bénéficient quant eux 
de l’association de deux ou trois chimiothérapies. Le bort
(thalidomide, lenalidomide) et les corticoïdes constituent aujourd’hui les molécules de base 
de la plupart des associations. Ces derniers ont 
patients. Cependant, le myélome reste à ce jour
nouvelles molécules sont en cours d’évaluation et suscitent de nombreux espoirs.
La connaissance et la compréhension de la maladie passe aussi par l’étude approfondie du 
microenvironnement tumoral appelé aussi 
complexe constitué d’un compartiment non cellulaire formant la matrice extracellulaire à 
laquelle adhèrent les cellules tumorales et d’un compartiment cellulaire où l’on des trouve 
des cellules hématopoïétiques (macrophages, lymphocytes) et non hématopoïétiques 
(cellules souches mésenchymateuses
tumoral est le siège d’un grand nombre d’interactions entre les plasmocytes tumoraux et les 
MSCs. Celles-ci se font de manière directe grâce à des molécules d’adhésion (VCAM, ICAM, 
LFA1, VLA4) ou indirecte via la sécrétion de diverses cytokines (IL
dialogue entre ces deux populations cellulaires favorise la croissance, la dissémination 
tumorale, la néoangiogénèse mais aussi l’émergence de résistances aux traitements. Le 
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, deuxième hémopathie maligne derrière le lymphome
lation d’un clone de plasmocytes tumoraux ainsi que par une 

sécrétion excessive d’immunoglobuline monoclonale dans la circulation sanguine. Cette 
accumulation plasmocytaire se localise principalement au sein de la moelle osseuse même 

sations extramédullaires.  
Le diagnostic repose sur un faisceau d’arguments cliniques et biologiques bien définis tels 
que la présence d’une infiltration plasmocytaire au sein de la moelle osseuse, la présence 
d’une immunoglobuline monoclonale plasmatique et/ou urinaire, l’anémie, la calcémie, une 
altération de la fonction rénale et l’identification de lésions osseuses. Ces derniers sont aussi 
utilisés pour établir des classifications pronostiques de la maladie afin d’adapter la prise en 

Parmi celles-ci, on trouve la classification de Durie et Salmon établie en 
1975 puis l’International Staging System mise en place en 2005. Plus récemment, des 
mutations ont été identifiées de façon plus ou moins fréquente. Elles peuvent avoir une 

onostique et prédictive sur la sensibilité aux traitements. 
La prise en charge thérapeutique dépend de l’âge des patients. Les plus jeunes d’entre eux 
(moins de 65 ans) sont éligibles à l’autogreffe de cellules souches hématopoïétiques 

s d’induction et de consolidation. Les plus âgés bénéficient quant eux 
de l’association de deux ou trois chimiothérapies. Le bortezomib, les immunomodulateurs 
(thalidomide, lenalidomide) et les corticoïdes constituent aujourd’hui les molécules de base 
de la plupart des associations. Ces derniers ont permis de révolutionner la survie des 
patients. Cependant, le myélome reste à ce jour une pathologie incurable. Actuellement, de 
nouvelles molécules sont en cours d’évaluation et suscitent de nombreux espoirs.
La connaissance et la compréhension de la maladie passe aussi par l’étude approfondie du 
microenvironnement tumoral appelé aussi stroma ou niche. En effet, celui
complexe constitué d’un compartiment non cellulaire formant la matrice extracellulaire à 
laquelle adhèrent les cellules tumorales et d’un compartiment cellulaire où l’on des trouve 

ques (macrophages, lymphocytes) et non hématopoïétiques 
(cellules souches mésenchymateuses (MSCs), fibroblastes, ostéoblastes…). Le stroma 
tumoral est le siège d’un grand nombre d’interactions entre les plasmocytes tumoraux et les 

e manière directe grâce à des molécules d’adhésion (VCAM, ICAM, 
LFA1, VLA4) ou indirecte via la sécrétion de diverses cytokines (IL-6, IGF
dialogue entre ces deux populations cellulaires favorise la croissance, la dissémination 

néoangiogénèse mais aussi l’émergence de résistances aux traitements. Le 
 19 

deuxième hémopathie maligne derrière le lymphome, est 
lation d’un clone de plasmocytes tumoraux ainsi que par une 

sécrétion excessive d’immunoglobuline monoclonale dans la circulation sanguine. Cette 
accumulation plasmocytaire se localise principalement au sein de la moelle osseuse même 

Le diagnostic repose sur un faisceau d’arguments cliniques et biologiques bien définis tels 
que la présence d’une infiltration plasmocytaire au sein de la moelle osseuse, la présence 

et/ou urinaire, l’anémie, la calcémie, une 
altération de la fonction rénale et l’identification de lésions osseuses. Ces derniers sont aussi 
utilisés pour établir des classifications pronostiques de la maladie afin d’adapter la prise en 

ci, on trouve la classification de Durie et Salmon établie en 
1975 puis l’International Staging System mise en place en 2005. Plus récemment, des 
mutations ont été identifiées de façon plus ou moins fréquente. Elles peuvent avoir une 

plus jeunes d’entre eux 
(moins de 65 ans) sont éligibles à l’autogreffe de cellules souches hématopoïétiques 

s d’induction et de consolidation. Les plus âgés bénéficient quant eux 
zomib, les immunomodulateurs 

(thalidomide, lenalidomide) et les corticoïdes constituent aujourd’hui les molécules de base 
de révolutionner la survie des 

une pathologie incurable. Actuellement, de 
nouvelles molécules sont en cours d’évaluation et suscitent de nombreux espoirs. 
La connaissance et la compréhension de la maladie passe aussi par l’étude approfondie du 

stroma ou niche. En effet, celui-ci est un milieu 
complexe constitué d’un compartiment non cellulaire formant la matrice extracellulaire à 
laquelle adhèrent les cellules tumorales et d’un compartiment cellulaire où l’on des trouve 

ques (macrophages, lymphocytes) et non hématopoïétiques 
, fibroblastes, ostéoblastes…). Le stroma 

tumoral est le siège d’un grand nombre d’interactions entre les plasmocytes tumoraux et les 
e manière directe grâce à des molécules d’adhésion (VCAM, ICAM, 

6, IGF-β, GDF-15…). Le 
dialogue entre ces deux populations cellulaires favorise la croissance, la dissémination 

néoangiogénèse mais aussi l’émergence de résistances aux traitements. Le 
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microenvironnement est ainsi un acteur essentiel dans la physiopathologie et l’étude de 
celui-ci est un enjeu important
nouvelles cibles thérapeutiques. Celle
grâce à des techniques d’imagerie métabolique 
visualisation de celui-ci à l’heure actuelle. L’imagerie nucléaire, méthode sensible
une détection quantitative d’un faible nombre de cellules. De plus, il s’agit d’une technique 
utilisée en clinique et donc facilement transposable pour une éventuelle utilisation chez 
l’homme. L’utilisation de celle
sein des MSCs. Ceci implique de
capter spécifiquement le radioisotope injecté. Le gène NIS (Sodium Iodide Symporter) est 
impliqué dans la captation de l’iode par les c
de ces isotopes radioactifs et peut donc être utilisé sur les MSCs. Des vecteurs viraux 
permettant de transduire le transgène de façon stable et reproductible doivent être utilisés 
afin d’induire l’expression de NIS chez les MSCs. 
Le but de ce travail était donc de mettre au point une méthode d’imagerie 
microenvironnement par TEMP/CT
radiomarquage des MSCs après modification génique de celles
capables de séquestrer spécifiquement le radiotraceur injecté. 
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microenvironnement est ainsi un acteur essentiel dans la physiopathologie et l’étude de 
important pour la compréhension de la maladie et le développement de 

velles cibles thérapeutiques. Celle-ci passe notamment par la visualisation des MSCs 
grâce à des techniques d’imagerie métabolique in-vivo. Or, aucune méthode ne permet la 

ci à l’heure actuelle. L’imagerie nucléaire, méthode sensible
une détection quantitative d’un faible nombre de cellules. De plus, il s’agit d’une technique 
utilisée en clinique et donc facilement transposable pour une éventuelle utilisation chez 
l’homme. L’utilisation de celle-ci nécessite une accumulation spécifique d’un radioisotope au 
sein des MSCs. Ceci implique de les modifier génétiquement afin de les rendre capables de 
capter spécifiquement le radioisotope injecté. Le gène NIS (Sodium Iodide Symporter) est 
impliqué dans la captation de l’iode par les cellules thyroïdiennes. Il permet aussi la captation 
de ces isotopes radioactifs et peut donc être utilisé sur les MSCs. Des vecteurs viraux 
permettant de transduire le transgène de façon stable et reproductible doivent être utilisés 

sion de NIS chez les MSCs.  
Le but de ce travail était donc de mettre au point une méthode d’imagerie 
microenvironnement par TEMP/CT chez le petit animal. Celle-ci a été réalisée par 
radiomarquage des MSCs après modification génique de celles-ci afin de les rendre 
capables de séquestrer spécifiquement le radiotraceur injecté.  
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. Or, aucune méthode ne permet la 

ci à l’heure actuelle. L’imagerie nucléaire, méthode sensible, permet 
une détection quantitative d’un faible nombre de cellules. De plus, il s’agit d’une technique 
utilisée en clinique et donc facilement transposable pour une éventuelle utilisation chez 

pécifique d’un radioisotope au 
modifier génétiquement afin de les rendre capables de 

capter spécifiquement le radioisotope injecté. Le gène NIS (Sodium Iodide Symporter) est 
ellules thyroïdiennes. Il permet aussi la captation 

de ces isotopes radioactifs et peut donc être utilisé sur les MSCs. Des vecteurs viraux 
permettant de transduire le transgène de façon stable et reproductible doivent être utilisés 

Le but de ce travail était donc de mettre au point une méthode d’imagerie in-vivo du 
ci a été réalisée par 

afin de les rendre 
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1ere PARTIE : RAPPELS SUR

I. La lymphopoïèse B
Le plasmocyte est le stade terminal de la lymphopoïèse B. Il correspond, avec le lymphocyte 
B mémoire, à l’aboutissement d’un long processus de différenciation de cellules 
progénétrices immatures en cellules effectrices matures. Il constitue le support de la réponse 
immunitaire humorale spécifique par sa production et sa sécrétion d’immunoglobulines (Ig).

1) Les molécules de la 
Différentes molécules caractérisent l’ensemble des cellules de la lignée B et jouent des rôles 
variés. 
Le B Cell Receptor (BCR) est un ensemble moléculaire essentiel dans la reconnaissance de 
l’antigène. Il est composé : 

 D’une immunoglobuline (Ig).
 Des CD79a et CD79b aussi appelés Ig

partie intracytoplasmique initie la transduction du signal lorsque l’antigène se fixe sur 
l’Ig. Celles-ci sont présentes à tous les stades de d
et chez tous les lymphocytes B matures

Certaines molécules sont pré
le CD22, molécules stabilisatrices du BCR, impliquées dans la transduction du signal et 
régulateur négatif du BCR (Figure 1).
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La lymphopoïèse B 
Le plasmocyte est le stade terminal de la lymphopoïèse B. Il correspond, avec le lymphocyte 

, à l’aboutissement d’un long processus de différenciation de cellules 
progénétrices immatures en cellules effectrices matures. Il constitue le support de la réponse 
immunitaire humorale spécifique par sa production et sa sécrétion d’immunoglobulines (Ig).

Les molécules de la lignée lymphoïde B. 
Différentes molécules caractérisent l’ensemble des cellules de la lignée B et jouent des rôles 

Le B Cell Receptor (BCR) est un ensemble moléculaire essentiel dans la reconnaissance de 

D’une immunoglobuline (Ig). 
79a et CD79b aussi appelés Igα/Igβ. Ce sont des phosphoprot

partie intracytoplasmique initie la transduction du signal lorsque l’antigène se fixe sur 
ci sont présentes à tous les stades de différenciation des lymphocytes B 

et chez tous les lymphocytes B matures (1). 
Certaines molécules sont présentes à tous les stades de différenciation comme
le CD22, molécules stabilisatrices du BCR, impliquées dans la transduction du signal et 
régulateur négatif du BCR (Figure 1). 
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Le plasmocyte est le stade terminal de la lymphopoïèse B. Il correspond, avec le lymphocyte 
, à l’aboutissement d’un long processus de différenciation de cellules 

progénétrices immatures en cellules effectrices matures. Il constitue le support de la réponse 
immunitaire humorale spécifique par sa production et sa sécrétion d’immunoglobulines (Ig). 

Différentes molécules caractérisent l’ensemble des cellules de la lignée B et jouent des rôles 

Le B Cell Receptor (BCR) est un ensemble moléculaire essentiel dans la reconnaissance de 

α/Igβ. Ce sont des phosphoprotéines dont la 
partie intracytoplasmique initie la transduction du signal lorsque l’antigène se fixe sur 

ifférenciation des lymphocytes B 

sentes à tous les stades de différenciation comme le CD19, et 
le CD22, molécules stabilisatrices du BCR, impliquées dans la transduction du signal et 
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Lydyard et al.2002 (2) 

Figure 1 : Complexe moléculaire du BCR et autres molécules retrouvées à la surface des cellules B.
 

2) Phases intra-médullaires.
Le point de départ de la lymphopoïèse B est une cellule souche pluripotente commune aux 
différentes lignées lymphoïdes B, T et NK. Celle
au sein de la moelle osseuse sous l’influence de cytokines comme les SCF (Ste
Factor) et l’IL-3. Cette cellule passe par différents stades de maturation dont chacun est 
caractérisé par l’apparition de nouvelles molécules. On retrouve ainsi successivement les 
lymphocytes pro B, pré B, B immature et B mature
Le lymphocyte pro-B se caractérise par la synthèse d’une chaîne lourde µ d’Ig dans le 
cytoplasme. Ensuite, des réarrangements au niveau des gènes de ces chaînes lourdes 
surviennent. Deux chaînes µ recombinées se lient à deux pseudo chaînes légères 
former le pré-BCR membranaire (Figure 2), caractéristique des cellules pré
BCR ainsi formé se retrouve ensuite associée à des hétéro
CD79a/CD79b. Il transmet ensuite
chaînes lourdes pour les protéger de l’apoptose
Les cellules ainsi générées présentent à leur surface une IgM intervenant dans la 
reconnaissance d’un antigène spécifique et un hétérodimère CD79a/CD79b contenant un 
motif ITAM (Immunoreceptor Tyrosine
transmission du signal immunitaire
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omplexe moléculaire du BCR et autres molécules retrouvées à la surface des cellules B.

médullaires. 
point de départ de la lymphopoïèse B est une cellule souche pluripotente commune aux 

différentes lignées lymphoïdes B, T et NK. Celle-ci se différencie en progéniteur lymphoïde B 
au sein de la moelle osseuse sous l’influence de cytokines comme les SCF (Ste

3. Cette cellule passe par différents stades de maturation dont chacun est 
caractérisé par l’apparition de nouvelles molécules. On retrouve ainsi successivement les 
lymphocytes pro B, pré B, B immature et B matures.  

B se caractérise par la synthèse d’une chaîne lourde µ d’Ig dans le 
cytoplasme. Ensuite, des réarrangements au niveau des gènes de ces chaînes lourdes 
surviennent. Deux chaînes µ recombinées se lient à deux pseudo chaînes légères 

CR membranaire (Figure 2), caractéristique des cellules pré
BCR ainsi formé se retrouve ensuite associée à des hétérodimères membranaires 

ensuite un signal de survie aux cellules ayant réarrangé leurs 
chaînes lourdes pour les protéger de l’apoptose. 
Les cellules ainsi générées présentent à leur surface une IgM intervenant dans la 

’un antigène spécifique et un hétérodimère CD79a/CD79b contenant un 
motif ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based activating motif) intervenant dans la 
transmission du signal immunitaire (1). 
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omplexe moléculaire du BCR et autres molécules retrouvées à la surface des cellules B. 

point de départ de la lymphopoïèse B est une cellule souche pluripotente commune aux 
ci se différencie en progéniteur lymphoïde B 

au sein de la moelle osseuse sous l’influence de cytokines comme les SCF (Stem Cell 
3. Cette cellule passe par différents stades de maturation dont chacun est 

caractérisé par l’apparition de nouvelles molécules. On retrouve ainsi successivement les 

B se caractérise par la synthèse d’une chaîne lourde µ d’Ig dans le 
cytoplasme. Ensuite, des réarrangements au niveau des gènes de ces chaînes lourdes 
surviennent. Deux chaînes µ recombinées se lient à deux pseudo chaînes légères ψCL pour 

CR membranaire (Figure 2), caractéristique des cellules pré-B (3,4). Le pré-
dimères membranaires 

ayant réarrangé leurs 

Les cellules ainsi générées présentent à leur surface une IgM intervenant dans la 
’un antigène spécifique et un hétérodimère CD79a/CD79b contenant un 

based activating motif) intervenant dans la 
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K. Lassoued, Immunologie Amiens (5)

Figure 2 : Maturation intra-médullaire des précurseurs des lymphocytes B
Les lymphocytes B entrent ensuite en contact avec des antigènes du soi. Ceux qui 
reconnaissent et réagissent avec
immune (6). Les autres, au contact des cellules stromales ainsi que sous l’influence de 
diverses cytokines (IL-2, IL-4, IL
lymphocytes B matures naïfs 
et ont des rôles plus spécifiques

 CD20 : canal calcique présent uniquement chez les lymph
 CD23 ou Fc ε R2. Il existe sous deux isoformes

CD23b qui est une molécule inductible sur diverses cellules (B, T, NK, PE…).
 CD10 ou CALLA (Commun Acute Lymphoid Leukemia Antigen)

stades immatures de l’immunopoïèse
 CD21 : régulateur des réponses prolifératives B, récepteur d’une fraction du 

complément. 
 CD40 : exprimé en surface dès le stade pré

lymphocytes T. 
 Molécules HLA de classe II exprimées par toutes les cellules B. Elles interviennent 

dans la présentation de l’antigène aux lymphocytes T.
Au cours des différentes phases de maturation, on observe des variations phénotypiques 
avec notamment apparition ou disparition de diverses molécules. Certaines passent d’une 
expression cytoplasmique à une localisation membranaire (Figure 3).
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(5) 

 
médullaire des précurseurs des lymphocytes B. 

Les lymphocytes B entrent ensuite en contact avec des antigènes du soi. Ceux qui 
reconnaissent et réagissent avec ces antigènes sont inactivés permettant ainsi la tolérance 

. Les autres, au contact des cellules stromales ainsi que sous l’influence de 
4, IL-5, IL-6), acquièrent une IgD de surface et forment les 
 (1). D’autres marqueurs sont présents à des stades plus tardifs 

et ont des rôles plus spécifiques : 
: canal calcique présent uniquement chez les lymphocytes B matures.
ou Fc ε R2. Il existe sous deux isoformes : CD23a, spécifique des cellules B et 

CD23b qui est une molécule inductible sur diverses cellules (B, T, NK, PE…).
CD10 ou CALLA (Commun Acute Lymphoid Leukemia Antigen) : exprimée dans les 
tades immatures de l’immunopoïèse puis à nouveau dans les centres germinatifs

: régulateur des réponses prolifératives B, récepteur d’une fraction du 

: exprimé en surface dès le stade pré-B. Son ligand CD40L est situé sur les 

Molécules HLA de classe II exprimées par toutes les cellules B. Elles interviennent 
dans la présentation de l’antigène aux lymphocytes T. 

Au cours des différentes phases de maturation, on observe des variations phénotypiques 
pparition ou disparition de diverses molécules. Certaines passent d’une 

expression cytoplasmique à une localisation membranaire (Figure 3). 
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Les lymphocytes B entrent ensuite en contact avec des antigènes du soi. Ceux qui 
ces antigènes sont inactivés permettant ainsi la tolérance 

. Les autres, au contact des cellules stromales ainsi que sous l’influence de 
6), acquièrent une IgD de surface et forment les 

. D’autres marqueurs sont présents à des stades plus tardifs 

ocytes B matures. 
: CD23a, spécifique des cellules B et 

CD23b qui est une molécule inductible sur diverses cellules (B, T, NK, PE…). 
: exprimée dans les 

puis à nouveau dans les centres germinatifs. 
: régulateur des réponses prolifératives B, récepteur d’une fraction du 

B. Son ligand CD40L est situé sur les 

Molécules HLA de classe II exprimées par toutes les cellules B. Elles interviennent 

Au cours des différentes phases de maturation, on observe des variations phénotypiques 
pparition ou disparition de diverses molécules. Certaines passent d’une 
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GR. Burmester 2003 (6) 

Figure 3 : Evolution du phénotype des lymphocytes B au cours de l’immunopoïèse. 
cytoplasmique, beige : localisation membranaire.

3) Phases extra-médullaires.
Les lymphocytes B naïfs quittent la moelle osseuse vers la circulation sanguine puis 
lymphatique. Bien qu’ils n’aient jamais rencontré d’antigène (sauf ceux du soi), chacun porte 
sur sa surface une Ig complémentaire d’un antigène précis. Ces lymphocytes circulent dans 
l’organisme jusqu’à ce que l’un d’entre eux rencontre l’antigène complémentaire.
La rencontre d’un lymphocyte B naïf avec l’antigène peut se faire
lymphocyte migre ensuite vers l’organe lymphoïde le plus proche. Elle peut aussi se faire au 
niveau d’un organe lymphoïde périphérique (ganglion lymphatique). Dans ce cas, l’antigène 
est apporté et présenté au lymphocyte
formé est endocyté et subit des modifications biochimiques ainsi qu’un couplage aux 
molécules du CMH. Puis, l’antigène ou les fragments de celui
du lymphocyte B. 
L’activation du BCR est modulée par des cofacteurs activateurs (CD19/CD81/CD21) ou 
inhibiteurs (CD22/CD72). 
Les lymphocytes B ainsi stimulés vont proliférer dans une région T du ganglion et entrer en 
en contact avec un lymphocyte T CD4 spé
les deux lymphocytes impliquent plusieurs couples de ligand/récepteur et une présentation 
de l’antigène au TCR du lymphocyte T par le lymphocyte B (Figure 4). Ainsi, l’activation 
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ype des lymphocytes B au cours de l’immunopoïèse. 
: localisation membranaire. 

médullaires. 
Les lymphocytes B naïfs quittent la moelle osseuse vers la circulation sanguine puis 

’aient jamais rencontré d’antigène (sauf ceux du soi), chacun porte 
sur sa surface une Ig complémentaire d’un antigène précis. Ces lymphocytes circulent dans 
l’organisme jusqu’à ce que l’un d’entre eux rencontre l’antigène complémentaire.

lymphocyte B naïf avec l’antigène peut se faire dans un tissu. Le 
lymphocyte migre ensuite vers l’organe lymphoïde le plus proche. Elle peut aussi se faire au 
niveau d’un organe lymphoïde périphérique (ganglion lymphatique). Dans ce cas, l’antigène 

et présenté au lymphocyte par un macrophage. Le complexe antigène
formé est endocyté et subit des modifications biochimiques ainsi qu’un couplage aux 
molécules du CMH. Puis, l’antigène ou les fragments de celui-ci sont réexprimés en surface

L’activation du BCR est modulée par des cofacteurs activateurs (CD19/CD81/CD21) ou 

Les lymphocytes B ainsi stimulés vont proliférer dans une région T du ganglion et entrer en 
en contact avec un lymphocyte T CD4 spécifique du même antigène. Les interactions entre 
les deux lymphocytes impliquent plusieurs couples de ligand/récepteur et une présentation 
de l’antigène au TCR du lymphocyte T par le lymphocyte B (Figure 4). Ainsi, l’activation 
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Les lymphocytes B naïfs quittent la moelle osseuse vers la circulation sanguine puis 
’aient jamais rencontré d’antigène (sauf ceux du soi), chacun porte 

sur sa surface une Ig complémentaire d’un antigène précis. Ces lymphocytes circulent dans 
l’organisme jusqu’à ce que l’un d’entre eux rencontre l’antigène complémentaire. 

dans un tissu. Le 
lymphocyte migre ensuite vers l’organe lymphoïde le plus proche. Elle peut aussi se faire au 
niveau d’un organe lymphoïde périphérique (ganglion lymphatique). Dans ce cas, l’antigène 

par un macrophage. Le complexe antigène-Ig ainsi 
formé est endocyté et subit des modifications biochimiques ainsi qu’un couplage aux 

ci sont réexprimés en surface 

L’activation du BCR est modulée par des cofacteurs activateurs (CD19/CD81/CD21) ou 

Les lymphocytes B ainsi stimulés vont proliférer dans une région T du ganglion et entrer en 
cifique du même antigène. Les interactions entre 

les deux lymphocytes impliquent plusieurs couples de ligand/récepteur et une présentation 
de l’antigène au TCR du lymphocyte T par le lymphocyte B (Figure 4). Ainsi, l’activation 
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complète des lymphocytes B n
cellules présentatrices d’antigènes (CPA)

Figure 4 : Interaction entre un lymphocyte T CD4 e
Parmi les cellules B activées, certaines sécrètent une IgM de faible affinité afin d’assurer la 
réponse immune primaire rapide tandis que d’autres migrent vers une région du ganglion 
appelée follicule primaire. Si la réponse immune 
proliférer transformant le follicule primaire en follicule secondaire avec un centre germinatif 
(zone sombre) (1). Les lymphocytes qui y résident sont appelés les centroblastes.
Cette région du ganglion sera le siège d’une intense prolifération et de phénomènes de 
mutations somatiques des gènes codants pour les immuno
sont associés à un arrêt de la transcription de ces gènes et les lymphocytes B n’expriment 
plus d’Ig de surface. 
Les centroblastes migrent ensuite hors des centres germinatifs vers la zone claire pour se 
différencier en centrocytes exprimant de nouvelles Ig de surface
antigène mais avec plus d’affinité
lymphocytes portant une Ig d’affinité élevée pour l’antigène survivent. En revanche, ceux 
portant une Ig de faible affinité sont éliminés par apoptose (Figure 5). Ce processus permet 
ainsi de sélectionner des cellules avec une Ig de forte affinité pour l’antigène.
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complète des lymphocytes B nécessite une coopération avec les lymphocytes T CD4 et les 
cellules présentatrices d’antigènes (CPA) (1). 

AK. Abbas et al. 2013 (1) 

 
nteraction entre un lymphocyte T CD4 et un lymphocyte B naïf. 

Parmi les cellules B activées, certaines sécrètent une IgM de faible affinité afin d’assurer la 
réponse immune primaire rapide tandis que d’autres migrent vers une région du ganglion 
appelée follicule primaire. Si la réponse immune se poursuit, les cellules continuent à y 
proliférer transformant le follicule primaire en follicule secondaire avec un centre germinatif 

. Les lymphocytes qui y résident sont appelés les centroblastes.
Cette région du ganglion sera le siège d’une intense prolifération et de phénomènes de 
mutations somatiques des gènes codants pour les immunoglobulines. Ces réarrangements 
sont associés à un arrêt de la transcription de ces gènes et les lymphocytes B n’expriment 

Les centroblastes migrent ensuite hors des centres germinatifs vers la zone claire pour se 
ocytes exprimant de nouvelles Ig de surface qui reconnaissent le même 

antigène mais avec plus d’affinité. L’antigène leur est à nouveau présenté par des CPA. Les 
lymphocytes portant une Ig d’affinité élevée pour l’antigène survivent. En revanche, ceux 

ant une Ig de faible affinité sont éliminés par apoptose (Figure 5). Ce processus permet 
ainsi de sélectionner des cellules avec une Ig de forte affinité pour l’antigène.
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Parmi les cellules B activées, certaines sécrètent une IgM de faible affinité afin d’assurer la 
réponse immune primaire rapide tandis que d’autres migrent vers une région du ganglion 

se poursuit, les cellules continuent à y 
proliférer transformant le follicule primaire en follicule secondaire avec un centre germinatif 

. Les lymphocytes qui y résident sont appelés les centroblastes. 
Cette région du ganglion sera le siège d’une intense prolifération et de phénomènes de 

globulines. Ces réarrangements 
sont associés à un arrêt de la transcription de ces gènes et les lymphocytes B n’expriment 

Les centroblastes migrent ensuite hors des centres germinatifs vers la zone claire pour se 
qui reconnaissent le même 

. L’antigène leur est à nouveau présenté par des CPA. Les 
lymphocytes portant une Ig d’affinité élevée pour l’antigène survivent. En revanche, ceux 

ant une Ig de faible affinité sont éliminés par apoptose (Figure 5). Ce processus permet 
ainsi de sélectionner des cellules avec une Ig de forte affinité pour l’antigène. 
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F. Batteux et al. (3) 

Figure 5 : Maturation et sélection des lymphocytes B au sein des ganglions lymphatiques
Parmi les cellules sélectionnées, certaines vont se différencier en lymphocytes 
qui circulent indéfiniment dans l’organisme à la recherche de leur antigène complémentaire. 
Un nouveau contact induit un nouveau cycle d’immunopoïèse qui produira de nouvelles 
cellules B encore plus spécifiques de l’antigène. Les lymphocytes mémo
BCR de forte affinité pour l’antigène par rapport aux lymphocytes naïfs. Une autre partie se 
différencie pour donner des cellules plasmocytaires. Celles
multiplient de façon importante et sont appelées les plasmob
migrent vers la moelle osseuse ou la lamina propria du tube digestif pour donner les 
plasmocytes matures. La maturation des plasmocytes s’accompagne de l’expression de 
marqueurs spécifiques : CD38 et CD138.

4) Morphologie des 
Les plasmocytes représentent l’un des stades terminal de la lymphopoïèse B et sont les 
cellules effectrices de l’immunité humorale
la moelle osseuse (1 à 3% des cellules nucléées) et quasiment absents de la circulation 
sanguine. 
L’observation par coloration au May
6) montre des cellules d’aspect
10 à 15 µm pour le petit axe), avec un petit noyau excentré (rapport nucléocytoplasmique 
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: Maturation et sélection des lymphocytes B au sein des ganglions lymphatiques. 
Parmi les cellules sélectionnées, certaines vont se différencier en lymphocytes 
qui circulent indéfiniment dans l’organisme à la recherche de leur antigène complémentaire. 
Un nouveau contact induit un nouveau cycle d’immunopoïèse qui produira de nouvelles 
cellules B encore plus spécifiques de l’antigène. Les lymphocytes mémo
BCR de forte affinité pour l’antigène par rapport aux lymphocytes naïfs. Une autre partie se 
différencie pour donner des cellules plasmocytaires. Celles-ci, encore immatures, se 
multiplient de façon importante et sont appelées les plasmoblastes. Certaines d’entre elles 
migrent vers la moelle osseuse ou la lamina propria du tube digestif pour donner les 
plasmocytes matures. La maturation des plasmocytes s’accompagne de l’expression de 

: CD38 et CD138. 
Morphologie des plasmocytes. 

Les plasmocytes représentent l’un des stades terminal de la lymphopoïèse B et sont les 
cellules effectrices de l’immunité humorale (1). Ils sont présents en très faible quantité dans 
la moelle osseuse (1 à 3% des cellules nucléées) et quasiment absents de la circulation 

L’observation par coloration au May-Grünwald Giemsa (MGG) de frottis médullaires (Figure 
spect ovalaire, de tailles variables (20 à 30µm pour le grand axe et 

10 à 15 µm pour le petit axe), avec un petit noyau excentré (rapport nucléocytoplasmique 
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Parmi les cellules sélectionnées, certaines vont se différencier en lymphocytes B mémoire 
qui circulent indéfiniment dans l’organisme à la recherche de leur antigène complémentaire. 
Un nouveau contact induit un nouveau cycle d’immunopoïèse qui produira de nouvelles 
cellules B encore plus spécifiques de l’antigène. Les lymphocytes mémoires possèdent un 
BCR de forte affinité pour l’antigène par rapport aux lymphocytes naïfs. Une autre partie se 

ci, encore immatures, se 
lastes. Certaines d’entre elles 

migrent vers la moelle osseuse ou la lamina propria du tube digestif pour donner les 
plasmocytes matures. La maturation des plasmocytes s’accompagne de l’expression de 

Les plasmocytes représentent l’un des stades terminal de la lymphopoïèse B et sont les 
. Ils sont présents en très faible quantité dans 

la moelle osseuse (1 à 3% des cellules nucléées) et quasiment absents de la circulation 

s médullaires (Figure 
ovalaire, de tailles variables (20 à 30µm pour le grand axe et 

10 à 15 µm pour le petit axe), avec un petit noyau excentré (rapport nucléocytoplasmique 
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d’environ 0.3) et une chromatine densément mottée.
riche en ARN et présente près du noyau une zone claire appelée archoplasme (appareil de 
Golgi). 

Figure 6 : Observation par coloration au MGG de plasmocyte issu de frottis médullaires.
 

II. Les immunoglobulines.
Les immunoglobulines désignent une super
solubles ayant une activité anticorps. Elles sont spécialisées notamment dans des fonctions 
de reconnaissance (TCR), de liaison et d’interaction cellule

1) Structure générale des anticorps.
Malgré leur grande diversité, les immunoglobulines présentent une structure de base 
semblable avec 2 chaînes lourdes (H
d’environ 25 kDa. Celles-ci sont réunies par des ponts disulfures formés par des résidus 
cystéine. Chaque chaîne est constituée d’une région constante C et d’une région variable V. 
Les fragments V contiennent l’activité de liaison à un antigène. Ainsi, l’assemblage des 
régions V des chaînes lourdes et légères défini le site de liaison à l’antigène. Le clivage par 
l’enzyme papaïne donne un fragment F(ab’)
fragment Fc (fragment cristallisable). La fraction F(ab’)
(fragment Fab) et la fraction Fc est responsable des fonctions effectrices (liaison au 
complément, liaison aux monocytes, macrophages, lymphocytes…) (Figure 7)
Il existe 5 types de chaînes lourdes (
(IgA, IgG, IgM, IgD et IgE) avec 4 
chaînes α (α1 et α2). 
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d’environ 0.3) et une chromatine densément mottée. Le cytoplasme est basophile car très 
riche en ARN et présente près du noyau une zone claire appelée archoplasme (appareil de 

 
bservation par coloration au MGG de plasmocyte issu de frottis médullaires. 

munoglobulines. 
Les immunoglobulines désignent une super-famille de glycoprotéines membranaires ou 
solubles ayant une activité anticorps. Elles sont spécialisées notamment dans des fonctions 
de reconnaissance (TCR), de liaison et d’interaction cellule-cellule (CD4, CD8, CD19…). 

Structure générale des anticorps. 
Malgré leur grande diversité, les immunoglobulines présentent une structure de base 
semblable avec 2 chaînes lourdes (H : heavy) de 50 à 70 kDa et 2 chaînes légères (L

ci sont réunies par des ponts disulfures formés par des résidus 
cystéine. Chaque chaîne est constituée d’une région constante C et d’une région variable V. 
Les fragments V contiennent l’activité de liaison à un antigène. Ainsi, l’assemblage des 

V des chaînes lourdes et légères défini le site de liaison à l’antigène. Le clivage par 
l’enzyme papaïne donne un fragment F(ab’)2 formé des régions VH-C
fragment Fc (fragment cristallisable). La fraction F(ab’)2 contient le site de liais
(fragment Fab) et la fraction Fc est responsable des fonctions effectrices (liaison au 
complément, liaison aux monocytes, macrophages, lymphocytes…) (Figure 7)
Il existe 5 types de chaînes lourdes (α, γ, µ, δ et ε) auxquels correspondent 5 classes d’Ig 
(IgA, IgG, IgM, IgD et IgE) avec 4 sous-types de chaînes γ (γ1 à γ4) et 2 sous
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Le cytoplasme est basophile car très 
riche en ARN et présente près du noyau une zone claire appelée archoplasme (appareil de 

famille de glycoprotéines membranaires ou 
solubles ayant une activité anticorps. Elles sont spécialisées notamment dans des fonctions 

ule (CD4, CD8, CD19…).  

Malgré leur grande diversité, les immunoglobulines présentent une structure de base 
: heavy) de 50 à 70 kDa et 2 chaînes légères (L : light) 

ci sont réunies par des ponts disulfures formés par des résidus 
cystéine. Chaque chaîne est constituée d’une région constante C et d’une région variable V. 
Les fragments V contiennent l’activité de liaison à un antigène. Ainsi, l’assemblage des 

V des chaînes lourdes et légères défini le site de liaison à l’antigène. Le clivage par 
CH1 et VL-CL et un 

contient le site de liaison à l’antigène 
(fragment Fab) et la fraction Fc est responsable des fonctions effectrices (liaison au 
complément, liaison aux monocytes, macrophages, lymphocytes…) (Figure 7) (6). 

α, γ, µ, δ et ε) auxquels correspondent 5 classes d’Ig 
γ4) et 2 sous-types de 
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Burmester et al. 2003 

Figure 7 : Structure générale d’une Ig avec les fractions anticorps (Fab) et cristallisables (Fc) et indication des 
chaînes légères (L) et lourdes (H). Les régions variables sont notées V
chaînes légères ; les régions constantes sont notées C
 
On distingue 2 types de chaînes légères app
n’importe quelle chaîne lourde. Une Ig a obligatoirement deux chaînes légères
chaînes lourdes du même type
Chaque chaîne comporte des ponts disulfures intrachaînes dont le nombre varie selon la 
classe.  

2) Les différentes classes d’immunoglobulines.
Il existe cinq classes d’immunoglobulines basées sur la structure des chaînes lourdes
IgG, IgD, IgE, IgM) (Figure 8).
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: Structure générale d’une Ig avec les fractions anticorps (Fab) et cristallisables (Fc) et indication des 
s (L) et lourdes (H). Les régions variables sont notées VH pour les chaines lourdes et V

ions constantes sont notées CH pour les chaînes lourdes et CL pour les chaînes légères.

On distingue 2 types de chaînes légères appelés κ et λ. Celles-ci peuvent se combiner avec 
n’importe quelle chaîne lourde. Une Ig a obligatoirement deux chaînes légères

du même type (6). 
Chaque chaîne comporte des ponts disulfures intrachaînes dont le nombre varie selon la 

Les différentes classes d’immunoglobulines. 
cinq classes d’immunoglobulines basées sur la structure des chaînes lourdes

IgG, IgD, IgE, IgM) (Figure 8). 
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: Structure générale d’une Ig avec les fractions anticorps (Fab) et cristallisables (Fc) et indication des 

pour les chaines lourdes et VL pour les 
pour les chaînes légères. 

ci peuvent se combiner avec 
n’importe quelle chaîne lourde. Une Ig a obligatoirement deux chaînes légères et deux 

Chaque chaîne comporte des ponts disulfures intrachaînes dont le nombre varie selon la 

cinq classes d’immunoglobulines basées sur la structure des chaînes lourdes : IgA, 
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J. Actor et al. 2011 (7) 

Figure 8 : Structures générales des différentes classes d’immunoglobulines 
Les IgG sont les Ig majoritaires dans le sérum (85%) et sont produites en grand
lors des réponses immunitaires secondaires. Ce sont les plus petites avec un poids 
moléculaire d’environ 150kDa et sont toujours monomériques. On compte quatre types d’IgG 
(IgG1 à IgG4). De plus, ce sont les seules Ig à traverser la barrière pla
fixent au complément. 
Les IgA sont divisées en 2 sous classes
dans le sang où elles représentent la deuxième classe d’Ig et les sécrétions (salive, lait, 
urine, sécrétions bronchique 
essentiellement sous forme monomérique et plus rarement sous forme di ou trimérique. Au 
niveau des sécrétions, elles sont surtout sous forme dimérique. Les monomères sont liés 
entre eux par une chaîne de jonction J via des ponts disulfures. Une pièce sécrétoire S est 
liée aux monomères de l’IgA et permet leur liaison à la surface des cellules épithéliales des 
muqueuses puis leur translocation dans la lumière par exocytose. 
Les IgM existent sous forme monomérique à la surface des lymphocytes B et sous forme 
pentamérique dans le sang et les sécrétions. Il s’agit de la première classe d’Ig produite par 
les cellules B au cours de leur maturation et lors des stades précoces de la réponse 
immunitaire. Leur affinité pour l’antigène est plus faible que pour les autres Ig 
permettent l’activation de la voie classique du complément.
Les IgE sont présentes à de très faibles concentrations dans le sérum et se lient avec une 
forte affinité à la surface des polynucléaires éosinophiles e
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: Structures générales des différentes classes d’immunoglobulines  
Les IgG sont les Ig majoritaires dans le sérum (85%) et sont produites en grand
lors des réponses immunitaires secondaires. Ce sont les plus petites avec un poids 
moléculaire d’environ 150kDa et sont toujours monomériques. On compte quatre types d’IgG 
(IgG1 à IgG4). De plus, ce sont les seules Ig à traverser la barrière placentaire et elles se 

Les IgA sont divisées en 2 sous classes : IgA1 (majoritaire) et IgA2. Elles sont retrouvées 
dans le sang où elles représentent la deuxième classe d’Ig et les sécrétions (salive, lait, 
urine, sécrétions bronchique et gastro-intestinales). Dans le sang, elles se retrouvent 
essentiellement sous forme monomérique et plus rarement sous forme di ou trimérique. Au 
niveau des sécrétions, elles sont surtout sous forme dimérique. Les monomères sont liés 

îne de jonction J via des ponts disulfures. Une pièce sécrétoire S est 
liée aux monomères de l’IgA et permet leur liaison à la surface des cellules épithéliales des 
muqueuses puis leur translocation dans la lumière par exocytose.  

me monomérique à la surface des lymphocytes B et sous forme 
pentamérique dans le sang et les sécrétions. Il s’agit de la première classe d’Ig produite par 
les cellules B au cours de leur maturation et lors des stades précoces de la réponse 

r affinité pour l’antigène est plus faible que pour les autres Ig 
permettent l’activation de la voie classique du complément. 
Les IgE sont présentes à de très faibles concentrations dans le sérum et se lient avec une 
forte affinité à la surface des polynucléaires éosinophiles et des mastocytes. Le pontage de 
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Les IgG sont les Ig majoritaires dans le sérum (85%) et sont produites en grande quantité 
lors des réponses immunitaires secondaires. Ce sont les plus petites avec un poids 
moléculaire d’environ 150kDa et sont toujours monomériques. On compte quatre types d’IgG 

centaire et elles se 

: IgA1 (majoritaire) et IgA2. Elles sont retrouvées 
dans le sang où elles représentent la deuxième classe d’Ig et les sécrétions (salive, lait, 

intestinales). Dans le sang, elles se retrouvent 
essentiellement sous forme monomérique et plus rarement sous forme di ou trimérique. Au 
niveau des sécrétions, elles sont surtout sous forme dimérique. Les monomères sont liés 

îne de jonction J via des ponts disulfures. Une pièce sécrétoire S est 
liée aux monomères de l’IgA et permet leur liaison à la surface des cellules épithéliales des 

me monomérique à la surface des lymphocytes B et sous forme 
pentamérique dans le sang et les sécrétions. Il s’agit de la première classe d’Ig produite par 
les cellules B au cours de leur maturation et lors des stades précoces de la réponse 

r affinité pour l’antigène est plus faible que pour les autres Ig (8). Elles 

Les IgE sont présentes à de très faibles concentrations dans le sérum et se lient avec une 
t des mastocytes. Le pontage de 
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deux IgE par un antigène à la surface d’un mastocyte entraîne leur dégranulation et la 
libération de médiateurs comme l’histamine qui sont impliqués dans les réactions 
d’hypersensibilité.  
Les IgD existent en très faible qua
surface des lymphocytes B où elles sont associées à des IgM. Leurs propriétés sont mal 
connues. Elles bloqueraient les cellules B autoréactives au cours du développement.

3) Génétique de la structure des imm
Les Ig sont codées par trois groupes de gènes localisés sur des chromosomes différents 
auquel il faut ajouter ceux de la chaîne J et de la pièce sécrétoire. La grande diversité des Ig 
ne provient que d’un nombre limité de gènes. Au cours de 
l’immunopoïèse, ces 3 gènes vont subir trois types de modifications.

1. Recombinaisons génétiques au cours 
La recombinaison génétique est une étape indispensable pour permettre l’expression du 
caractère lymphoïde B. Elle consiste à transformer des gènes longs et non fonctionnels en 
gènes plus courts et capable de coder pour les chaînes lourdes et légères.

i. Organisation des gènes des immunoglobulines.
Les gènes de la chaîne lourde sont situés sur le bras long du chromo
trouve 4 groupes de gènes dont 3 codant pour la région variable et 1 pour la partie constante 
C.  
Le génome responsable de la partie variable des chaînes lourdes VH comprend 3 groupes 
de gènes : V (variable), D (diversité) et J (jonctio
séquence L (leader) (Figure 9).
Les gènes codant pour la chaîne 
chaîne λ sont sur le chromosome 22. Leur succession est semblable 
lourdes avec des gènes V et J mais sans gène D. De plus, le chromosome 22 possède en 
plus deux gènes (Vpré-B et λ5) codant pour des prot
(pseudo chaînes légères ψCL) pr
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deux IgE par un antigène à la surface d’un mastocyte entraîne leur dégranulation et la 
libération de médiateurs comme l’histamine qui sont impliqués dans les réactions 

Les IgD existent en très faible quantité dans le sérum. On les retrouve seulement à la 
surface des lymphocytes B où elles sont associées à des IgM. Leurs propriétés sont mal 
connues. Elles bloqueraient les cellules B autoréactives au cours du développement.

Génétique de la structure des immunoglobulines. 
Les Ig sont codées par trois groupes de gènes localisés sur des chromosomes différents 
auquel il faut ajouter ceux de la chaîne J et de la pièce sécrétoire. La grande diversité des Ig 
ne provient que d’un nombre limité de gènes. Au cours de la lymphopoïèse B et de 
l’immunopoïèse, ces 3 gènes vont subir trois types de modifications. 

Recombinaisons génétiques au cours de la lymphopoïèse.
La recombinaison génétique est une étape indispensable pour permettre l’expression du 

Elle consiste à transformer des gènes longs et non fonctionnels en 
gènes plus courts et capable de coder pour les chaînes lourdes et légères.

Organisation des gènes des immunoglobulines.
Les gènes de la chaîne lourde sont situés sur le bras long du chromosome 14 (14q32). On 
trouve 4 groupes de gènes dont 3 codant pour la région variable et 1 pour la partie constante 

Le génome responsable de la partie variable des chaînes lourdes VH comprend 3 groupes 
: V (variable), D (diversité) et J (jonction). Chaque gène est précédé d’une 

séquence L (leader) (Figure 9). 
Les gènes codant pour la chaîne κ sont situés sur le chromosome 2 et ceux codant pour la 

λ sont sur le chromosome 22. Leur succession est semblable à celle des chaînes 
des gènes V et J mais sans gène D. De plus, le chromosome 22 possède en 

B et λ5) codant pour des protéines semblables aux chaînes légères 
ψCL) présentes au stade pré-B (6). 
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deux IgE par un antigène à la surface d’un mastocyte entraîne leur dégranulation et la 
libération de médiateurs comme l’histamine qui sont impliqués dans les réactions 

ntité dans le sérum. On les retrouve seulement à la 
surface des lymphocytes B où elles sont associées à des IgM. Leurs propriétés sont mal 
connues. Elles bloqueraient les cellules B autoréactives au cours du développement. 

Les Ig sont codées par trois groupes de gènes localisés sur des chromosomes différents 
auquel il faut ajouter ceux de la chaîne J et de la pièce sécrétoire. La grande diversité des Ig 

la lymphopoïèse B et de 

hopoïèse. 
La recombinaison génétique est une étape indispensable pour permettre l’expression du 

Elle consiste à transformer des gènes longs et non fonctionnels en 
gènes plus courts et capable de coder pour les chaînes lourdes et légères. 

Organisation des gènes des immunoglobulines. 
some 14 (14q32). On 

trouve 4 groupes de gènes dont 3 codant pour la région variable et 1 pour la partie constante 

Le génome responsable de la partie variable des chaînes lourdes VH comprend 3 groupes 
n). Chaque gène est précédé d’une 

és sur le chromosome 2 et ceux codant pour la 
à celle des chaînes 

des gènes V et J mais sans gène D. De plus, le chromosome 22 possède en 
éines semblables aux chaînes légères 
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Burmester et al. 2003 

Figure 9 : Organisation des gènes codant pour les 
chaînes légères κ. 

ii. Réarrangement des gènes des chaînes lourdes.
Au cours des stades pro-B et pré
des chaînes lourdes rapprochant ainsi des segments lointains. Ces réarrangements se font 
en premier lieu au sein du chromosome 14 où un gène D se retrouve joint à un segment J. 
La partie d’ADN intermédiaire 
permet le rapprochement d’un gène V au gène réarrangé DJ. La transcription puis la 
traduction de ce nouveau gène VDJ conjointement avec C permet la synthèse d’une protéine 
VDJC qui, après maturation et élimination de la séquence L, forme la chaîne lourde Hµ. La 
combinaison de deux chaînes lourdes avec deux pseudo chaînes légères 
pré-BCR à la surface des lymphocytes pré
surface des lymphocytes pré-B marque le début de la recombinaison des chaînes légères.
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codant pour les Ig (a) les chaînes lourdes, (b) les chaînes légères 

Réarrangement des gènes des chaînes lourdes.
B et pré-B, des boucles se forment au hasard au sein des gènes 

chant ainsi des segments lointains. Ces réarrangements se font 
en premier lieu au sein du chromosome 14 où un gène D se retrouve joint à un segment J. 
La partie d’ADN intermédiaire est délétée. Dans un second temps, le même mécanisme 

t d’un gène V au gène réarrangé DJ. La transcription puis la 
traduction de ce nouveau gène VDJ conjointement avec C permet la synthèse d’une protéine 
VDJC qui, après maturation et élimination de la séquence L, forme la chaîne lourde Hµ. La 

eux chaînes lourdes avec deux pseudo chaînes légères 
BCR à la surface des lymphocytes pré-B (Figure 10) (6). L’expression du pré

B marque le début de la recombinaison des chaînes légères.
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es chaînes légères λ (c) les 

Réarrangement des gènes des chaînes lourdes. 
B, des boucles se forment au hasard au sein des gènes 

chant ainsi des segments lointains. Ces réarrangements se font 
en premier lieu au sein du chromosome 14 où un gène D se retrouve joint à un segment J. 

tée. Dans un second temps, le même mécanisme 
t d’un gène V au gène réarrangé DJ. La transcription puis la 

traduction de ce nouveau gène VDJ conjointement avec C permet la synthèse d’une protéine 
VDJC qui, après maturation et élimination de la séquence L, forme la chaîne lourde Hµ. La 

eux chaînes lourdes avec deux pseudo chaînes légères ψCL forment le 
L’expression du pré-BCR à la 

B marque le début de la recombinaison des chaînes légères. 
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Burmester et al. 2003 

Figure 10 : Réarrangement des gènes des chaînes lourdes d’Ig et formation du pré BCR

iii. Recombinaison des gènes des chaînes légères.
Le réarrangement des chaînes légères se déroule selon le même principe mais en une seule 
étape puisqu’il n’y a pas de gène D. On retrouve
transcrit puis traduit conjointement avec le gène des parties constantes C
recombinaison implique d’abord les gènes des chaînes 
réarrangement sur le chromosome 2, la cell
λ du chromosome 22. Lorsqu’un r
peut y en avoir sur le second. Chaque cellule produit donc un seul type de chaîne légère

iv. Exclusion allélique.
L’ensemble de ces remaniements génique est associé à un phénomène d
qui interdit à la cellule concernée d’exprimer une double spécificité antigénique. Ainsi, 
chaque lymphocyte émerge
antigénique de même que tous ses descendants 
 
L’ensemble de ces remaniements permet de génére
spécificités antigéniques dont certaines seront sélectionnées et amplifiées en réponse à une 
stimulation antigénique. En effet, les recombinaisons varient d’une cellule à l’autre 

Université de Limoges    

Réarrangement des gènes des chaînes lourdes d’Ig et formation du pré BCR. 

Recombinaison des gènes des chaînes légères.
Le réarrangement des chaînes légères se déroule selon le même principe mais en une seule 
étape puisqu’il n’y a pas de gène D. On retrouve ainsi la formation du gène VJ qui sera 
transcrit puis traduit conjointement avec le gène des parties constantes C
recombinaison implique d’abord les gènes des chaînes κ du chromosome 2. En l’absence de 
réarrangement sur le chromosome 2, la cellule procède alors à celui des gènes des chaînes 
λ du chromosome 22. Lorsqu’un réarrangement a lieu sur l’un des deux chromosomes, il ne 
peut y en avoir sur le second. Chaque cellule produit donc un seul type de chaîne légère

Exclusion allélique. 
L’ensemble de ces remaniements génique est associé à un phénomène d
qui interdit à la cellule concernée d’exprimer une double spécificité antigénique. Ainsi, 
chaque lymphocyte émergeant dans le sang porte la signature d’un seul récepteur 
antigénique de même que tous ses descendants (8). 

L’ensemble de ces remaniements permet de générer un répertoire aléatoire et varié de 
spécificités antigéniques dont certaines seront sélectionnées et amplifiées en réponse à une 
stimulation antigénique. En effet, les recombinaisons varient d’une cellule à l’autre 
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Recombinaison des gènes des chaînes légères. 
Le réarrangement des chaînes légères se déroule selon le même principe mais en une seule 

ainsi la formation du gène VJ qui sera 
transcrit puis traduit conjointement avec le gène des parties constantes Cλ ou Cκ. La 

κ du chromosome 2. En l’absence de 
ule procède alors à celui des gènes des chaînes 

éarrangement a lieu sur l’un des deux chromosomes, il ne 
peut y en avoir sur le second. Chaque cellule produit donc un seul type de chaîne légère (6). 

L’ensemble de ces remaniements génique est associé à un phénomène d’exclusion allélique 
qui interdit à la cellule concernée d’exprimer une double spécificité antigénique. Ainsi, 

nt dans le sang porte la signature d’un seul récepteur 

r un répertoire aléatoire et varié de 
spécificités antigéniques dont certaines seront sélectionnées et amplifiées en réponse à une 
stimulation antigénique. En effet, les recombinaisons varient d’une cellule à l’autre 



Julien COSTES | Thèse d’exercice | Université de Limoges
 

aboutissant à des milliers de séquences
B naïfs générés portent tous une IgM de surface différente grâce à un mécanisme 
indépendant de toute stimulation antigénique. 

2. Mutation somatique et commutation isotypique.
Dans le ganglion lymphatique,
complémentaire de la région Fab de son IgM de surface, deux modifications des gènes d’Ig 
vont se produire successivement
commutation isotypique.  

i. Mutation somatique.
Les mutations somatiques sont des phénomènes aléatoires survenant au niveau des régions 
variables (segments VDJ et VJ) des gènes des Ig. Ces mutations portent seulement sur 
quelques codons et ont pour effet de d’améliorer l’affinité des Ig pour l’antigène 

ii. Commutation isotypique.
La région constante des chaînes lourdes est codée par 9 gènes
Les cellules B en cours de maturation produisent tout d’abord des IgM. Les séquences 
réarrangées se joignent au gène Cµ
Chaque gène C est précédé d’une séquence S (switch). Cette séquence contrôle leur 
réarrangement en formant des hybrides avec d’autres séquences S. Il se produit un 
rapprochement entre la région switch de Cµ et une autre région S en aval sur le gène de l’Ig 
par formation d’une boucle. La région entre ces deux séquences est ensuite excisée. Il en 
résulte la délétion de la région Cµ et le rapprochement entre le segment VDJ et une autre 
région C qui peut être Cγ, Cα ou Cε. Le rapprochement de l’une de ces s
région VDJ induit la synthèse d’une Ig ayant une région variable proche de l’IgM ayant 
reconnu l’antigène mais avec une partie constante d’isotype G, A ou E (Figure 11).
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aboutissant à des milliers de séquences différentes pour la partie variable. Les lymphocytes 
B naïfs générés portent tous une IgM de surface différente grâce à un mécanisme 
indépendant de toute stimulation antigénique.  

Mutation somatique et commutation isotypique. 
Dans le ganglion lymphatique, lorsqu’un lymphocyte B naïf rencontre l’antigène 
complémentaire de la région Fab de son IgM de surface, deux modifications des gènes d’Ig 
vont se produire successivement : les mutations somatiques et le switch de classe d’Ig ou 

tation somatique. 
Les mutations somatiques sont des phénomènes aléatoires survenant au niveau des régions 
variables (segments VDJ et VJ) des gènes des Ig. Ces mutations portent seulement sur 
quelques codons et ont pour effet de d’améliorer l’affinité des Ig pour l’antigène 

Commutation isotypique. 
région constante des chaînes lourdes est codée par 9 gènes : µ, γ1 γ2, γ

Les cellules B en cours de maturation produisent tout d’abord des IgM. Les séquences 
réarrangées se joignent au gène Cµ pour former une chaîne lourde. 

e C est précédé d’une séquence S (switch). Cette séquence contrôle leur 
réarrangement en formant des hybrides avec d’autres séquences S. Il se produit un 
rapprochement entre la région switch de Cµ et une autre région S en aval sur le gène de l’Ig 

tion d’une boucle. La région entre ces deux séquences est ensuite excisée. Il en 
tion de la région Cµ et le rapprochement entre le segment VDJ et une autre 

γ, Cα ou Cε. Le rapprochement de l’une de ces s
région VDJ induit la synthèse d’une Ig ayant une région variable proche de l’IgM ayant 
reconnu l’antigène mais avec une partie constante d’isotype G, A ou E (Figure 11).
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différentes pour la partie variable. Les lymphocytes 
B naïfs générés portent tous une IgM de surface différente grâce à un mécanisme 

lorsqu’un lymphocyte B naïf rencontre l’antigène 
complémentaire de la région Fab de son IgM de surface, deux modifications des gènes d’Ig 

: les mutations somatiques et le switch de classe d’Ig ou 

Les mutations somatiques sont des phénomènes aléatoires survenant au niveau des régions 
variables (segments VDJ et VJ) des gènes des Ig. Ces mutations portent seulement sur 
quelques codons et ont pour effet de d’améliorer l’affinité des Ig pour l’antigène (8). 

, γ3, γ4, α1, α2, δ et ε. 
Les cellules B en cours de maturation produisent tout d’abord des IgM. Les séquences 

e C est précédé d’une séquence S (switch). Cette séquence contrôle leur 
réarrangement en formant des hybrides avec d’autres séquences S. Il se produit un 
rapprochement entre la région switch de Cµ et une autre région S en aval sur le gène de l’Ig 

tion d’une boucle. La région entre ces deux séquences est ensuite excisée. Il en 
tion de la région Cµ et le rapprochement entre le segment VDJ et une autre 

γ, Cα ou Cε. Le rapprochement de l’une de ces séquences à la 
région VDJ induit la synthèse d’une Ig ayant une région variable proche de l’IgM ayant 
reconnu l’antigène mais avec une partie constante d’isotype G, A ou E (Figure 11). 
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Burmester et al. 2003 

Figure 11 : Commutation isotypique 
 
L’ensemble de ces 2 mutations aboutit à la production d’Ig de forte affinité pour l’antigène 
spécifique, effecteurs de l’immunité secondaire
Chaque plasmocyte issu de la lymphopoïèse possède une combinaison génétique propre, 
fonction de l’isotype et de la spécificité de 
  

Université de Limoges    

 des Ig. Exemple de formation des IgG1. 

L’ensemble de ces 2 mutations aboutit à la production d’Ig de forte affinité pour l’antigène 
spécifique, effecteurs de l’immunité secondaire (6).  
Chaque plasmocyte issu de la lymphopoïèse possède une combinaison génétique propre, 
fonction de l’isotype et de la spécificité de l’Ig produite.  
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L’ensemble de ces 2 mutations aboutit à la production d’Ig de forte affinité pour l’antigène 

Chaque plasmocyte issu de la lymphopoïèse possède une combinaison génétique propre, 
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2e PARTIE : LE MYELOME MULTIPLE

I. Pathologie tumorale
1) Définition. 

Le myélome multiple (MM) ou Maladie de Kahler est une hémopathie maligne caractérisée 
par le développement d’un clone tumoral de cellules lymphoïdes B menant à une 
accumulation de plasmocytes. Cette accumulation se concentre essentiellement au sein de 
la moelle osseuse formant les plasmocytomes
extramédullaires. L’expansion des plasmocytes tumoraux s’accompagne d’une sécrétion Ig 
monoclonales (complètes ou non), appelée paraprotéine ou protéine M. Ces dernières sont 
détectables dans le sérum et/ou dans les urines
La prolifération et l’infiltration plasmocytaire dans la moelle osseuse amène à terme à des 
manifestations cliniques pouvant être graves pour le patient. Le développement de ces 
symptômes requiert donc une prise en charge thérapeutique rapide.
Le diagnostic de la maladie repose sur l’association d’arguments cliniques, biologiques et 
radiologiques. 

2) Epidémiologie.
Le myélome est la deuxième hémopathie maligne derrière le lymphome. En effet, il 
représente 10 à 13% de l’ensemble des hémopathies malignes et 20
tumeurs hématopoïétiques. En France, environ 3500 nouveaux cas sont diagnostiqués 
chaque année. Il s’agit d’une maladie touchant essentiellement les sujets âgés puisque 
l’incidence augmente avec l’âge. L’âge médian au moment du diagnos
les hommes et 74 ans chez les femmes. De plus, les hommes sont légèrement plus touchés 
que les femmes (54% contre 46%) 

3) Physiopathologie 
L’apparition du myélome proprement dit es
définies. En effet, la première étape de l’oncogenèse implique un stade prémyélomateux 
indolent nommé (Monoclonal Gammapathy of Unknown Significiance) (MGUS) évoluant 
ensuite vers un stade dit myélome «
asymptomatique. La dernière étape constitue le stade Myélome, c’est
symptomatique. 
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LE MYELOME MULTIPLE 

 
tumorale 

Le myélome multiple (MM) ou Maladie de Kahler est une hémopathie maligne caractérisée 
par le développement d’un clone tumoral de cellules lymphoïdes B menant à une 
accumulation de plasmocytes. Cette accumulation se concentre essentiellement au sein de 

formant les plasmocytomes mais il existe des localisations 
extramédullaires. L’expansion des plasmocytes tumoraux s’accompagne d’une sécrétion Ig 
monoclonales (complètes ou non), appelée paraprotéine ou protéine M. Ces dernières sont 
détectables dans le sérum et/ou dans les urines. 
La prolifération et l’infiltration plasmocytaire dans la moelle osseuse amène à terme à des 
manifestations cliniques pouvant être graves pour le patient. Le développement de ces 
symptômes requiert donc une prise en charge thérapeutique rapide. 

tic de la maladie repose sur l’association d’arguments cliniques, biologiques et 

Epidémiologie. 
Le myélome est la deuxième hémopathie maligne derrière le lymphome. En effet, il 
représente 10 à 13% de l’ensemble des hémopathies malignes et 20% des décès liés aux 
tumeurs hématopoïétiques. En France, environ 3500 nouveaux cas sont diagnostiqués 
chaque année. Il s’agit d’une maladie touchant essentiellement les sujets âgés puisque 
l’incidence augmente avec l’âge. L’âge médian au moment du diagnostic est de 70 ans chez 
les hommes et 74 ans chez les femmes. De plus, les hommes sont légèrement plus touchés 
que les femmes (54% contre 46%) (9). 

Physiopathologie  
L’apparition du myélome proprement dit est le résultat d’une succession d’étapes bien 
définies. En effet, la première étape de l’oncogenèse implique un stade prémyélomateux 
indolent nommé (Monoclonal Gammapathy of Unknown Significiance) (MGUS) évoluant 
ensuite vers un stade dit myélome « fumant » (Smoldering Multiple Myeloma) ou 
asymptomatique. La dernière étape constitue le stade Myélome, c’est
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Le myélome multiple (MM) ou Maladie de Kahler est une hémopathie maligne caractérisée 
par le développement d’un clone tumoral de cellules lymphoïdes B menant à une 
accumulation de plasmocytes. Cette accumulation se concentre essentiellement au sein de 

mais il existe des localisations 
extramédullaires. L’expansion des plasmocytes tumoraux s’accompagne d’une sécrétion Ig 
monoclonales (complètes ou non), appelée paraprotéine ou protéine M. Ces dernières sont 

La prolifération et l’infiltration plasmocytaire dans la moelle osseuse amène à terme à des 
manifestations cliniques pouvant être graves pour le patient. Le développement de ces 

tic de la maladie repose sur l’association d’arguments cliniques, biologiques et 

Le myélome est la deuxième hémopathie maligne derrière le lymphome. En effet, il 
% des décès liés aux 

tumeurs hématopoïétiques. En France, environ 3500 nouveaux cas sont diagnostiqués 
chaque année. Il s’agit d’une maladie touchant essentiellement les sujets âgés puisque 

tic est de 70 ans chez 
les hommes et 74 ans chez les femmes. De plus, les hommes sont légèrement plus touchés 

t le résultat d’une succession d’étapes bien 
définies. En effet, la première étape de l’oncogenèse implique un stade prémyélomateux 
indolent nommé (Monoclonal Gammapathy of Unknown Significiance) (MGUS) évoluant 

(Smoldering Multiple Myeloma) ou 
asymptomatique. La dernière étape constitue le stade Myélome, c’est-à-dire la phase 
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1. Origine du Myélome Multiple.
 

La cellule à l’origine de la maladie reste encore mal connue. L’analyse des gènes des 
régions variables des chaines lourdes (V
le clone malin présentent une recombinaison VDJ identique ainsi que les mêmes mutations 
de VH et VL (10,11). Ceci montre l’origine lymphoïde post
myélome. 
La cellule à l’origine du MM présente une ou plusieurs 
conserve ses capacités de migration et de différenciation en plasmocytes tumoraux 
sécrétant une Ig. Une étude a
de cellules myélomateuses à différents degrés de m
correspondant aux cellules capables de proliférer et d’autorenouvellement, serait 
responsable de l’expansion du clone tumoral. Ainsi, le MM correspondra
accumulation de plasmocytes tumoraux directement issus de plasmoblastes tumoraux 
immatures (13). 
Il est probable qu’une instabilité génétique soit responsable du développement du clone 
tumoral. Celle-ci surviendrait au cours des modifications successives de l’ADN subies par les 
cellules B lors de leur maturation (recombinaison VDJ, commu
hypermutation somatique). Ces erreurs conduisent à des réarrangements chromosomiques 
aboutissant à une activité cellulaire anormale traduisant la malignité. Ainsi, le MM pourrait 
apparaître à la suite d’une stimulation antigénique au sei
sélection, expansion et progression d’un clone anormal.

2. Cytogénétique et altérations moléculaires.
L’étude génétique des cellules myélomateuses est difficile en raison du faible taux de 
prolifération de la majorité des cellul
osseuse étudiés contiennent ainsi un mélange de cellules myéloïdes normales et de 
plasmocytes tumoraux. Cependant, l’étude cytogénétique du MM par Hybridation par 
Fluorescence In Situ (Fluorescence Hybri
90% des patients (14). Ces évènements précoces participent à
Il n’existe pas d’anomalie génétique spéci
retrouvent fréquemment. C’est le cas notamment des réarrangements du chromosome 14 
(14q32) portant sur les gènes codant pour la chaine lourde des Ig. En e
retrouvée chez 50 à 70% des patients 
rencontrées sont les hyperdiploïdies (47
à 50% des cas (14), la délétion du chromosome 13 (40 à 50% d
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Origine du Myélome Multiple. 

La cellule à l’origine de la maladie reste encore mal connue. L’analyse des gènes des 
s variables des chaines lourdes (VH) et légères (VL) montre que les cellules constituant 

le clone malin présentent une recombinaison VDJ identique ainsi que les mêmes mutations 
. Ceci montre l’origine lymphoïde post-folliculaire des cellules du 

La cellule à l’origine du MM présente une ou plusieurs anomalies génotypiques mais elle 
conserve ses capacités de migration et de différenciation en plasmocytes tumoraux 

a montré qu’il existait, chez un même patient, des populations 
de cellules myélomateuses à différents degrés de maturité (12). La fraction la plus immature, 
correspondant aux cellules capables de proliférer et d’autorenouvellement, serait 
responsable de l’expansion du clone tumoral. Ainsi, le MM correspondra
accumulation de plasmocytes tumoraux directement issus de plasmoblastes tumoraux 

Il est probable qu’une instabilité génétique soit responsable du développement du clone 
ci surviendrait au cours des modifications successives de l’ADN subies par les 

cellules B lors de leur maturation (recombinaison VDJ, commu
hypermutation somatique). Ces erreurs conduisent à des réarrangements chromosomiques 
aboutissant à une activité cellulaire anormale traduisant la malignité. Ainsi, le MM pourrait 
apparaître à la suite d’une stimulation antigénique au sein des centres germinatifs avec 
sélection, expansion et progression d’un clone anormal. 

Cytogénétique et altérations moléculaires. 
L’étude génétique des cellules myélomateuses est difficile en raison du faible taux de 

de la majorité des cellules retrouvées dans le MM. Les prélèvements de moelle 
osseuse étudiés contiennent ainsi un mélange de cellules myéloïdes normales et de 
plasmocytes tumoraux. Cependant, l’étude cytogénétique du MM par Hybridation par 
Fluorescence In Situ (Fluorescence Hybridation In-Situ : FISH) révèle une anomalie chez 

. Ces évènements précoces participent à la pathogénèse.
Il n’existe pas d’anomalie génétique spécifique du MM mais plusieurs sous
retrouvent fréquemment. C’est le cas notamment des réarrangements du chromosome 14 
(14q32) portant sur les gènes codant pour la chaine lourde des Ig. En e
retrouvée chez 50 à 70% des patients (15–17). Les autres aberrations fréquemment 
rencontrées sont les hyperdiploïdies (47 à 60 chromosomes voire 75 chromosomes) dans 40 

, la délétion du chromosome 13 (40 à 50% des cas), un gain de copie du 
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La cellule à l’origine de la maladie reste encore mal connue. L’analyse des gènes des 
) montre que les cellules constituant 

le clone malin présentent une recombinaison VDJ identique ainsi que les mêmes mutations 
folliculaire des cellules du 

anomalies génotypiques mais elle 
conserve ses capacités de migration et de différenciation en plasmocytes tumoraux 

montré qu’il existait, chez un même patient, des populations 
. La fraction la plus immature, 

correspondant aux cellules capables de proliférer et d’autorenouvellement, serait 
responsable de l’expansion du clone tumoral. Ainsi, le MM correspondrait à une 
accumulation de plasmocytes tumoraux directement issus de plasmoblastes tumoraux 

Il est probable qu’une instabilité génétique soit responsable du développement du clone 
ci surviendrait au cours des modifications successives de l’ADN subies par les 

cellules B lors de leur maturation (recombinaison VDJ, commutation isotypique, 
hypermutation somatique). Ces erreurs conduisent à des réarrangements chromosomiques 
aboutissant à une activité cellulaire anormale traduisant la malignité. Ainsi, le MM pourrait 

n des centres germinatifs avec 

L’étude génétique des cellules myélomateuses est difficile en raison du faible taux de 
. Les prélèvements de moelle 

osseuse étudiés contiennent ainsi un mélange de cellules myéloïdes normales et de 
plasmocytes tumoraux. Cependant, l’étude cytogénétique du MM par Hybridation par 

: FISH) révèle une anomalie chez 
la pathogénèse. 

fique du MM mais plusieurs sous-groupes se 
retrouvent fréquemment. C’est le cas notamment des réarrangements du chromosome 14 
(14q32) portant sur les gènes codant pour la chaine lourde des Ig. En effet, celle-ci est 

. Les autres aberrations fréquemment 
à 60 chromosomes voire 75 chromosomes) dans 40 

es cas), un gain de copie du 
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chromosome 1 (30 à 40% des patients) et une perte du bras court du chromosome 17 chez 
environ 10% des patients (14,15)
souvent les chromosomes n°3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 et 21 
les gènes des chaines légères
proportions. Ainsi, des réarrangements du chromosome portant le gène IgL
retrouvés dans 20% des cas. La translocation impliquant le gène IgL
que dans 2 à 3% des cas.
occasionner l’activation de certains oncogènes comme le CCND1 avec la translocation 
t(11 ;14) chez 20% des patients, le FGFR3 et MMSET pour t(14
c-MAF chez 3% des patients 
quant à elle une perte du gène suppresseur de tumeur p53

3. Oncogenèse
Le MM serait le résultat d’un processus impliquant une succession de mutations génétiques 
impliquant des chromosomes bien définis (Figure 12). 
L’apparition du stade MGUS a aussi une origine génétique et fait intervenir la translocation 
(14q32). En effet, on s’aperçoit que 50% des patients présentent une translocation du 
chromosome 14 à ce stade 
retrouvés majoritairement : 
caryotypiques augmente au fur et à mesure de la maladie. 
La progression du stade MGUS vers le myélome multiple fait elle aussi appel à une 
succession de mutations (20)
stades de la maladie. Cependant, il a été observé que son incidence augmentait lors de la 
progression vers la phase symptomatique. En effet, celle
patients avec un MGUS tandis qu’elle est retrouvée dans 43% des patients atteints d’un 
myélome multiple. Ainsi, la survenue d’une délétion au niveau du chromosome 13 
favoriserait la progression vers la phase symptomatique chez les patients ayant un MGUS 
(21). C’est aussi le cas du gain du bras long du chromosome 1 et de la délétion p17 dont 
l’incidence augmente au fur et à mesure que la maladie progresse 
impliquant plusieurs gènes comme le p53, RAS, Rb, myc ou bcl2 sont impliquées dans le 
passage au stade myélome 
l’activation des plasmocytes.  
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chromosome 1 (30 à 40% des patients) et une perte du bras court du chromosome 17 chez 
(14,15). Les chromosomes impliqués dans les hyperdiploïdies sont 

souvent les chromosomes n°3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 et 21 (15). Des translocations portant sur 
les gènes des chaines légères des Ig sont aussi retrouvées mais dans de plus faibles 
proportions. Ainsi, des réarrangements du chromosome portant le gène IgL
retrouvés dans 20% des cas. La translocation impliquant le gène IgL-κ (2p11) n’est recens

cas. (15,16). Les réarrangements du chromosome 14 peuvent 
occasionner l’activation de certains oncogènes comme le CCND1 avec la translocation 

;14) chez 20% des patients, le FGFR3 et MMSET pour t(14 ;16) dans 15% des cas et le 
MAF chez 3% des patients (18). La délétion du bras court du chromosome 13 entraîne 

u gène suppresseur de tumeur p53 (19). 
Oncogenèse : un processus multi-étapes. 

Le MM serait le résultat d’un processus impliquant une succession de mutations génétiques 
impliquant des chromosomes bien définis (Figure 12).  
L’apparition du stade MGUS a aussi une origine génétique et fait intervenir la translocation 

on s’aperçoit que 50% des patients présentent une translocation du 
chromosome 14 à ce stade (17). Trois types de réarrangements du chromosome sont 

 t(4 ;14), t(11 ;14) et t(14 ;16). L’incidence des anomalies 
caryotypiques augmente au fur et à mesure de la maladie.  
La progression du stade MGUS vers le myélome multiple fait elle aussi appel à une 

(20). La délétion du chromosome 13 est retrouvée dans tous les 
stades de la maladie. Cependant, il a été observé que son incidence augmentait lors de la 
progression vers la phase symptomatique. En effet, celle-ci est observée dans 22% des 

tandis qu’elle est retrouvée dans 43% des patients atteints d’un 
myélome multiple. Ainsi, la survenue d’une délétion au niveau du chromosome 13 
favoriserait la progression vers la phase symptomatique chez les patients ayant un MGUS 

. C’est aussi le cas du gain du bras long du chromosome 1 et de la délétion p17 dont 
l’incidence augmente au fur et à mesure que la maladie progresse (18). 
impliquant plusieurs gènes comme le p53, RAS, Rb, myc ou bcl2 sont impliquées dans le 
passage au stade myélome (22). La perte ou la surexpression de ces gènes favorisent 
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chromosome 1 (30 à 40% des patients) et une perte du bras court du chromosome 17 chez 
. Les chromosomes impliqués dans les hyperdiploïdies sont 

Des translocations portant sur 
des Ig sont aussi retrouvées mais dans de plus faibles 

proportions. Ainsi, des réarrangements du chromosome portant le gène IgL-λ (22q11) sont 
κ (2p11) n’est recensée 

Les réarrangements du chromosome 14 peuvent 
occasionner l’activation de certains oncogènes comme le CCND1 avec la translocation 

;16) dans 15% des cas et le 
du bras court du chromosome 13 entraîne 

Le MM serait le résultat d’un processus impliquant une succession de mutations génétiques 

L’apparition du stade MGUS a aussi une origine génétique et fait intervenir la translocation 
on s’aperçoit que 50% des patients présentent une translocation du 

. Trois types de réarrangements du chromosome sont 
;16). L’incidence des anomalies 

La progression du stade MGUS vers le myélome multiple fait elle aussi appel à une 
. La délétion du chromosome 13 est retrouvée dans tous les 

stades de la maladie. Cependant, il a été observé que son incidence augmentait lors de la 
ci est observée dans 22% des 

tandis qu’elle est retrouvée dans 43% des patients atteints d’un 
myélome multiple. Ainsi, la survenue d’une délétion au niveau du chromosome 13 
favoriserait la progression vers la phase symptomatique chez les patients ayant un MGUS 

. C’est aussi le cas du gain du bras long du chromosome 1 et de la délétion p17 dont 
. D’autres mutations 

impliquant plusieurs gènes comme le p53, RAS, Rb, myc ou bcl2 sont impliquées dans le 
. La perte ou la surexpression de ces gènes favorisent 
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D’après SV. Rajkumar et al. 2005 

Figure 12: Différentes étapes de l’oncogenèse du myélome multiple

4) Complications
Grâce à une meilleure connaissance de la maladie, le diagnostic d
précocement (au moins 20% des cas) chez un patient asymptomatique (MGUS) lors d’un 
bilan d’exploration d’une augmentation de la vitesse de sédimentation (VS) ou d’une 
anomalie lors d’une électrophorèse des protéines sériques. Lor
symptomatique, il peut être diagnostiqué sur des signes cliniques non spécifiques tels qu’une 
altération de l’état général. Le MM se manifeste aussi par des symptômes plus spécifiques 
notamment osseux et rénaux.

1. Douleurs osseuses.
Les symptômes osseux font partie des signes caractéristiques de la maladie et sont l’un des 
facteurs de morbidité les plus importants. Des anomalies osseuses sont retrouvées dans 70 
à 80% des cas (23,24). Ils sont le résultat de lésions ostéolytiques importantes (géodes) qui 
peuvent aboutir à des fractures pathologiques qui constituent souvent le signe évocateur d
la maladie. Celles-ci peuvent se retrouver sur tout le squelette mais se localisent 
principalement là où l’hématopoïèse est la plus active à savoir le rachis, les côtes, le 
sternum, le crâne et les extrémités proximales des fémurs et humérus. 
Ces anomalies font suite à un déséquilibre entre la formation et la résorption osseuse. En 
effet, on observe une augmentation de l’activation ostéoclastique m
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plasmocytes tumoraux au détriment de l’activité ostéoblastique. Ces derniers sont 
responsables d’une dérégulation du système RANK/RANKL qui joue un rôle essentiel dans 
l’activation et la différentiation ostéoclastique 
des récepteurs au TNFα et se trouve 
L’agoniste du récepteur est le RANK
ostéoblastes et certaines cellules du système immunitaire comme les lymphocytes T. 
L’activation de RANK par son agoniste permet donc une activation ostéoclastiqu
NF-κB. L’ostéoprotégérine (OPG) est une protéine soluble libérée par les ostéoblastes qui 
joue le rôle de récepteur piège au RANKL et inhibe l’activation ostéoclastique. Il existe donc 
un équilibre de l’activité ostéoclastique via le système 
est perturbé par les plasmocytes tumoraux qui stimulent la libération de RANKL par les 
ostéoblastes (26) et piègent l’OPG par liaison au CD138 et internali
ainsi son taux plasmatique durant la progression de la maladie 
impliquées dans l’augmentation de la résorption osseuse comme l’IL
(appelée aussi MIP-1α) ou le CCL
 
M. Macro et al. 2011 (30) 

Figure 13 : Physiopathologie de l’activation ostéoclastique.
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plasmocytes tumoraux au détriment de l’activité ostéoblastique. Ces derniers sont 
d’une dérégulation du système RANK/RANKL qui joue un rôle essentiel dans 

l’activation et la différentiation ostéoclastique (25). Le récepteur RANK appartient à la famille 
α et se trouve à la surface des ostéoclastes et de ses précurseur

L’agoniste du récepteur est le RANK-ligand (RANKL), protéine synthétisée et libérée par les 
ostéoblastes et certaines cellules du système immunitaire comme les lymphocytes T. 
L’activation de RANK par son agoniste permet donc une activation ostéoclastiqu

éoprotégérine (OPG) est une protéine soluble libérée par les ostéoblastes qui 
joue le rôle de récepteur piège au RANKL et inhibe l’activation ostéoclastique. Il existe donc 
un équilibre de l’activité ostéoclastique via le système RANK/RANKL et l’OPG. Cet équilibre 
est perturbé par les plasmocytes tumoraux qui stimulent la libération de RANKL par les 

et piègent l’OPG par liaison au CD138 et internalisation 
ainsi son taux plasmatique durant la progression de la maladie (28). D’autres cytokines sont 

l’augmentation de la résorption osseuse comme l’IL-6, l’IL
1α) ou le CCL-20 (29) (Figure 13). 

: Physiopathologie de l’activation ostéoclastique. 
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6, l’IL-1, l’IL-3, le CCL-3 
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2. Hypercalcémie.
L’augmentation de la résorption osseuse observée provoque un relargage de substance 
minérale dans le sang et notamment de calcium. Cette libération accrue de calcium est la 
cause principale de l’hypercalcémie retrouvée dans le MM. 
Cette augmentation du calcium va être à l’origine de nombreux troubles cliniques et 
fonctionnels en particulier neurologiques, cardio
augmentation constitue un élément de gravité et parfois une urgence thérapeutique.

3. Troubles rénaux.
L’altération de la fonction rénale est une des complications les plus fréquentes. Cette 
altération débouchant à une insuffisance rénale altère fortement la survie des patients. 
Plusieurs mécanismes interviennent dans la survenue de ces complications.
La néphropathie à cylindres myélomateux ou tubulopathie myélomateuse est de loin la plus 
fréquente des altérations rénales (environ 80%). Elle est liée à la présence de cylindres 
urinaires formés de chaines légères d’immunoglobulines monoclonales et de 
de Tamm-Horsfall. Ces dernières sont sécrétées par les cellules du tube contourné proximal 
et coprécipitent avec les chaines légères au niveau du tube contourné distal lorsqu
présentes en trop grande quantité 
intraluminale du rein puis de l’insuffisance rénale aigüe ou
patients. 
La néphropathie des dépôts se manifeste par des dépôts tissulaires ou extratissulaires de 
chaines légères d’immunoglobulines monoclonales (kappa plus souvent que lambda) ou de 
fragments de chaines (amylose AL). Ces d
plissés pour former des fibrilles. L’amylose représente moins de 20% des complications 
rénales. On retrouve aussi dans de rares cas des dépôts de chaînes légères isolées ou plus 
rarement de chaînes lourdes no
sont majorées lors des hypercalcémies (précipitation des sels de calcium), de 
déshydratation, d’infection ou de prises de certains médicaments néphrotoxiques (produits 
de contrastes iodés). 
Le syndrome de Fanconi associé au myélome est une complication rare. Il se caractérise par 
un dysfonctionnement tubulaire proximal secondaire à une accumulation intracytoplasmique 
de cristaux de chaines légères. Celle
potassium, du phosphore, des bicarbonates, du glucose, de l’acide urique menant à une 
acidose métabolique ainsi qu’à de nombreux troubles électrolytiques 
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intraluminale du rein puis de l’insuffisance rénale aigüe ou chronique observées chez les 
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chaines légères d’immunoglobulines monoclonales (kappa plus souvent que lambda) ou de 
fragments de chaines (amylose AL). Ces dépôts s’organisent sous forme de feuillets beta 
plissés pour former des fibrilles. L’amylose représente moins de 20% des complications 
rénales. On retrouve aussi dans de rares cas des dépôts de chaînes légères isolées ou plus 
rarement de chaînes lourdes non organisés en feuillet (maladie de Randall). Ces altérations 
sont majorées lors des hypercalcémies (précipitation des sels de calcium), de 
déshydratation, d’infection ou de prises de certains médicaments néphrotoxiques (produits 

yndrome de Fanconi associé au myélome est une complication rare. Il se caractérise par 
un dysfonctionnement tubulaire proximal secondaire à une accumulation intracytoplasmique 
de cristaux de chaines légères. Celle-ci entraîne des troubles de la réabsorptio
potassium, du phosphore, des bicarbonates, du glucose, de l’acide urique menant à une 
acidose métabolique ainsi qu’à de nombreux troubles électrolytiques (32). 
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4. Anémie. 
L’anémie est retrouvée chez plus de 65% des patients au moment du diagnostic 
Elle fait suite à un phénomène d’envahissement médullaire par les plasmocytes tumoraux 
conjugué à la sécrétion de cytokines proinflammatoires (IGF
l’érythropoïèse. En effet, les plasmocytes tumoraux inhibent la maturation des précurseurs 
de la lignée érythrocytaire via une action proapoptotique. Cette induction de l’apoptose chez 
les érythroblastes se fait grâce à une forte expression du FasL et/ou de TRAIL par les 
plasmocytes (34).  
De plus, les atteintes rénales avec baisse de synthèse de l’érythropoïétine ainsi que le 
syndrome inflammatoire accentuent ce phén

5. Infections à répétitions.
La sensibilité des patients aux infections constitue un facteur de morbi
s’explique par l’envahissement médullaire par les plasmocytes tumoraux qui perturbent les 
fonctions immunitaires normales. En 
entrainant une diminution de la synthèse des immunoglobulines polyclonales. Cette 
hypogammaglobulinémie s’accompagne d’une inhibition de la fonction T ainsi que d’une 
activation aberrante des macrophage
L’ensemble de ces phénomènes rend les patients sensibles aux virus (zona, herpès) ainsi 
qu’aux germes encapsulés (pneumocoques, haemophilus) provoquant des infections 
respiratoires mais aussi des septicémies. Cette sensibilité est amplifiée lors de l’us
chimiothérapies. 

6. Syndrome d’hyperviscosité.
Lorsque le taux d’immunoglobulines sécrétées dans le sang est important, l’hyperprotidémie 
qui en découle peut être responsable des phénomènes d’hyperviscosité liés à l’importance 
du pic monoclonal. Ceux-ci sont rarement observés mais peuvent nécessiter un traitement 
en urgence par plasmaphérèse.
Ils se manifestent par des signes oculaires avec baisse de l’acuité visuelle ainsi que des 
signes neuropsychiques avec vertiges, céphalées, acouphènes, syndr
voire coma ou acroparesthésies. De plus, l’hyperviscosité peut aussi aggraver ou provoquer 
une ischémie par thrombose veineuse.
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L’anémie est retrouvée chez plus de 65% des patients au moment du diagnostic (23,24,33). 
Elle fait suite à un phénomène d’envahissement médullaire par les plasmocytes tumoraux 
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7. Troubles neurologiques.
Ils résultent le plus souvent d’un phénomène de compression médullaire après 
vertébral. En effet, les atteintes osseuses au niveau du rachis ainsi que l’infiltration 
plasmocytaire peuvent comprimer la gaine nerveuse et entraîner des paralysies (paraplégie, 
tétraplégie). Ils nécessitent un traitement d’urgence par chirurgi
corticothérapie haute dose. 
Des neuropathies périphériques peuvent aussi survenir. Elles sont liées soit à des 
composants monoclonaux ayant une activité antimyéline soit à des dépôts amyloïdes. Ces 
complications neurologiques peuvent au

5) Biologie du myélome multiple.
1. Bilan protéique.

i. Analyse des protéines sériques.
Le dosage des protéines sériques mettra en évidence plusieurs anomalies. Tout d’abord, 
une hyperprotidémie supérieure à 100g/L est fréquemment ob
pic d’immunoglobuline monoclonale. Elle s’accompagne d’une diminution du taux des 
isotypes non concernés par le pic monoclonal. Une hypoalbuminémie inférieure à 30g/L est 
aussi observée dans 15% des cas. Cep
certains cas. On parle de MM à chaine légère. Le taux des classes d’immunoglobulines non 
concernées par le pic monoclonal est réduit dans 85 à 90% des cas 
La réalisation d’une électrophorèse des protéines sériques (EPS) puis d’une immunofixation 
ou d’une immunoélectrophorèse sont indispensables au diagnostic. Les techniques 
habituellement utilisées sont l’électrophorèse sur gel d’agarose ou d’acétate de cellulose 
(35). L’électrophorèse par capillaire est plus simple, plus rapide et moins coûteuse mais 
reste moins sensible que les techniques classiques. Ces analyses sont qual
visualisation des pics, et quantitatives puisque l’aire des pics est proportionnelle à la quantité 
de protéines présentes.  
Dans 80% des cas, l’EPS mettra en évidence un pic étroit correspondant à une protéine 
monoclonale migrant dans la zone 
globulines et des alpha-2-globulines 
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Biologie du myélome multiple. 
Bilan protéique. 

Analyse des protéines sériques. 
Le dosage des protéines sériques mettra en évidence plusieurs anomalies. Tout d’abord, 
une hyperprotidémie supérieure à 100g/L est fréquemment observée. Celle
pic d’immunoglobuline monoclonale. Elle s’accompagne d’une diminution du taux des 
isotypes non concernés par le pic monoclonal. Une hypoalbuminémie inférieure à 30g/L est 
aussi observée dans 15% des cas. Cependant, une hypoprotidémie peut être
certains cas. On parle de MM à chaine légère. Le taux des classes d’immunoglobulines non 
concernées par le pic monoclonal est réduit dans 85 à 90% des cas (24). 
La réalisation d’une électrophorèse des protéines sériques (EPS) puis d’une immunofixation 
ou d’une immunoélectrophorèse sont indispensables au diagnostic. Les techniques 

ont l’électrophorèse sur gel d’agarose ou d’acétate de cellulose 
. L’électrophorèse par capillaire est plus simple, plus rapide et moins coûteuse mais 

reste moins sensible que les techniques classiques. Ces analyses sont qual
visualisation des pics, et quantitatives puisque l’aire des pics est proportionnelle à la quantité 

Dans 80% des cas, l’EPS mettra en évidence un pic étroit correspondant à une protéine 
monoclonale migrant dans la zone des gammaglobulines ou plus rarement des 

globulines (23,24,36) (Figure 14). 
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Ils résultent le plus souvent d’un phénomène de compression médullaire après tassement 
vertébral. En effet, les atteintes osseuses au niveau du rachis ainsi que l’infiltration 
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composants monoclonaux ayant une activité antimyéline soit à des dépôts amyloïdes. Ces 

Le dosage des protéines sériques mettra en évidence plusieurs anomalies. Tout d’abord, 
servée. Celle-ci est le reflet du 

pic d’immunoglobuline monoclonale. Elle s’accompagne d’une diminution du taux des 
isotypes non concernés par le pic monoclonal. Une hypoalbuminémie inférieure à 30g/L est 

oprotidémie peut être retrouvée dans 
certains cas. On parle de MM à chaine légère. Le taux des classes d’immunoglobulines non 

 
La réalisation d’une électrophorèse des protéines sériques (EPS) puis d’une immunofixation 
ou d’une immunoélectrophorèse sont indispensables au diagnostic. Les techniques 

ont l’électrophorèse sur gel d’agarose ou d’acétate de cellulose 
. L’électrophorèse par capillaire est plus simple, plus rapide et moins coûteuse mais 

reste moins sensible que les techniques classiques. Ces analyses sont qualitatives par 
visualisation des pics, et quantitatives puisque l’aire des pics est proportionnelle à la quantité 

Dans 80% des cas, l’EPS mettra en évidence un pic étroit correspondant à une protéine 
plus rarement des bêta-
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Figure 14 : Electrophorèse des protéines sériques. (a) Profil normal. (b) Profil rencontré dans 80% des cas avec 
pic monoclonal. 
 
Cependant, dans certains cas, aucun pic n’est détecté à l’EPS. En l’absence de pic, un MM 
à chaîne légère doit être susp
hypogammaglobulinémie sévère. 
L’immunofixation ou l’immunoélectrophorèse permettront de typer la protéi
pour sa chaîne lourde et sa chaîne légère (Figure 15). Dans 50
d’isotype IgG et d’isotype IgA dans 20
indispensable pour différencier les gammapathies monoclonales des polyclonales, En effet, 
une gammapathie monoclonale oriente vers une m
gammapathie polyclonale oriente davantage vers un syndrome inflammatoire 

 
Figure 15 : Immunofixation des protéines sériques. ELP
correspondant à une gammapathie monoclonale 
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: Electrophorèse des protéines sériques. (a) Profil normal. (b) Profil rencontré dans 80% des cas avec 

ains cas, aucun pic n’est détecté à l’EPS. En l’absence de pic, un MM 
à chaîne légère doit être suspecté surtout lorsque celui-ci sera accompagné d’une 
hypogammaglobulinémie sévère.  
L’immunofixation ou l’immunoélectrophorèse permettront de typer la protéi
pour sa chaîne lourde et sa chaîne légère (Figure 15). Dans 50-55% des cas, les MM sont 
d’isotype IgG et d’isotype IgA dans 20-25% des cas (24,33). L’immunofixation est 
indispensable pour différencier les gammapathies monoclonales des polyclonales, En effet, 
une gammapathie monoclonale oriente vers une maladie néoplasique tandis qu’une 
gammapathie polyclonale oriente davantage vers un syndrome inflammatoire 

Immunofixation des protéines sériques. ELP : électrophorèse sérique d’un sérum sain. A droite, profil 
correspondant à une gammapathie monoclonale γ2λ2 avec des chaînes λ libres. 
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: Electrophorèse des protéines sériques. (a) Profil normal. (b) Profil rencontré dans 80% des cas avec 

ains cas, aucun pic n’est détecté à l’EPS. En l’absence de pic, un MM 
ci sera accompagné d’une 

L’immunofixation ou l’immunoélectrophorèse permettront de typer la protéine monoclonale 
55% des cas, les MM sont 

. L’immunofixation est 
indispensable pour différencier les gammapathies monoclonales des polyclonales, En effet, 

aladie néoplasique tandis qu’une 
gammapathie polyclonale oriente davantage vers un syndrome inflammatoire (37). 

: électrophorèse sérique d’un sérum sain. A droite, profil 
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ii. Analyse des protéines urinaires.
La quantification des protéines après conce
de déceler une éventuelle protéinurie. La détection d’une protéinurie significative supérieure 
à 1g/24h peut évoquer l’existence d’un passage de chaines légères libres dans les urines. 
Celles-ci sont appelées protéines de Bence
accompagnée par une analyse qualitative des protéines urinaires.
protéines urinaires (EPU) permettra de confirmer le caractère monoclonal de cette 
protéinurie. De plus, dans le cas des MM à chaine légère
capitale car le pic est souvent absent dans le sérum mais présent dans 90 à 95% des cas 
dans les urines (24). 
L’immunofixation mettra en évidence une protéinurie de type 
dans 40% des cas (24) (Figure 16). 

 
Figure 16 : Immunofixation des protéines urinaires. Réf
évidence d’une chaine légère λ. 
 
Il existe une forme rare de MM correspondant aux MM n
derniers ne montrent pas de pic monoclonal à l’EPS ni à l’EPU
quantités de chaînes libres sécrétées (métabolisme intracellulaire ou différences dans leur 
structure). Le dosage des chaînes lib
l’EPU sont négatives (33). 
L’EPS et l’EPU sont indispensables au suivi thérapeutique de la maladie. En revanche, 
l’isotype de la protéine monoclonale n
utile de répéter les immunofixations.
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Analyse des protéines urinaires. 
La quantification des protéines après concentration d’un échantillon urinaire de 24h permet 
de déceler une éventuelle protéinurie. La détection d’une protéinurie significative supérieure 
à 1g/24h peut évoquer l’existence d’un passage de chaines légères libres dans les urines. 

s protéines de Bence-Jones. Cette analyse doit obligatoirement être 
accompagnée par une analyse qualitative des protéines urinaires. L’électrophorèse des 
protéines urinaires (EPU) permettra de confirmer le caractère monoclonal de cette 

, dans le cas des MM à chaine légère (15 à 20% des cas 
capitale car le pic est souvent absent dans le sérum mais présent dans 90 à 95% des cas 

L’immunofixation mettra en évidence une protéinurie de type κ dans 60% cas et de type λ 
(Figure 16).  

: Immunofixation des protéines urinaires. Réf : profil de migration d’un sujet sain. A droite, mise en 

Il existe une forme rare de MM correspondant aux MM non excrétant (environ 3%) 
derniers ne montrent pas de pic monoclonal à l’EPS ni à l’EPU en raison des très faibles 
quantités de chaînes libres sécrétées (métabolisme intracellulaire ou différences dans leur 

. Le dosage des chaînes libres du sérum permettra de le déceler lorsque l’EPS et 

L’EPS et l’EPU sont indispensables au suivi thérapeutique de la maladie. En revanche, 
l’isotype de la protéine monoclonale ne varie pas au cours de la maladie. Il n’est donc pas 
utile de répéter les immunofixations. 
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ntration d’un échantillon urinaire de 24h permet 
de déceler une éventuelle protéinurie. La détection d’une protéinurie significative supérieure 
à 1g/24h peut évoquer l’existence d’un passage de chaines légères libres dans les urines. 

Jones. Cette analyse doit obligatoirement être 
L’électrophorèse des 

protéines urinaires (EPU) permettra de confirmer le caractère monoclonal de cette 
(15 à 20% des cas (23)), l’EPU est 

capitale car le pic est souvent absent dans le sérum mais présent dans 90 à 95% des cas 

κ dans 60% cas et de type λ 

: profil de migration d’un sujet sain. A droite, mise en 

on excrétant (environ 3%) (23). Ces 
en raison des très faibles 

quantités de chaînes libres sécrétées (métabolisme intracellulaire ou différences dans leur 
res du sérum permettra de le déceler lorsque l’EPS et 

L’EPS et l’EPU sont indispensables au suivi thérapeutique de la maladie. En revanche, 
e varie pas au cours de la maladie. Il n’est donc pas 
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iii. Le dosage des chaînes libres sériques (FLC).
Depuis le début des années 2000, un nouveau test permet de mesurer et quantifier le taux 
de chaines libres d’Ig dans le
d’immunonéphélémétrie où un anticorps cible un épitope caché des chaines légères lorsque 
l’Ig est intacte. Cet épitope devient accessible lorsque la chaine légère n’est plus liée à la 
chaine lourde (Figure 17).  
Dispenzieri et al. 2009 

 
Figure 17 : Principe de la mesure des FLC. En bleu
masqué ciblé par l’anticorps. 
 
Deux mesures successives sont réalisées. Une première a pour but de mesurer le taux de 
chaines λ sériques et une deuxième mesure la quantité de chaines 
ensuite calculé afin de déterminer l’origine d’une éventuelle anomalie sur l’une d
chaines. En effet, la concentration sérique des FLC résulte d’un équilibre entre leur 
production par les cellules plasmocytaires et leur élimination par filtration glomérulaire. Ainsi, 
une augmentation conjointe des deux FLC conjuguée à un rapport 
excès de production (syndrome inflammatoire, gammapathie polyclonale) ou bien un défaut 
d’élimination (insuffisance rénale). En revanche, une concentration anormale de chaine 
λ conjuguée à un rapport κ/λ augment
l’une des deux chaines seulement. Ceci oriente vers une gammapathie monoclonale 
La mesure des FLC se fait uniquement à partir du sérum car celle
dans les urines du fait de la grande capacité du rein à cataboliser ces protéines 
Celle-ci demeure très utile pour le diagnostic et le suivi des MM non sécrétant, à chaine 
légère ou des amyloses AL. De plus, un ratio 
clonale chez 30% des patients avec un MGUS et 90% des patients atteints de MM. En 
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Le dosage des chaînes libres sériques (FLC). 
Depuis le début des années 2000, un nouveau test permet de mesurer et quantifier le taux 
de chaines libres d’Ig dans le sérum. Cette analyse repose sur des méthodes 
d’immunonéphélémétrie où un anticorps cible un épitope caché des chaines légères lorsque 
l’Ig est intacte. Cet épitope devient accessible lorsque la chaine légère n’est plus liée à la 

: Principe de la mesure des FLC. En bleu : la fraction reconnaissant l’antigène. En rouge, l’épitope 

Deux mesures successives sont réalisées. Une première a pour but de mesurer le taux de 
ériques et une deuxième mesure la quantité de chaines κ. Le rapport κ/λ est 

ensuite calculé afin de déterminer l’origine d’une éventuelle anomalie sur l’une d
chaines. En effet, la concentration sérique des FLC résulte d’un équilibre entre leur 
production par les cellules plasmocytaires et leur élimination par filtration glomérulaire. Ainsi, 
une augmentation conjointe des deux FLC conjuguée à un rapport κ/λ normal oriente vers un 
excès de production (syndrome inflammatoire, gammapathie polyclonale) ou bien un défaut 
d’élimination (insuffisance rénale). En revanche, une concentration anormale de chaine 

κ/λ augmenté ou diminué est le signe d’un excès de production de 
l’une des deux chaines seulement. Ceci oriente vers une gammapathie monoclonale 
La mesure des FLC se fait uniquement à partir du sérum car celle-ci est plus sensible que 
dans les urines du fait de la grande capacité du rein à cataboliser ces protéines 

ci demeure très utile pour le diagnostic et le suivi des MM non sécrétant, à chaine 
légère ou des amyloses AL. De plus, un ratio κ/λ anormal est un signe de prolif
clonale chez 30% des patients avec un MGUS et 90% des patients atteints de MM. En 
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Depuis le début des années 2000, un nouveau test permet de mesurer et quantifier le taux 
sérum. Cette analyse repose sur des méthodes 

d’immunonéphélémétrie où un anticorps cible un épitope caché des chaines légères lorsque 
l’Ig est intacte. Cet épitope devient accessible lorsque la chaine légère n’est plus liée à la 

: la fraction reconnaissant l’antigène. En rouge, l’épitope 

Deux mesures successives sont réalisées. Une première a pour but de mesurer le taux de 
κ. Le rapport κ/λ est 

ensuite calculé afin de déterminer l’origine d’une éventuelle anomalie sur l’une des deux 
chaines. En effet, la concentration sérique des FLC résulte d’un équilibre entre leur 
production par les cellules plasmocytaires et leur élimination par filtration glomérulaire. Ainsi, 

κ/λ normal oriente vers un 
excès de production (syndrome inflammatoire, gammapathie polyclonale) ou bien un défaut 
d’élimination (insuffisance rénale). En revanche, une concentration anormale de chaine κ ou 

est le signe d’un excès de production de 
l’une des deux chaines seulement. Ceci oriente vers une gammapathie monoclonale (38). 

est plus sensible que 
dans les urines du fait de la grande capacité du rein à cataboliser ces protéines (35,38). 

ci demeure très utile pour le diagnostic et le suivi des MM non sécrétant, à chaine 
κ/λ anormal est un signe de prolifération 

clonale chez 30% des patients avec un MGUS et 90% des patients atteints de MM. En 
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revanche, la mesure des FLC ne peut remplacer totalement la quantification et 
l’immunofixation des protéines urinaires 

2. Analyses biochimiques.
i. Bilan phosphocalcique.

La perturbation du bilan phosphocalcique est le reflet des phénomènes de destruction des 
structures osseuses. Elle se traduit par une hypercalcémie (> 2.75 mmol/L) retrouvée chez 
environ 10 à 20% des patients au moment du diagnostic et est une des causes d
perturbations de la fonction rénale 

ii. Bilan rénal.
L’augmentation de la créatininémie est le marqueur principal de l’altération de la fonction 
rénale. Celle-ci est supérieure à 173 µmol/L chez 20 à 30% des patients nouvellement 
diagnostiqués et deux fois plus 
hyperuricémies sont observées chez 15 à 30% des patients 

iii. Syndrome inflammatoire (VS et CRP).
La protéine C Réactive est un marqueur de l’activité du MM. En effet, l’augmentation de sa 
concentration est étroitement liée à la libération de l’IL
facteurs de croissance principal dans le MM car il est synthétisé par l
tumoraux et par les cellules du microenvironnement tumoral. 
activateur de la synthèse de la CRP. Ainsi, la CRP se retrouve augmentée dans environ 40% 
des cas. Celle-ci constitue un bon marqueur pronostique mais
spécifique de l’activité du myélome en phase aigüe car elle peut être augmentée par de 
nombreux autres facteurs (35)
La vitesse de sédimentation (VS) se retrouve augmentée chez les patients en raison de 
l’hypergammaglobulinémie. Ainsi, 84%  d’entre eux ont une VS supérieure à 20mm/heure et 
plus de 30% l’ont supérieure à 100mm/heure 
plus fréquemment lorsque la maladie progresse. En revanche, ce paramètre peut se 
retrouver normal dans 10% des cas et doit faire penser à un MM à chaine légère 

iv. Lactate déshydrogénase (LDH).
L’augmentation des LDH signe le c
dans 20% des cas lorsque la maladie est agressive 
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revanche, la mesure des FLC ne peut remplacer totalement la quantification et 
l’immunofixation des protéines urinaires (39). 

Analyses biochimiques. 
Bilan phosphocalcique. 

La perturbation du bilan phosphocalcique est le reflet des phénomènes de destruction des 
structures osseuses. Elle se traduit par une hypercalcémie (> 2.75 mmol/L) retrouvée chez 
environ 10 à 20% des patients au moment du diagnostic et est une des causes d
perturbations de la fonction rénale (23,33,35). 

Bilan rénal. 
L’augmentation de la créatininémie est le marqueur principal de l’altération de la fonction 

ci est supérieure à 173 µmol/L chez 20 à 30% des patients nouvellement 
diagnostiqués et deux fois plus fréquemment dans les formes évoluées 
hyperuricémies sont observées chez 15 à 30% des patients (24,35). 

Syndrome inflammatoire (VS et CRP). 
La protéine C Réactive est un marqueur de l’activité du MM. En effet, l’augmentation de sa 
concentration est étroitement liée à la libération de l’IL-6. Cette interleukine
facteurs de croissance principal dans le MM car il est synthétisé par l
tumoraux et par les cellules du microenvironnement tumoral. Cette interleukine
activateur de la synthèse de la CRP. Ainsi, la CRP se retrouve augmentée dans environ 40% 

ci constitue un bon marqueur pronostique mais ne peut être un marqueur 
spécifique de l’activité du myélome en phase aigüe car elle peut être augmentée par de 

(35).  
La vitesse de sédimentation (VS) se retrouve augmentée chez les patients en raison de 
l’hypergammaglobulinémie. Ainsi, 84%  d’entre eux ont une VS supérieure à 20mm/heure et 
plus de 30% l’ont supérieure à 100mm/heure (24). Celle-ci se retrouve augmentée beaucoup 
plus fréquemment lorsque la maladie progresse. En revanche, ce paramètre peut se 

es cas et doit faire penser à un MM à chaine légère 
Lactate déshydrogénase (LDH). 

L’augmentation des LDH signe le caractère prolifératif de la maladie. Il est retrouvé élevé 
dans 20% des cas lorsque la maladie est agressive (35). 
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revanche, la mesure des FLC ne peut remplacer totalement la quantification et 

La perturbation du bilan phosphocalcique est le reflet des phénomènes de destruction des 
structures osseuses. Elle se traduit par une hypercalcémie (> 2.75 mmol/L) retrouvée chez 
environ 10 à 20% des patients au moment du diagnostic et est une des causes des 

L’augmentation de la créatininémie est le marqueur principal de l’altération de la fonction 
ci est supérieure à 173 µmol/L chez 20 à 30% des patients nouvellement 

fréquemment dans les formes évoluées (23,33,35). Des 

La protéine C Réactive est un marqueur de l’activité du MM. En effet, l’augmentation de sa 
Cette interleukine est l’un des 

facteurs de croissance principal dans le MM car il est synthétisé par les plasmocytes 
Cette interleukine est un fort 

activateur de la synthèse de la CRP. Ainsi, la CRP se retrouve augmentée dans environ 40% 
ne peut être un marqueur 

spécifique de l’activité du myélome en phase aigüe car elle peut être augmentée par de 

La vitesse de sédimentation (VS) se retrouve augmentée chez les patients en raison de 
l’hypergammaglobulinémie. Ainsi, 84%  d’entre eux ont une VS supérieure à 20mm/heure et 

ci se retrouve augmentée beaucoup 
plus fréquemment lorsque la maladie progresse. En revanche, ce paramètre peut se 

es cas et doit faire penser à un MM à chaine légère (35). 

aractère prolifératif de la maladie. Il est retrouvé élevé 
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v.  Β2
La β2-microglobuline est l’un des facteurs pronostiques les plus pertinents. En effet, son 
augmentation reflète l’augmentation de la masse tumorale mais aussi la détérioration de la 
fonction rénale. Sa valeur doit donc être interprétée 
75% présentent une β2-M élevée. De plus, une classification pronostique a été établie en 
conjuguant les valeurs de la β2

3. Hémogramme.
i. Numération de la Formule

La NFS montrera chez 65 à 70% des patients une anémie normochrome, normocytaire 
modérée (Hb < 10g/dL). Cependant, celle
8g/dL). 
La thrombopénie est retrouvée dans seulement 10 à
infiltration plasmocytaire au sein de la moelle osseuse.
Le taux de leucocytes reste généralement dans les valeurs normales excepté dans les 
stades très avancés ou après chimiothérapie.
Le frottis mettra en évidence des hé

 
Figure 18: Hématies en rouleau visualisées sur frottis sanguin.
 
La présence de plasmocytes circulants est rare. En effet, ces derniers sont retrouvés à un 
faible taux (2% ou plus) chez enviro
méthodes plus sensibles (immunophénotypage, PCR) peut augmenter l’incidence des 
plasmocytes circulants de 50% à 70% 
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Β2-microglobuline (β2-M). 
microglobuline est l’un des facteurs pronostiques les plus pertinents. En effet, son 

augmentation reflète l’augmentation de la masse tumorale mais aussi la détérioration de la 
fonction rénale. Sa valeur doit donc être interprétée selon l’état de la fonction rénale. Ainsi, 

M élevée. De plus, une classification pronostique a été établie en 
conjuguant les valeurs de la β2-M à celles de l’albumine (24,35). 

Hémogramme. 
Numération de la Formule Sanguine (NFS) et frottis sanguin.

La NFS montrera chez 65 à 70% des patients une anémie normochrome, normocytaire 
g/dL). Cependant, celle-ci peut être sévère dans 20% des cas (Hb < 

La thrombopénie est retrouvée dans seulement 10 à 15% des cas et révèle une haute 
infiltration plasmocytaire au sein de la moelle osseuse. 
Le taux de leucocytes reste généralement dans les valeurs normales excepté dans les 
stades très avancés ou après chimiothérapie. 
Le frottis mettra en évidence des hématies dites en rouleau (Figure 18).  

: Hématies en rouleau visualisées sur frottis sanguin. 

La présence de plasmocytes circulants est rare. En effet, ces derniers sont retrouvés à un 
faible taux (2% ou plus) chez environ 15% des patients (35,40). Cependant, l’utilisation de 
méthodes plus sensibles (immunophénotypage, PCR) peut augmenter l’incidence des 
plasmocytes circulants de 50% à 70% (41). La détection de ces cellules caractérise un stade 

 47 

microglobuline est l’un des facteurs pronostiques les plus pertinents. En effet, son 
augmentation reflète l’augmentation de la masse tumorale mais aussi la détérioration de la 

selon l’état de la fonction rénale. Ainsi, 
M élevée. De plus, une classification pronostique a été établie en 

Sanguine (NFS) et frottis sanguin. 
La NFS montrera chez 65 à 70% des patients une anémie normochrome, normocytaire 

être sévère dans 20% des cas (Hb < 

15% des cas et révèle une haute 

Le taux de leucocytes reste généralement dans les valeurs normales excepté dans les 

La présence de plasmocytes circulants est rare. En effet, ces derniers sont retrouvés à un 
. Cependant, l’utilisation de 

méthodes plus sensibles (immunophénotypage, PCR) peut augmenter l’incidence des 
. La détection de ces cellules caractérise un stade 
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avancé de la maladie et constitue un facteur pronostique 
plasmocytes circulants dépasse 20% des cellules et/ou 2G/L, on parle de leucémie à 
plasmocytes. Celle-ci est dite primitive lorsqu’elle est présente au momen
secondaire lorsqu’elle résulte d’une transformation d’un MM 

ii. Myélogramme.
Le MM étant une pathologie essentiellement médullaire, un myélogramme est indispensable 
pour établir un diagnostic. L’échantillon de moelle est prélevé par aspiration, généralement 
au niveau sternal ou iliaque, coloré au MGG puis observé au microscope. Cel
évidence une infiltration plasmocytaire représentant au moins 10% des éléments nucléés 
chez plus de 90% des patients 
dans certains cas (23). En revanche, selon le site d’aspiration, ce pourcentage peut varier de 
façon importante en raison de la distribution hétérogène des plasmocytes au sein de la 
moelle osseuse. En effet, le prélèvement par aspiration sous
d’infiltration chez 20% des patients. L’aspiration peut même se révéler normale chez 
certains.  
La biopsie ostéo-médullaire permet l’analyse de la morphologie des plasmocytes et une 
évaluation plus précise de l’infiltration de la moelle osseuse 
osseuse reste cependant l’examen de référence. La biopsie sera réalisée lorsque celle
révèle non contributive après deux essais sur deux territoires différents.
Dans le MM, la morphologie des plasmocytes est très hétérogène. Quatre sous types
plasmocytes ont été identifiés

 Plasmoblastes avec un rapport nucléo
central,  peu de cytoplasme, une chromatine fine et immature, un nucléole et un 
cytoplasme réduit. 

 Pré-plasmocyte: Catégorie intermédiaires correspondant au pré
 Immatures : large noyau, 

de grande taille et un cytoplasme abondant.
 Matures avec noyau de petite taille, excentré, chromatine dense en amâts et 

cytoplasme basophile bien développé.
L’étude de la morphologie des plasmocyte
peut constituer un facteur pronostique. 
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avancé de la maladie et constitue un facteur pronostique (40,42). Lorsque le taux de 
plasmocytes circulants dépasse 20% des cellules et/ou 2G/L, on parle de leucémie à 

ci est dite primitive lorsqu’elle est présente au momen
secondaire lorsqu’elle résulte d’une transformation d’un MM (23). 

Myélogramme. 
Le MM étant une pathologie essentiellement médullaire, un myélogramme est indispensable 
pour établir un diagnostic. L’échantillon de moelle est prélevé par aspiration, généralement 
au niveau sternal ou iliaque, coloré au MGG puis observé au microscope. Cel
évidence une infiltration plasmocytaire représentant au moins 10% des éléments nucléés 
chez plus de 90% des patients (24). Le taux de plasmocytes peut atteindre 90 % voire plus 

. En revanche, selon le site d’aspiration, ce pourcentage peut varier de 
façon importante en raison de la distribution hétérogène des plasmocytes au sein de la 

fet, le prélèvement par aspiration sous-estime le pourcentage 
d’infiltration chez 20% des patients. L’aspiration peut même se révéler normale chez 

médullaire permet l’analyse de la morphologie des plasmocytes et une 
lus précise de l’infiltration de la moelle osseuse (35,43). La ponction de

osseuse reste cependant l’examen de référence. La biopsie sera réalisée lorsque celle
révèle non contributive après deux essais sur deux territoires différents. 
Dans le MM, la morphologie des plasmocytes est très hétérogène. Quatre sous types
plasmocytes ont été identifiés selon leur degré de maturation (44) (Figure 19):

un rapport nucléo-cytoplasmique très élevé
central,  peu de cytoplasme, une chromatine fine et immature, un nucléole et un 

Catégorie intermédiaires correspondant au pré-plasmocyte.
: large noyau, excentré, avec chromatine diffuse et parfois des nucléoles 

de grande taille et un cytoplasme abondant. 
Matures avec noyau de petite taille, excentré, chromatine dense en amâts et 
cytoplasme basophile bien développé. 

L’étude de la morphologie des plasmocytes n’est pas indispensable au diagnostic mais elle 
peut constituer un facteur pronostique.  
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. Lorsque le taux de 
plasmocytes circulants dépasse 20% des cellules et/ou 2G/L, on parle de leucémie à 

ci est dite primitive lorsqu’elle est présente au moment du diagnostic, et 

Le MM étant une pathologie essentiellement médullaire, un myélogramme est indispensable 
pour établir un diagnostic. L’échantillon de moelle est prélevé par aspiration, généralement 
au niveau sternal ou iliaque, coloré au MGG puis observé au microscope. Celui-ci met en 
évidence une infiltration plasmocytaire représentant au moins 10% des éléments nucléés 

taux de plasmocytes peut atteindre 90 % voire plus 
. En revanche, selon le site d’aspiration, ce pourcentage peut varier de 

façon importante en raison de la distribution hétérogène des plasmocytes au sein de la 
estime le pourcentage 

d’infiltration chez 20% des patients. L’aspiration peut même se révéler normale chez 

médullaire permet l’analyse de la morphologie des plasmocytes et une 
. La ponction de moelle 

osseuse reste cependant l’examen de référence. La biopsie sera réalisée lorsque celle-ci se 

Dans le MM, la morphologie des plasmocytes est très hétérogène. Quatre sous types de 
(Figure 19): 

cytoplasmique très élevé, un gros noyau 
central,  peu de cytoplasme, une chromatine fine et immature, un nucléole et un 

plasmocyte. 
excentré, avec chromatine diffuse et parfois des nucléoles 

Matures avec noyau de petite taille, excentré, chromatine dense en amâts et 

s n’est pas indispensable au diagnostic mais elle 
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Figure 19 : Aspects morphologiques des plasmocytes selon leur stade de maturation.
Un algorithme a ainsi été mis en place pour établir le 
tumoraux en fonction des critères cités précédemment (Figure 20) 
 
D’après Goasguen et al. 1999 

Figure 20 : Algorithme de détermination du stade de maturation des plasmocytes tumoraux
 
D’autres anomalies cellulaires ayant plus ou moins de valeurs pronostiques ont été 
identifiées. Ces anomalies ne sont cependant pas spécifiques du myélome. On observe ainsi 
des cellules de Mott caractérisées par des inclusions cytoplasmiques de tailles hom
(Figure 21 a), des corps de Russell correspondant à des sphères de couleurs rouge ou jaune 

Université de Limoges    

morphologiques des plasmocytes selon leur stade de maturation. 
Un algorithme a ainsi été mis en place pour établir le degré de maturation des plasmocytes 
tumoraux en fonction des critères cités précédemment (Figure 20) (45) : 

Algorithme de détermination du stade de maturation des plasmocytes tumoraux

D’autres anomalies cellulaires ayant plus ou moins de valeurs pronostiques ont été 
identifiées. Ces anomalies ne sont cependant pas spécifiques du myélome. On observe ainsi 
des cellules de Mott caractérisées par des inclusions cytoplasmiques de tailles hom
(Figure 21 a), des corps de Russell correspondant à des sphères de couleurs rouge ou jaune 
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degré de maturation des plasmocytes 

 
Algorithme de détermination du stade de maturation des plasmocytes tumoraux. 

D’autres anomalies cellulaires ayant plus ou moins de valeurs pronostiques ont été 
identifiées. Ces anomalies ne sont cependant pas spécifiques du myélome. On observe ainsi 
des cellules de Mott caractérisées par des inclusions cytoplasmiques de tailles homogènes 
(Figure 21 a), des corps de Russell correspondant à des sphères de couleurs rouge ou jaune 
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ou des corps de Dutcher qui sont des inclusions situées dans le noyau (Figure 21 b). Ces 
anomalies sont liées à l’accumulation d’Ig au sein du cytoplasme 
 
B. Ribourtaut et al. 2015 

Figure 21 : Inclusions cytoplasmiques correspondant aux cellules de Mott (a) et inclusions nucléaires 
correspondant aux corps de Dutcher (b) (cercle rouge).
 
On observe de plus des p
polynucléaires ou bien avec des contours très irréguliers (Figures 22b et c). Des cristaux 
cytoplasmiques correspondant à une accumulation de chaînes légères peuvent être 
retrouvés notamment chez des pati
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ou des corps de Dutcher qui sont des inclusions situées dans le noyau (Figure 21 b). Ces 
anomalies sont liées à l’accumulation d’Ig au sein du cytoplasme (46).  

: Inclusions cytoplasmiques correspondant aux cellules de Mott (a) et inclusions nucléaires 
correspondant aux corps de Dutcher (b) (cercle rouge). 

On observe de plus des plasmocytes avec cytoplasme dit flammé
polynucléaires ou bien avec des contours très irréguliers (Figures 22b et c). Des cristaux 
cytoplasmiques correspondant à une accumulation de chaînes légères peuvent être 
retrouvés notamment chez des patients avec Syndrome de Fanconi (Figure 22d) 
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ou des corps de Dutcher qui sont des inclusions situées dans le noyau (Figure 21 b). Ces 

 
: Inclusions cytoplasmiques correspondant aux cellules de Mott (a) et inclusions nucléaires 

lasmocytes avec cytoplasme dit flammé (Figure 22a), 
polynucléaires ou bien avec des contours très irréguliers (Figures 22b et c). Des cristaux 
cytoplasmiques correspondant à une accumulation de chaînes légères peuvent être 

ents avec Syndrome de Fanconi (Figure 22d) (46,47). 
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B. Riboourtout et al. 2015 ; J. Gardais et al. 

Figure 22 : Plasmocytes à cytoplasme flammé (a), à noyau irrégulier polylobé (b) ou à aspect d’haltère (c)
Inclusions cristalloïdes intracytoplasmiques (d)

6) Diagnostic. 
1. Critères diagnostiques.

Le diagnostic du MM peut se fa
rénale), hématologique (anémie) ou osseuses. Dans certains cas, celui
fortuite lors de la découverte d’un pic monoclonal lors d’une EPS ou bien d’une VS 
augmentée.  
La confirmation repose donc sur un faisceau d’arguments cliniques et biologiques bien 
définis. En effet, l’expression clinique varie de façon importante d’un patient à l’autre allant 
de formes asymptomatiques à des formes d’emblée agressives. Ces différentes 
succédant souvent lors de l’évolution de la maladie
Le diagnostic du MM repose sur l’association de critères internationaux établis à partir des 
travaux de l’International Myeloma Working Group (IMWG)
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; J. Gardais et al. 2001 

Plasmocytes à cytoplasme flammé (a), à noyau irrégulier polylobé (b) ou à aspect d’haltère (c)
Inclusions cristalloïdes intracytoplasmiques (d). 

Critères diagnostiques. 
Le diagnostic du MM peut se faire sur des manifestations rénales (altération de la fonction 
rénale), hématologique (anémie) ou osseuses. Dans certains cas, celui-
fortuite lors de la découverte d’un pic monoclonal lors d’une EPS ou bien d’une VS 

confirmation repose donc sur un faisceau d’arguments cliniques et biologiques bien 
définis. En effet, l’expression clinique varie de façon importante d’un patient à l’autre allant 
de formes asymptomatiques à des formes d’emblée agressives. Ces différentes 
succédant souvent lors de l’évolution de la maladie.  
Le diagnostic du MM repose sur l’association de critères internationaux établis à partir des 
travaux de l’International Myeloma Working Group (IMWG) (48,49): 
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Plasmocytes à cytoplasme flammé (a), à noyau irrégulier polylobé (b) ou à aspect d’haltère (c). 

ire sur des manifestations rénales (altération de la fonction 
-ci se fait de façon 

fortuite lors de la découverte d’un pic monoclonal lors d’une EPS ou bien d’une VS 

confirmation repose donc sur un faisceau d’arguments cliniques et biologiques bien 
définis. En effet, l’expression clinique varie de façon importante d’un patient à l’autre allant 
de formes asymptomatiques à des formes d’emblée agressives. Ces différentes formes se 

Le diagnostic du MM repose sur l’association de critères internationaux établis à partir des 
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 Mise en évidence d’une plasmocytose médullaire représentant au moins 10% des 
cellules nucléées de la moelle osseuse.

 Présence d’une immunoglobuline monoclonale sérique d’au moins 30g/L (protéine M)  
ou urinaire (protéinurie de Bence
comme équivalent à 30 g/dL d’IgG.

 Présence d’une ou plusieurs atteinte(s) d’un organe compatible 
clinique du MM et ne pouvant être expliquée autrement
Impairment (ROTI). Leur atteinte est une conséquence directe de la prolifération 
clonale des plasmocytes tumoraux. Leur mise en évidence repose sur plusieurs 
éléments désignés sous l’acronyme «

o HyperCalcémie supérieure à 2.75 mmol/L ou augmentée de plus de 0.25 
mmol/L par rapport aux valeurs normales.

o Atteinte Rénale avec créatininémie 177 mmol/L ou clairance de la créatinine < 
40 mL/min. 

o Anémie avec taux d’hémoglobine < 10 g/dL ou diminuée de 2g/dL par rapport 
aux valeurs normales.

o Au moins une lésion osseuse (
TEP/CT notamment p

La présence conjointe des deux critères biologiques et d’au moins un des éléments du 
CRAB confirment le diagnostic du MM. Toutefoi
médullaire d’au moins 60% avec aucun critère CRAB conduit systématiquement au 
diagnostic de MM en raison du haut risque d’apparition de signe clinique dans un court délai 
(48). De même, la présence d’un FLC ratio 
au diagnostic du myélome. 
L’ensemble de ces critères a aussi permis d’établir une classification internationale des 
différentes formes cliniques de la maladie (Tableau 1).
Dans le cas des MM non excrétant, une infiltration médullaire supérieure à 30% permet 
d’affirmer le diagnostic (50). 
  

Université de Limoges    

Mise en évidence d’une plasmocytose médullaire représentant au moins 10% des 
cellules nucléées de la moelle osseuse. 

sence d’une immunoglobuline monoclonale sérique d’au moins 30g/L (protéine M)  
ou urinaire (protéinurie de Bence-Jones). Un taux d’IgA > 25 g/dL est considéré 
comme équivalent à 30 g/dL d’IgG. 
Présence d’une ou plusieurs atteinte(s) d’un organe compatible 
clinique du MM et ne pouvant être expliquée autrement : Related Organ or Tissue 
Impairment (ROTI). Leur atteinte est une conséquence directe de la prolifération 
clonale des plasmocytes tumoraux. Leur mise en évidence repose sur plusieurs 

éments désignés sous l’acronyme « CRAB » : 
alcémie supérieure à 2.75 mmol/L ou augmentée de plus de 0.25 

mmol/L par rapport aux valeurs normales. 
énale avec créatininémie 177 mmol/L ou clairance de la créatinine < 

taux d’hémoglobine < 10 g/dL ou diminuée de 2g/dL par rapport 
aux valeurs normales. 
Au moins une lésion osseuse (Bone) pouvant détectée par scanner (CT) ou 
TEP/CT notamment pour les formes asymptomatiques (48)

La présence conjointe des deux critères biologiques et d’au moins un des éléments du 
CRAB confirment le diagnostic du MM. Toutefois, la mise en évidence d’une plasmocytose 
médullaire d’au moins 60% avec aucun critère CRAB conduit systématiquement au 
diagnostic de MM en raison du haut risque d’apparition de signe clinique dans un court délai 

. De même, la présence d’un FLC ratio ≥ 100 associé à une plasmocytose > 10% suffit 

L’ensemble de ces critères a aussi permis d’établir une classification internationale des 
formes cliniques de la maladie (Tableau 1). 

Dans le cas des MM non excrétant, une infiltration médullaire supérieure à 30% permet 
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Mise en évidence d’une plasmocytose médullaire représentant au moins 10% des 

sence d’une immunoglobuline monoclonale sérique d’au moins 30g/L (protéine M)  
Jones). Un taux d’IgA > 25 g/dL est considéré 

Présence d’une ou plusieurs atteinte(s) d’un organe compatible avec le tableau 
: Related Organ or Tissue 

Impairment (ROTI). Leur atteinte est une conséquence directe de la prolifération 
clonale des plasmocytes tumoraux. Leur mise en évidence repose sur plusieurs 

alcémie supérieure à 2.75 mmol/L ou augmentée de plus de 0.25 

énale avec créatininémie 177 mmol/L ou clairance de la créatinine < 

taux d’hémoglobine < 10 g/dL ou diminuée de 2g/dL par rapport 

tée par scanner (CT) ou 
(48). 

La présence conjointe des deux critères biologiques et d’au moins un des éléments du 
s, la mise en évidence d’une plasmocytose 

médullaire d’au moins 60% avec aucun critère CRAB conduit systématiquement au 
diagnostic de MM en raison du haut risque d’apparition de signe clinique dans un court délai 

à une plasmocytose > 10% suffit 

L’ensemble de ces critères a aussi permis d’établir une classification internationale des 

Dans le cas des MM non excrétant, une infiltration médullaire supérieure à 30% permet 
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Plasmocytome solitaire 

Monoclonal Gammopathy 
of Undetermined 
Significiance (MGUS). 

Smoldering Multiple 
Myeloma (SMM) 

Symptomatic Multiple 
Myeloma (MM) 

Tableau 1 : Présentation des différentes formes cliniques du MM au cours de l’évolution de la maladie (
2014). 
Le plasmocytome solitaire est un stade relativement précoce de la maladie. Celui
représente que 3 à 5% des néoplasi
jeune que dans le MM (55ans au lieu de 65ans) et 50% des patients progressent vers le MM 
(23). Le MGUS représente un stade plus avancé de la maladie et se retrouve chez 3% de la 
population âgée de 50 ans et plus. Le risque de progression vers le MM est de 1% par an. 
Ainsi, après 25 ans, le risque de progression est de 25% 
plus évoluée en raison de l’augmentation de la plasmocytose médullaire et/ou de la protéine 
M sérique. Le risque de progression est lui aussi plus important (10% par an)

2.  Diagnostic différentiel.
Lorsque le tableau clinico-biologique est complet, le diagnostic de MM pose peu de doutes. 
En revanche, lorsque les éléments essentiels (plasmocytose, protéine M et atteinte 
organique) ne sont pas tous présents, le diagnostic peut devenir difficile à affir

Université de Limoges    

Lésion osseuse secondaire à une prolifération 
plasmocytaire. 
Site unique de plasmocytose médullaire. 
Plasmocytose médullaire < 10% = plasmocytome avec 
retentissement médullaire minime. 
 

Monoclonal Gammopathy 
of Undetermined 

Protéine M sérique < 30 g/L ou urinaire < 500 mg/24h
ET 
Plasmocytose médullaire < 10% des cellules nucléées.
FLC ratio anormal (< 0.26 ou > 1.65) = MGUS à chaîne 
légère. 

Smoldering Multiple 
Protéine M sérique ≥ 30 g/L OU protéine monoclonale 
urinaire ≥ 500 mg/24h 
ET/OU 
Plasmocytose médullaire de 10 à 60% des 
nucléées. 

Symptomatic Multiple 
Plasmocytose médullaire ≥ 10% des cellules nuclé
ET l’un des critères suivants : 

 CRAB  Plasmocytose médullaire ≥ 60%  FLC ratio ≥ 100  Plus d’une lésion osseuse d’au moins 5 mm 
: Présentation des différentes formes cliniques du MM au cours de l’évolution de la maladie (

Le plasmocytome solitaire est un stade relativement précoce de la maladie. Celui
représente que 3 à 5% des néoplasies plasmocytaires. L’âge médian de survenue est plus 
jeune que dans le MM (55ans au lieu de 65ans) et 50% des patients progressent vers le MM 

. Le MGUS représente un stade plus avancé de la maladie et se retrouve chez 3% de la 
ans et plus. Le risque de progression vers le MM est de 1% par an. 

Ainsi, après 25 ans, le risque de progression est de 25% (17). Le SMM représente une forme 
raison de l’augmentation de la plasmocytose médullaire et/ou de la protéine 

M sérique. Le risque de progression est lui aussi plus important (10% par an)
Diagnostic différentiel. 

biologique est complet, le diagnostic de MM pose peu de doutes. 
En revanche, lorsque les éléments essentiels (plasmocytose, protéine M et atteinte 
organique) ne sont pas tous présents, le diagnostic peut devenir difficile à affir

 53 

Lésion osseuse secondaire à une prolifération 

Plasmocytose médullaire < 10% = plasmocytome avec 

Protéine M sérique < 30 g/L ou urinaire < 500 mg/24h 

médullaire < 10% des cellules nucléées. 
FLC ratio anormal (< 0.26 ou > 1.65) = MGUS à chaîne 

protéine monoclonale 

Plasmocytose médullaire de 10 à 60% des cellules 

≥ 10% des cellules nucléées 

Plus d’une lésion osseuse d’au moins 5 mm  
: Présentation des différentes formes cliniques du MM au cours de l’évolution de la maladie (IMWG ; 

Le plasmocytome solitaire est un stade relativement précoce de la maladie. Celui-ci ne 
es plasmocytaires. L’âge médian de survenue est plus 

jeune que dans le MM (55ans au lieu de 65ans) et 50% des patients progressent vers le MM 
. Le MGUS représente un stade plus avancé de la maladie et se retrouve chez 3% de la 

ans et plus. Le risque de progression vers le MM est de 1% par an. 
. Le SMM représente une forme 

raison de l’augmentation de la plasmocytose médullaire et/ou de la protéine 
M sérique. Le risque de progression est lui aussi plus important (10% par an)(49). 

biologique est complet, le diagnostic de MM pose peu de doutes. 
En revanche, lorsque les éléments essentiels (plasmocytose, protéine M et atteinte 
organique) ne sont pas tous présents, le diagnostic peut devenir difficile à affirmer avec 
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certitude. En effet, l’apparition de lésions osseuses à l’imagerie peut faire penser à une 
ostéoporose sévère ou bien à une localisation secondaire d’un cancer. Cependant, le 
myélogramme et l’électrophorèse des protéines sériques et urinaires écar
diagnostics. 
D’autre part, la présence d’une gammapathie monoclonale peut être rencontrée dans 
d’autres situations. C’est le cas de la maladie de Waldenstöm, définie comme une 
gammapathie monoclonale à IgM avec prolifération lymphoplasmocytaire 
primaire qui peut être apparentée au MM. Des plasmocytoses réactionnelles polyclonales 
peuvent aussi être rencontrées lors de syndrome mononucléosiques, de rubéole ou 
d’hépatites virales. Des plasmocytoses médullaires peuvent aussi être ren
réactions allergiques, de viroses, de maladies auto
hémopathies telles que certains lymphomes T.

7) Critères pronostiques.
La survie globale médiane pour le MM est de 6 ans 
dans l’évolution de la maladie ont été observées entre les patients. De nombreux facteurs 
(cliniques, biologiques, cytogénétiques…) ont été identifiés comme ayant une influence 
notable sur la survie globale mais aussi sur la vitesse de progression et la sensibilité aux 
traitements. Leur connaissance est donc indispensable afin d’identifier les pati
et optimiser leur prise en charge.

1. Classification de Durie et Salmon.
La classification de Durie et Salmon est l’une des premières classifications établie en 1975 
afin d’évaluer de façon fiable l’évolution de la maladie. Celle
cliniques (étendue des lésions osseuses par imagerie radiologique) et biologiques (fonction 
rénale, calcémie, taux d’hémoglobine, taux sérique et/ou urinaire de la protéine M). 
L’ensemble de ces facteurs permet de classer les patients en 3 gro
tumorale, l’état de la fonction rénale et distinguer les patients à haut risque de ceux à faible 
risque (Tableau 2) (52). 
  

Université de Limoges    

certitude. En effet, l’apparition de lésions osseuses à l’imagerie peut faire penser à une 
ostéoporose sévère ou bien à une localisation secondaire d’un cancer. Cependant, le 
myélogramme et l’électrophorèse des protéines sériques et urinaires écar

D’autre part, la présence d’une gammapathie monoclonale peut être rencontrée dans 
d’autres situations. C’est le cas de la maladie de Waldenstöm, définie comme une 
gammapathie monoclonale à IgM avec prolifération lymphoplasmocytaire 
primaire qui peut être apparentée au MM. Des plasmocytoses réactionnelles polyclonales 
peuvent aussi être rencontrées lors de syndrome mononucléosiques, de rubéole ou 
d’hépatites virales. Des plasmocytoses médullaires peuvent aussi être ren
réactions allergiques, de viroses, de maladies auto-immunes ou même dans d’autres 
hémopathies telles que certains lymphomes T. 

Critères pronostiques. 
La survie globale médiane pour le MM est de 6 ans (51). Cependant, de grandes variations 
dans l’évolution de la maladie ont été observées entre les patients. De nombreux facteurs 

niques, biologiques, cytogénétiques…) ont été identifiés comme ayant une influence 
notable sur la survie globale mais aussi sur la vitesse de progression et la sensibilité aux 
traitements. Leur connaissance est donc indispensable afin d’identifier les pati
et optimiser leur prise en charge. 

Classification de Durie et Salmon. 
La classification de Durie et Salmon est l’une des premières classifications établie en 1975 
afin d’évaluer de façon fiable l’évolution de la maladie. Celle-ci se base sur 
cliniques (étendue des lésions osseuses par imagerie radiologique) et biologiques (fonction 
rénale, calcémie, taux d’hémoglobine, taux sérique et/ou urinaire de la protéine M). 
L’ensemble de ces facteurs permet de classer les patients en 3 groupes selon la masse 
tumorale, l’état de la fonction rénale et distinguer les patients à haut risque de ceux à faible 
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certitude. En effet, l’apparition de lésions osseuses à l’imagerie peut faire penser à une 
ostéoporose sévère ou bien à une localisation secondaire d’un cancer. Cependant, le 
myélogramme et l’électrophorèse des protéines sériques et urinaires écarteront ces 

D’autre part, la présence d’une gammapathie monoclonale peut être rencontrée dans 
d’autres situations. C’est le cas de la maladie de Waldenstöm, définie comme une 
gammapathie monoclonale à IgM avec prolifération lymphoplasmocytaire ou l’amylose AL 
primaire qui peut être apparentée au MM. Des plasmocytoses réactionnelles polyclonales 
peuvent aussi être rencontrées lors de syndrome mononucléosiques, de rubéole ou 
d’hépatites virales. Des plasmocytoses médullaires peuvent aussi être rencontrées lors de 

immunes ou même dans d’autres 

. Cependant, de grandes variations 
dans l’évolution de la maladie ont été observées entre les patients. De nombreux facteurs 

niques, biologiques, cytogénétiques…) ont été identifiés comme ayant une influence 
notable sur la survie globale mais aussi sur la vitesse de progression et la sensibilité aux 
traitements. Leur connaissance est donc indispensable afin d’identifier les patients à risque 

La classification de Durie et Salmon est l’une des premières classifications établie en 1975 
ci se base sur des critères 

cliniques (étendue des lésions osseuses par imagerie radiologique) et biologiques (fonction 
rénale, calcémie, taux d’hémoglobine, taux sérique et/ou urinaire de la protéine M). 

upes selon la masse 
tumorale, l’état de la fonction rénale et distinguer les patients à haut risque de ceux à faible 
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Critères 
Masse tumorale 
Critères requis 

Protéine M Sérique
 IgG < 50g/L
IgA < 30 g/L
Urinaire

Hémoglobine > 10 g/dL
Calcémie  120 mg/mL ou 3 µM
Lésions osseuses  1 
Estimation de la 
masse tumorale 
(nombre de 
cellules). 

< 0,6.10

Sous-
classification : 

A 
B 

 
A : créatininémie < 20 mg/L soit 175 µmol/L
B : créatininémie 
 

Tableau 2 : Tableau de la classification de Durie et Salmon (1975).
Les patients classés dans le stade III sont classés dans la catégorie dite à haut risque tandis 
que ceux classés dans le stade I sont dits à faible risque.

2. International Staging System (ISS).
Plus récemment, une nouvelle classification internationale a été adoptée. Celle
objectif d’établir une évaluation pronostique du MM en se basant sur des critères objectifs 
pouvant être facilement évalués à l’échelle mondiale. En effet, bien que la classification de 
Durie et Salmon fut largement utilisée comme référence internationale fia
nombre de lésions osseuses demeurait observateur dépendante. Ainsi, la nouvelle 
classification tient compte de deux paramètres biologiques facilement évaluables et 
fortement corrélés à la survie des patients
(Tableau 3) (53). 
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Stade I 
Faible 
Tous 

Stade II 
Intermédiaire 

Ni I ni III 
Sérique : 

< 50g/L 
IgA < 30 g/L 
Urinaire < 4g/24h 

Ni I ni III 

Sérique
IgG > 70 g/L
IgA > 50 g/L
Urinaire

> 10 g/dL < 8.5 g/dL
120 mg/mL ou 3 µM  

µM
 3

< 0,6.1012  >1,2.10

créatininémie < 20 mg/L soit 175 µmol/L 
créatininémie  20 mg/mL soit 175 µmol/L 

: Tableau de la classification de Durie et Salmon (1975). 
stade III sont classés dans la catégorie dite à haut risque tandis 

que ceux classés dans le stade I sont dits à faible risque. 
International Staging System (ISS). 

Plus récemment, une nouvelle classification internationale a été adoptée. Celle
ectif d’établir une évaluation pronostique du MM en se basant sur des critères objectifs 

pouvant être facilement évalués à l’échelle mondiale. En effet, bien que la classification de 
Durie et Salmon fut largement utilisée comme référence internationale fia
nombre de lésions osseuses demeurait observateur dépendante. Ainsi, la nouvelle 
classification tient compte de deux paramètres biologiques facilement évaluables et 
fortement corrélés à la survie des patients : la β2-microglobulinémie e
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Stade III 
Elevée 

Au moins 1 
Sérique : 
IgG > 70 g/L 
IgA > 50 g/L 
Urinaire > 12g/24h 
< 8.5 g/dL 

 120 mg/dL ou 3 
µM 

3 

1,2.1012  

stade III sont classés dans la catégorie dite à haut risque tandis 

Plus récemment, une nouvelle classification internationale a été adoptée. Celle-ci a pour 
ectif d’établir une évaluation pronostique du MM en se basant sur des critères objectifs 

pouvant être facilement évalués à l’échelle mondiale. En effet, bien que la classification de 
Durie et Salmon fut largement utilisée comme référence internationale fiable, l’évaluation du 
nombre de lésions osseuses demeurait observateur dépendante. Ainsi, la nouvelle 
classification tient compte de deux paramètres biologiques facilement évaluables et 

microglobulinémie et l’albuminémie 
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Critères 
β2-microglobulinémie < 3.5 mg/L
Albuminémie  35 mg/L
Survie médiane 62 mois
Tableau 3 : Tableau de la classification ISS d’après Greipp et al. 2005.
Dans le stade II, seule la β2- 
surface des plasmocytes malins avant d’être relarguée dans le sérum par clivage 
protéolytique. Ainsi, son augmentation est associée à une augmentation de la masse 
tumorale. L‘interprétation des taux sériques de 
prudence car une altération de la fonction rénale peut aussi entraîner une augmentation de 
la β2- microglobuline 

3. Critères cytogénétiques.
La classification de Durie et Salmon 
médiane des patients mais restent peu adaptées pour l’estimation de la réponse aux 
nouveaux traitements. En effet, de nombreuses études ont mis en évidence que certaines 
anomalies cytogénétiques avai
aussi constituer un facteur prédictif de réponse aux traitements. De plus, ces anomalies 
génétiques ont un impact pronostique indépendant de l’ISS.
De nombreuses études ont montré par analyses FIS
sont étroitement corrélées à une diminution de la survie médiane des patients. Les délétions 
13, 17p ainsi que le gain de copie sur le bras long du chromosome 21 
une réduction significative des survies globales et sans progression des patients 
The Mayo Stratification for Myeloma and Risk Adapted Therapy (mSMART) a classé les 
anomalies observées selon trois niveaux de risque. Les translocations t(14
délétion du bras court du chromosome 17 (del17p) sont rangées parmi les anomalies à haut 
risque tandis que la t(4 ;14) et la del 13 sont associées à un niveau de risque intermédiaire. 
Les translocations t(11 ;14) et t(6
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Stade I Stade II 
< 3.5 mg/L Ni I ni III 

35 mg/L < 35 mg/L
62 mois 44 mois 29 mois

: Tableau de la classification ISS d’après Greipp et al. 2005. 
 microglobuline est prise en compte. Celle-ci est exprimée à la 

surface des plasmocytes malins avant d’être relarguée dans le sérum par clivage 
protéolytique. Ainsi, son augmentation est associée à une augmentation de la masse 

e. L‘interprétation des taux sériques de β2- microglobuline doit être faite avec 
prudence car une altération de la fonction rénale peut aussi entraîner une augmentation de 

Critères cytogénétiques. 
La classification de Durie et Salmon et l’ISS sont importantes pour l’estimation de la survie 
médiane des patients mais restent peu adaptées pour l’estimation de la réponse aux 
nouveaux traitements. En effet, de nombreuses études ont mis en évidence que certaines 
anomalies cytogénétiques avaient une influence sur la survie des patients mais pouvaient 
aussi constituer un facteur prédictif de réponse aux traitements. De plus, ces anomalies 
génétiques ont un impact pronostique indépendant de l’ISS. 
De nombreuses études ont montré par analyses FISH que certaines anomalies génétiques 
sont étroitement corrélées à une diminution de la survie médiane des patients. Les délétions 
13, 17p ainsi que le gain de copie sur le bras long du chromosome 21 (54)
une réduction significative des survies globales et sans progression des patients 
The Mayo Stratification for Myeloma and Risk Adapted Therapy (mSMART) a classé les 
anomalies observées selon trois niveaux de risque. Les translocations t(14
délétion du bras court du chromosome 17 (del17p) sont rangées parmi les anomalies à haut 

;14) et la del 13 sont associées à un niveau de risque intermédiaire. 
;14) et t(6 ;14) sont classées en faible risque (55) (Tableau 4).
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Stade III 
 5.5 mg/L 
< 35 mg/L 
29 mois 

ci est exprimée à la 
surface des plasmocytes malins avant d’être relarguée dans le sérum par clivage 
protéolytique. Ainsi, son augmentation est associée à une augmentation de la masse 

microglobuline doit être faite avec 
prudence car une altération de la fonction rénale peut aussi entraîner une augmentation de 

et l’ISS sont importantes pour l’estimation de la survie 
médiane des patients mais restent peu adaptées pour l’estimation de la réponse aux 
nouveaux traitements. En effet, de nombreuses études ont mis en évidence que certaines 

ent une influence sur la survie des patients mais pouvaient 
aussi constituer un facteur prédictif de réponse aux traitements. De plus, ces anomalies 

H que certaines anomalies génétiques 
sont étroitement corrélées à une diminution de la survie médiane des patients. Les délétions 

(54) sont associés à 
une réduction significative des survies globales et sans progression des patients (14). 
The Mayo Stratification for Myeloma and Risk Adapted Therapy (mSMART) a classé les 
anomalies observées selon trois niveaux de risque. Les translocations t(14 ;16), t(4 ;20) et la 
délétion du bras court du chromosome 17 (del17p) sont rangées parmi les anomalies à haut 

;14) et la del 13 sont associées à un niveau de risque intermédiaire. 
(Tableau 4). 
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 Haut risque
Anomalies 
génétiques 

FISH : 
 Del 17p
 t (14;16)
 t (14;20)

GEP: Signature à 
haut risque 

Survie médiane 3 ans 
Tableau 4 : Tableau de classification des anomalies cytogénétiques mSMART 
 
La classification des anomalies selon leur niveau de risque a pour objectif d’adapter la 
stratégie thérapeutique. Il est ainsi recommandé de réaliser une FISH avant l’initiation du 
traitement. Les patients classés dans le groupe à haut risque doivent impé
recevoir un traitement associant plusieurs cytotoxiques afin de ralentir la progression de la 
maladie. En revanche, pour les patients à faible risque avec maladie indolente, l’utilisation 
d’agents moins toxiques avec des périodes d’abstention th
recommandée (55). Combinée à l’ISS, la classification mSMART apporte des informations 
supplémentaires sur la survie globale des patients après traitements d’induction et
maintenance et permet d’éttablir des recommandations de traitement en fonction du risque 
cytogénétique.  
La présence d’une mutation sur les récepteurs aux TNF TRAF3 est un facteur prédictif de 
réponse au bortézomib (56). 

4. Caractéristiques morphologiques des plasmocytes.
L’hétérogénéité du MM réside aussi dans la morphologie des plasmocytes infiltrant la moelle 
osseuse. En effet, lors des prélèvements de moelle osseuse, on retrouve des stades de 
maturations des plasmocytes variables d’un patient à l’autre. La classificatio
fonction du stade de maturation des plasmocytes montre que les MM à cellules 
plasmablastiques étaient associés à une survie plus faible 
plasmocytes matures sont de meilleur pronostic 
pronostique n’a pu être rattachée à la présence de modifications cytoplasmiques au sein des 
plasmocytes tumoraux (47). 
Même si la morphologie plasmocytaire est un facteur pronostique rec
étudiée en pratique en raison de son manque de reproductibilité et de sa faible objectivité. 
De plus, cette classification ne met en évidence qu’une faible proportion de patients de 
mauvais pronostic. 
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Haut risque Risque intermédiaire Faible risque

Del 17p 
t (14;16) 
t (14;20) 

GEP: Signature à 
haut risque  

FISH:  
 t (4;14) 
 Del 13 
 Hypodiploïdie 

PCLI  3% 

Autres anomalies 
incluant notamment: 
FISH: 

 
 

 
4 à 5 ans 8 à 10 ans

: Tableau de classification des anomalies cytogénétiques mSMART (JR. Mickael et al.)

La classification des anomalies selon leur niveau de risque a pour objectif d’adapter la 
stratégie thérapeutique. Il est ainsi recommandé de réaliser une FISH avant l’initiation du 
traitement. Les patients classés dans le groupe à haut risque doivent impé
recevoir un traitement associant plusieurs cytotoxiques afin de ralentir la progression de la 
maladie. En revanche, pour les patients à faible risque avec maladie indolente, l’utilisation 
d’agents moins toxiques avec des périodes d’abstention thérapeutique peut être 

. Combinée à l’ISS, la classification mSMART apporte des informations 
supplémentaires sur la survie globale des patients après traitements d’induction et

et permet d’éttablir des recommandations de traitement en fonction du risque 

La présence d’une mutation sur les récepteurs aux TNF TRAF3 est un facteur prédictif de 
 

Caractéristiques morphologiques des plasmocytes. 
L’hétérogénéité du MM réside aussi dans la morphologie des plasmocytes infiltrant la moelle 
osseuse. En effet, lors des prélèvements de moelle osseuse, on retrouve des stades de 
maturations des plasmocytes variables d’un patient à l’autre. La classificatio
fonction du stade de maturation des plasmocytes montre que les MM à cellules 
plasmablastiques étaient associés à une survie plus faible (57,58) tandis que ceux à 
plasmocytes matures sont de meilleur pronostic (45). En revanche, aucune valeur 
pronostique n’a pu être rattachée à la présence de modifications cytoplasmiques au sein des 

Même si la morphologie plasmocytaire est un facteur pronostique reconnu, celle
étudiée en pratique en raison de son manque de reproductibilité et de sa faible objectivité. 
De plus, cette classification ne met en évidence qu’une faible proportion de patients de 
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Faible risque 
Autres anomalies 
incluant notamment:  
FISH:  

 t (11;14) 
 t (6;14) 

8 à 10 ans 
(JR. Mickael et al.). 

La classification des anomalies selon leur niveau de risque a pour objectif d’adapter la 
stratégie thérapeutique. Il est ainsi recommandé de réaliser une FISH avant l’initiation du 
traitement. Les patients classés dans le groupe à haut risque doivent impérativement 
recevoir un traitement associant plusieurs cytotoxiques afin de ralentir la progression de la 
maladie. En revanche, pour les patients à faible risque avec maladie indolente, l’utilisation 

érapeutique peut être 
. Combinée à l’ISS, la classification mSMART apporte des informations 

supplémentaires sur la survie globale des patients après traitements d’induction et de 
et permet d’éttablir des recommandations de traitement en fonction du risque 

La présence d’une mutation sur les récepteurs aux TNF TRAF3 est un facteur prédictif de 

L’hétérogénéité du MM réside aussi dans la morphologie des plasmocytes infiltrant la moelle 
osseuse. En effet, lors des prélèvements de moelle osseuse, on retrouve des stades de 
maturations des plasmocytes variables d’un patient à l’autre. La classification des MM en 
fonction du stade de maturation des plasmocytes montre que les MM à cellules 

tandis que ceux à 
. En revanche, aucune valeur 

pronostique n’a pu être rattachée à la présence de modifications cytoplasmiques au sein des 

onnu, celle-ci reste peu 
étudiée en pratique en raison de son manque de reproductibilité et de sa faible objectivité. 
De plus, cette classification ne met en évidence qu’une faible proportion de patients de 
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5. Autres facteurs pronostiques.
D’autres marqueurs biologiques sont associés à de meilleurs pronostics. C’est le cas de la 
FLC dont l’augmentation est associée à une amélioration de la réponse au traitement et de 
la survie globale. Un taux d’hémoglobine bas et un pic monoclonal à IgA so
facteurs de bon pronostic. En revanche, l’âge, l’hypocalcémie, une élévation de la CRP et 
l’altération de la fonction rénale sont de mauvais pronostic 

8) Prise en charge thérapeutique.
L’instauration d’un traitement doit se faire uniquement chez les patients au stade myélome 
symptomatique. En effet, le traitement des formes 
entraîné d’augmentation de la survie globale et s’avère même délétère en raison de sa 
toxicité (50). Cependant, dans les SMM ou MGUS avec une plasmocytose médullaire 
dépassant 60% des cellules nucléées, l’initi
en raison du fort risque de progression vers un MM symptomatique. De plus, un ratio FLC 
fortement altéré justifie la mise en route d’un traitement en raison du risque élevé d’atteinte 
rénale (55). 

1. Molécules disponibles.
Le melphalan (agent alkylant) a longtemps été la molécule de référence dans le traitement 
du MM. Sa première utilisation remonte à 1962. Son association avec les corticoïdes 
(prednisone, dexamethasone) a permis une survie sans progression de 18 mois en moyenne 
ainsi qu’une survie globale médiane de 2 à 3 ans 
Depuis, de nombreuses associations de cytotoxiques tels que vincalcaloïdes (vincristine), 
des agents alkylants (cyclophosphamide, sels de platine), des anthracyclines (adriamycine, 
doxorubicine liposomale) ou les in
sans amélioration significative. Depuis le milieu des années 90, les associations de 
chimiothérapies à hautes doses sont suivies d’autogreffe de cellules souches. Ces nouvelles 
stratégies ont permis une nette augmentation des taux d
des patients (61). 
Depuis le début des années 2000, de nouveaux agents ont fait leur apparition. Le premier 
d’entre eux est la thalidomide qui fait partie de la classe des immunomodulateurs (IMID). Son 
action anti-angiogénique a mot
mécanismes d’action (anti-inflammatoire, immunomodulateur)
depuis son utilisation (62,63)
développement de molécules analogues telles que le lenalidomide ou le pomali
des toxicités moins marquées. Le borte
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Autres facteurs pronostiques. 
D’autres marqueurs biologiques sont associés à de meilleurs pronostics. C’est le cas de la 
FLC dont l’augmentation est associée à une amélioration de la réponse au traitement et de 
la survie globale. Un taux d’hémoglobine bas et un pic monoclonal à IgA so
facteurs de bon pronostic. En revanche, l’âge, l’hypocalcémie, une élévation de la CRP et 
l’altération de la fonction rénale sont de mauvais pronostic (59).  

Prise en charge thérapeutique. 
L’instauration d’un traitement doit se faire uniquement chez les patients au stade myélome 
symptomatique. En effet, le traitement des formes asymptomatiques (SMM, MGUS) n’a pas 
entraîné d’augmentation de la survie globale et s’avère même délétère en raison de sa 

. Cependant, dans les SMM ou MGUS avec une plasmocytose médullaire 
dépassant 60% des cellules nucléées, l’initiation du traitement est fortement recommandée 
en raison du fort risque de progression vers un MM symptomatique. De plus, un ratio FLC 
fortement altéré justifie la mise en route d’un traitement en raison du risque élevé d’atteinte 

Molécules disponibles. 
Le melphalan (agent alkylant) a longtemps été la molécule de référence dans le traitement 
du MM. Sa première utilisation remonte à 1962. Son association avec les corticoïdes 

sone, dexamethasone) a permis une survie sans progression de 18 mois en moyenne 
ainsi qu’une survie globale médiane de 2 à 3 ans (24,60).  
Depuis, de nombreuses associations de cytotoxiques tels que vincalcaloïdes (vincristine), 
des agents alkylants (cyclophosphamide, sels de platine), des anthracyclines (adriamycine, 
doxorubicine liposomale) ou les inhibiteurs de la topoisomérase I (étoposide) ont été utilisées 
sans amélioration significative. Depuis le milieu des années 90, les associations de 
chimiothérapies à hautes doses sont suivies d’autogreffe de cellules souches. Ces nouvelles 

rmis une nette augmentation des taux de réponse mais aussi de la survie 

Depuis le début des années 2000, de nouveaux agents ont fait leur apparition. Le premier 
thalidomide qui fait partie de la classe des immunomodulateurs (IMID). Son 

angiogénique a motivé son utilisation dans le MM mais il agit selon plusieurs 
inflammatoire, immunomodulateur). Les bons résultats apportés 

(62,63) conjugués à une neurotoxicité marquée ont amené au 
développement de molécules analogues telles que le lenalidomide ou le pomali

ées. Le bortezomib, inhibiteur du protéasome (IP), a fait son 
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D’autres marqueurs biologiques sont associés à de meilleurs pronostics. C’est le cas de la 
FLC dont l’augmentation est associée à une amélioration de la réponse au traitement et de 
la survie globale. Un taux d’hémoglobine bas et un pic monoclonal à IgA sont aussi des 
facteurs de bon pronostic. En revanche, l’âge, l’hypocalcémie, une élévation de la CRP et 

L’instauration d’un traitement doit se faire uniquement chez les patients au stade myélome 
asymptomatiques (SMM, MGUS) n’a pas 

entraîné d’augmentation de la survie globale et s’avère même délétère en raison de sa 
. Cependant, dans les SMM ou MGUS avec une plasmocytose médullaire 

ation du traitement est fortement recommandée 
en raison du fort risque de progression vers un MM symptomatique. De plus, un ratio FLC 
fortement altéré justifie la mise en route d’un traitement en raison du risque élevé d’atteinte 

Le melphalan (agent alkylant) a longtemps été la molécule de référence dans le traitement 
du MM. Sa première utilisation remonte à 1962. Son association avec les corticoïdes 

sone, dexamethasone) a permis une survie sans progression de 18 mois en moyenne 

Depuis, de nombreuses associations de cytotoxiques tels que vincalcaloïdes (vincristine), 
des agents alkylants (cyclophosphamide, sels de platine), des anthracyclines (adriamycine, 

hibiteurs de la topoisomérase I (étoposide) ont été utilisées 
sans amélioration significative. Depuis le milieu des années 90, les associations de 
chimiothérapies à hautes doses sont suivies d’autogreffe de cellules souches. Ces nouvelles 

mais aussi de la survie 

Depuis le début des années 2000, de nouveaux agents ont fait leur apparition. Le premier 
thalidomide qui fait partie de la classe des immunomodulateurs (IMID). Son 

ivé son utilisation dans le MM mais il agit selon plusieurs 
. Les bons résultats apportés 

conjugués à une neurotoxicité marquée ont amené au 
développement de molécules analogues telles que le lenalidomide ou le pomalidomide avec 

zomib, inhibiteur du protéasome (IP), a fait son 
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apparition au début des années 2000. Son action anti
l’apoptose des plasmocytes tumoraux, une inhibition de leur 
inhibition des liaisons avec les cellules du microenvironnement tumoral
(64). Le bortezomib empêche la dégradation de l’I
joue un grand rôle dans la progress
(65,66). 
 
F. Pasquier et al. 2006 (67) 

Figure 23 : Action du Bortezomib dans le Myélome Multiple. En inhibant l’activ
Bortezomib induit un effet sur les plasmocytes tumoraux mais aussi sur les cellules du microenvironnement
Le traitement des patients en rechute par b
résultats par rapport au traitement par dexamethasone à hautes doses 
l’utilisation du bortezomib en 1
montré une grande efficacité (69)
souvent réversible et elle peut peut
Aujourd’hui, la thalidomide, le borte
traitements de référence du MM.
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apparition au début des années 2000. Son action anti-tumorale repose sur une induction de 
l’apoptose des plasmocytes tumoraux, une inhibition de leur prolifération ainsi qu’une 
inhibition des liaisons avec les cellules du microenvironnement tumoral 

zomib empêche la dégradation de l’IκB et donc l’activation de la voie NF
joue un grand rôle dans la progression et la résistance aux traitements conventionnels 

zomib dans le Myélome Multiple. En inhibant l’activation de la voie NF
zomib induit un effet sur les plasmocytes tumoraux mais aussi sur les cellules du microenvironnement

Le traitement des patients en rechute par bortezomib a permis l’obtention de meilleurs 
résultats par rapport au traitement par dexamethasone à hautes doses 
l’utilisation du bortezomib en 1ère ligne, en association avec d’autres agents cytotoxiques a 

(69). La principale toxicité est neurologique mais elle est le plus 
souvent réversible et elle peut peut-être minorée par une administration sous cutanée.

thalidomide, le bortezomib ainsi que le lenalidomide font partis des 
itements de référence du MM. 
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tumorale repose sur une induction de 
prolifération ainsi qu’une 

 (Figures 23 et 24) 
κB et donc l’activation de la voie NF-κB qui 

ion et la résistance aux traitements conventionnels 

 
ation de la voie NF-kB, le 

zomib induit un effet sur les plasmocytes tumoraux mais aussi sur les cellules du microenvironnement. 
l’obtention de meilleurs 

résultats par rapport au traitement par dexamethasone à hautes doses (68). De plus, 
ligne, en association avec d’autres agents cytotoxiques a 

. La principale toxicité est neurologique mais elle est le plus 
être minorée par une administration sous cutanée. 

zomib ainsi que le lenalidomide font partis des 
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Nguyen et al. 2011(70) 

Figure 24 : Action du Bortezomib sur la voie NF
donc l’activation de NF-kB. 

2. Stratégies thérapeutiques chez le sujet jeune (moins de 65 ans).
Les patients jeunes (moins de 65 ans ou 70 ans d’âge physiologique) sans altération 
majeure d’organe (cardiaque, rénale, hépatique, pulmonaire) sont éligibles à l’autogreffe de 
cellules souches.  
L’autogreffe repose tout d’abord sur une phase d’induction constituée par l’association de 
plusieurs molécules telles que la
(cyclophosphamide ou melphalan) sur 4 cycles. L’association sera choisie notamment en 
fonction du risque cytogénétique retrouvé après l’analyse par FISH. L’objectif est l’obtention 
d’au moins une réponse partielle avant la phase 
doses. Plusieurs associations ont été utilisées en phase d’induction (Tableau 5) avec des 
taux de réponses variables d’un protocole à l’autre. L’arrivée des nouveaux agents tend à 
faire disparaître définitivement l’association VAD en raison de sa moindre efficacité et de sa 
plus grande toxicité (71). De plus, l’utilisation de schémas avec trithérapie (VTD, VRD ou 
VCD) tend à donner de meilleurs résultats que les 
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zomib sur la voie NF-kB. L’inhibition du protéasome empêche la dégradation d’IkB et 

Stratégies thérapeutiques chez le sujet jeune (moins de 65 ans).
Les patients jeunes (moins de 65 ans ou 70 ans d’âge physiologique) sans altération 
majeure d’organe (cardiaque, rénale, hépatique, pulmonaire) sont éligibles à l’autogreffe de 

L’autogreffe repose tout d’abord sur une phase d’induction constituée par l’association de 
lusieurs molécules telles que la thalidomide, le bortezomib et un agent alkylant 

(cyclophosphamide ou melphalan) sur 4 cycles. L’association sera choisie notamment en 
fonction du risque cytogénétique retrouvé après l’analyse par FISH. L’objectif est l’obtention 
d’au moins une réponse partielle avant la phase d’intensification par chimiothérapie à hautes 
doses. Plusieurs associations ont été utilisées en phase d’induction (Tableau 5) avec des 
taux de réponses variables d’un protocole à l’autre. L’arrivée des nouveaux agents tend à 

nt l’association VAD en raison de sa moindre efficacité et de sa 
. De plus, l’utilisation de schémas avec trithérapie (VTD, VRD ou 

VCD) tend à donner de meilleurs résultats que les bithérapies. 
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kB. L’inhibition du protéasome empêche la dégradation d’IkB et 

Stratégies thérapeutiques chez le sujet jeune (moins de 65 ans). 
Les patients jeunes (moins de 65 ans ou 70 ans d’âge physiologique) sans altération 
majeure d’organe (cardiaque, rénale, hépatique, pulmonaire) sont éligibles à l’autogreffe de 

L’autogreffe repose tout d’abord sur une phase d’induction constituée par l’association de 
zomib et un agent alkylant 

(cyclophosphamide ou melphalan) sur 4 cycles. L’association sera choisie notamment en 
fonction du risque cytogénétique retrouvé après l’analyse par FISH. L’objectif est l’obtention 

d’intensification par chimiothérapie à hautes 
doses. Plusieurs associations ont été utilisées en phase d’induction (Tableau 5) avec des 
taux de réponses variables d’un protocole à l’autre. L’arrivée des nouveaux agents tend à 

nt l’association VAD en raison de sa moindre efficacité et de sa 
. De plus, l’utilisation de schémas avec trithérapie (VTD, VRD ou 
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Protocoles 
RD (lenalidomide + 
dexaméthasone hautes doses)
Rd (lenalidomide + 
dexaméthasone faibles doses)
VAD (vincristine + adriamycine 
+ dexaméthasone) 
VD (vincristine + 
dexamethasone) 
TD (thalidomide + 
dexaméthasone) 
VTD (bortezomib + thalidomide 
+ dexamethasone) 
VRD (bortezomib + 
lenalidomide + dexamethasone)
Tableau 5: Tableau récapitulatif des différents protocoles de chimiothérapies d’induction utilisés ainsi que leur 
efficacité. RR : taux de réponse ; CR
sans progression (55,72), 
La deuxième partie de la stratégie consiste en une phase 
hématopoïétiques (CSH) avec utilisation de facteurs de croissance granulocytaires (G
En cas d’échec du recueil des CSH, une deuxième tentative peut être réalisée avec G
associé au plerixafor. Ensuite une phase 
haute dose (200mg/m²) est réalisée
collectées sont réinjectées à la fin de la phase d’intensification. Si une très bonne réponse 
partielle n’est pas obtenue à l’issue de la pr
réalisée afin d’augmenter les chances d’efficacité du traitement 
Une phase de consolidation repr
puis un traitement d’entretien est instauré. Ce dernier
faibles apports dans l’efficacité de la prise en charge mais aussi de la forte toxicité entrainée 
par l’utilisation prolongée des cytotoxiques souvent à l’origine d’interruption précoces. 
Cependant, l’arrivée du lenalidomide semble apporter un bénéfice dans la survie globale des 
patients (50,55). 
Selon le niveau de risque, le protocole utilisé sera variable. Ainsi, pour des maladies à haut 
risque (ISS grade II et cytogénétique de haut risque), on privilégiera une association 
agressive afin d’augmenter les cha
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RR CR et VGPR PFS 

dexaméthasone hautes doses) 81% 50% 19.1 mois 

dexaméthasone faibles doses) 70% 40% 25 à 31mois 
VAD (vincristine + adriamycine 63% 15% 30 mois 

79% 38% 36 mois 

79% 28% 40 mois 
VTD (bortezomib + thalidomide 93% 62% NR 

lenalidomide + dexamethasone) 94% 58% NR 

: Tableau récapitulatif des différents protocoles de chimiothérapies d’induction utilisés ainsi que leur 
; CR : Réponse complète ; VGPR : très bonne réponse

La deuxième partie de la stratégie consiste en une phase de collecte des cellules souches 
hématopoïétiques (CSH) avec utilisation de facteurs de croissance granulocytaires (G
En cas d’échec du recueil des CSH, une deuxième tentative peut être réalisée avec G

. Ensuite une phase intensification thérapeutique avec du melphalan 
est réalisée afin d’obtenir une myélosuppression

collectées sont réinjectées à la fin de la phase d’intensification. Si une très bonne réponse 
partielle n’est pas obtenue à l’issue de la première autogreffe, une deuxième 
réalisée afin d’augmenter les chances d’efficacité du traitement (73). 
Une phase de consolidation reprend l’association des traitements de l’induction sur 2 cycles 
puis un traitement d’entretien est instauré. Ce dernier a longtemps été di
faibles apports dans l’efficacité de la prise en charge mais aussi de la forte toxicité entrainée 

l’utilisation prolongée des cytotoxiques souvent à l’origine d’interruption précoces. 
Cependant, l’arrivée du lenalidomide semble apporter un bénéfice dans la survie globale des 

Selon le niveau de risque, le protocole utilisé sera variable. Ainsi, pour des maladies à haut 
risque (ISS grade II et cytogénétique de haut risque), on privilégiera une association 
agressive afin d’augmenter les chances d’efficacité. En revanche, dans le cas de maladie à 
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Survie à 3 ans 
75% 

 74% 

77% 

81% 

84% 

86% 

100% 

: Tableau récapitulatif des différents protocoles de chimiothérapies d’induction utilisés ainsi que leur 
: très bonne réponse partielle ; PFS : survie 

des cellules souches 
hématopoïétiques (CSH) avec utilisation de facteurs de croissance granulocytaires (G-CSF). 
En cas d’échec du recueil des CSH, une deuxième tentative peut être réalisée avec G-CSF 

n thérapeutique avec du melphalan 
’obtenir une myélosuppression. Les CSH 

collectées sont réinjectées à la fin de la phase d’intensification. Si une très bonne réponse 
ière autogreffe, une deuxième peut être 

end l’association des traitements de l’induction sur 2 cycles 
gtemps été dicuté en raison des 

faibles apports dans l’efficacité de la prise en charge mais aussi de la forte toxicité entrainée 
l’utilisation prolongée des cytotoxiques souvent à l’origine d’interruption précoces. 

Cependant, l’arrivée du lenalidomide semble apporter un bénéfice dans la survie globale des 

Selon le niveau de risque, le protocole utilisé sera variable. Ainsi, pour des maladies à haut 
risque (ISS grade II et cytogénétique de haut risque), on privilégiera une association 

nces d’efficacité. En revanche, dans le cas de maladie à 



Julien COSTES | Thèse d’exercice | Université de Limoges
 

faible risque (ISS grade I et cytogénétique à faible risque), on s’orientera vers une 
association présentant une toxicité plus limitée (
 
JR. Mickael et al. 2013 

Figure 25 : Schéma récapitulatif des traitements d’induction pré
maladie. 

3. Stratégies thérapeutiques chez le sujet âgé (plus de 65 ans).
Chez les patients non éligibles à l’autogreffe, le trai
l’association melphalan - prednisone. Depuis l’arrivée des nouvelles thérapies, l’ajout d
thalidomide ou du bortezomib à la bithérapie a permis une amélioration de l’efficacité de la 
prise en charge. 
Ainsi, pour les patients en bon état général, les trithérapies comme melphalan + prednisone 
+ bortezomib ou thalidomide (MPV ou MPT) sont devenues le traitement d’induction 
standard pour ces patients (50)
Pour les patients présentant des co
lenalidomide + dexamethasone sont à privilégier
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faible risque (ISS grade I et cytogénétique à faible risque), on s’orientera vers une 
association présentant une toxicité plus limitée (Figure 25). 

: Schéma récapitulatif des traitements d’induction pré-greffe en fonction des niveaux de risque de la 

Stratégies thérapeutiques chez le sujet âgé (plus de 65 ans).
Chez les patients non éligibles à l’autogreffe, le traitement a longtemps reposé sur 

prednisone. Depuis l’arrivée des nouvelles thérapies, l’ajout d
zomib à la bithérapie a permis une amélioration de l’efficacité de la 

ts en bon état général, les trithérapies comme melphalan + prednisone 
+ bortezomib ou thalidomide (MPV ou MPT) sont devenues le traitement d’induction 

(50).  
Pour les patients présentant des co-morbidités, les traitements à deux cytotoxiques comme 
lenalidomide + dexamethasone sont à privilégier. Pour ces patients, il a été montré que 
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greffe en fonction des niveaux de risque de la 

Stratégies thérapeutiques chez le sujet âgé (plus de 65 ans). 
tement a longtemps reposé sur 

prednisone. Depuis l’arrivée des nouvelles thérapies, l’ajout de la 
zomib à la bithérapie a permis une amélioration de l’efficacité de la 

ts en bon état général, les trithérapies comme melphalan + prednisone 
+ bortezomib ou thalidomide (MPV ou MPT) sont devenues le traitement d’induction 

morbidités, les traitements à deux cytotoxiques comme 
. Pour ces patients, il a été montré que 
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l’utilisation de la dexaméthasone à
à la dexamethasone haute dose (RD) 

4. Traitement du myélome en rechute
Le myélome étant une maladie incurable, tous les patients sont amenés à rechut
pronostic des patients en rechute reste pauvre malgré les nouveaux traitements disponibles 
(lenalidomide, bortézomib).  
Pour les patients ayant subi une autogreffe de CSH, si la rechute survient au moins 2 ans 
après, il est possible d’en envisager u
Si la rechute intervient au moins 6 mois après la fin de la première ligne de traitement, il est 
possible de réadministrer les mêmes molécules. 
Dans le cas de rechutes agressives, précoces ou de patients âgés, il est nécessaire de 
changer de ligne. L’un des traitements standard est l’association lenalidomide
dexamethasone faible dose (Rd). Il est au
dexamethasone (VD) ou au lénalidomide (VR).
Le pomalidomide est un immunomodulateur dérivé de la
indiqué dans le traitement du myélome multiple en rechute en association avec la 
dexamethasone (76). Des études évaluant l’association du pomalidomide à d’autres agents 
thérapeutiques sont en cours d’évaluation.

5. Nouvelles molécules.
Plusieurs nouvelles molécules en cours de développement ou récemment approuvées ont 
montré de bons résultats dans le traitement des patients en rechute ou réfractaires aux 
traitements de référence. 

i. Anticorps monoclonaux.
Le daratumumab est le premier anticorps monoclonal à avoir obt
mise sur le marché aux Etats
du MM en rechute après au moins 3 lignes de thérapie incluant un inhibiteur du protésaome 
(IP) et un IMID (thalidomide, revlimid, pomalidomid
CD38 exprimé de façon importante par les cellules myélomateuses. La liaison de l’anticorps 
à sa cible entraine une cytotoxicité à médiation cellulaire induite par anticorps (ADCC) mais 
aussi par le complément (CDC) 
Cette autorisation de mise sur le marché a été déli
base d’études de phases I puis II ayant testé la tolérance et l’efficacité du daratumumab en 
monothérapie chez des patients multiréfractaires 
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l’utilisation de la dexaméthasone à faible dose (Rd) donnait de meilleurs résultats par rapport 
à la dexamethasone haute dose (RD) (75).  

Traitement du myélome en rechute 
Le myélome étant une maladie incurable, tous les patients sont amenés à rechut
pronostic des patients en rechute reste pauvre malgré les nouveaux traitements disponibles 

Pour les patients ayant subi une autogreffe de CSH, si la rechute survient au moins 2 ans 
en envisager une seconde. 

Si la rechute intervient au moins 6 mois après la fin de la première ligne de traitement, il est 
possible de réadministrer les mêmes molécules.  
Dans le cas de rechutes agressives, précoces ou de patients âgés, il est nécessaire de 

igne. L’un des traitements standard est l’association lenalidomide
dexamethasone faible dose (Rd). Il est aussi possible d’utiliser le bortezomib associé à la 
dexamethasone (VD) ou au lénalidomide (VR). 

st un immunomodulateur dérivé de la thalidomide. Il est actuellement 
indiqué dans le traitement du myélome multiple en rechute en association avec la 

. Des études évaluant l’association du pomalidomide à d’autres agents 
thérapeutiques sont en cours d’évaluation. 

Nouvelles molécules. 
es en cours de développement ou récemment approuvées ont 

montré de bons résultats dans le traitement des patients en rechute ou réfractaires aux 

Anticorps monoclonaux. 
Le daratumumab est le premier anticorps monoclonal à avoir obtenu une autorisation de 
mise sur le marché aux Etats-Unis. Celui-ci est indiqué en monothérapie pour le traitement 
du MM en rechute après au moins 3 lignes de thérapie incluant un inhibiteur du protésaome 

lidomide, revlimid, pomalidomide.). Le daratumumab est dirigé contre le 
CD38 exprimé de façon importante par les cellules myélomateuses. La liaison de l’anticorps 
à sa cible entraine une cytotoxicité à médiation cellulaire induite par anticorps (ADCC) mais 
aussi par le complément (CDC) (77). 
Cette autorisation de mise sur le marché a été délivrée en novembre 2015 tout d’abord sur la 
base d’études de phases I puis II ayant testé la tolérance et l’efficacité du daratumumab en 
monothérapie chez des patients multiréfractaires (78,79). Par ailleurs, le daratumumab, en 
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faible dose (Rd) donnait de meilleurs résultats par rapport 

Le myélome étant une maladie incurable, tous les patients sont amenés à rechuter. Le 
pronostic des patients en rechute reste pauvre malgré les nouveaux traitements disponibles 

Pour les patients ayant subi une autogreffe de CSH, si la rechute survient au moins 2 ans 

Si la rechute intervient au moins 6 mois après la fin de la première ligne de traitement, il est 

Dans le cas de rechutes agressives, précoces ou de patients âgés, il est nécessaire de 
igne. L’un des traitements standard est l’association lenalidomide- 

zomib associé à la 

thalidomide. Il est actuellement 
indiqué dans le traitement du myélome multiple en rechute en association avec la 

. Des études évaluant l’association du pomalidomide à d’autres agents 

es en cours de développement ou récemment approuvées ont 
montré de bons résultats dans le traitement des patients en rechute ou réfractaires aux 

enu une autorisation de 
ci est indiqué en monothérapie pour le traitement 

du MM en rechute après au moins 3 lignes de thérapie incluant un inhibiteur du protésaome 
.). Le daratumumab est dirigé contre le 

CD38 exprimé de façon importante par les cellules myélomateuses. La liaison de l’anticorps 
à sa cible entraine une cytotoxicité à médiation cellulaire induite par anticorps (ADCC) mais 

vrée en novembre 2015 tout d’abord sur la 
base d’études de phases I puis II ayant testé la tolérance et l’efficacité du daratumumab en 

. Par ailleurs, le daratumumab, en 
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association avec le lenalidomide et la dexaméthasone, chez des patients multiréfractaires, 
est en cours d’évaluation dans une étude de phase III 
L’elotuzumab est un anticorps ciblant la molécule d’activation lymphocytaire F7 SLAMF7 
exprimée sur les cellules myélomateuses, les lymphocytes NK et d’autres cellules 
immunitaires. La fixation de l’elotuzumab induit une ADCC mais aussi 
liaisons entre les plasmocytes tumoraux et les cellules stromales 
I et II en association avec le lenalidomide et la dexamethasone ont montré des résultats très 
encourageants. Une étude de phase III confirme l’intérêt de l’association de l’anti SLAMF7 
la bithérapie (80). 

ii. Carfilzomib.
Le carfilzomib est le 2e inhibiteur du protéasome utilisé pour le traitement du MM. Il est 
actuellement indiqué aux Etats
d’au moins trois lignes de traitement, en association avec le lenalidomide
dexamethasone (KRD). Les très bons résultats obtenus posent la question du 
positionnement de cette molécule dans la prise en charge des MM. En effet, l’association du 
carfilzomib à la dexaméthasone semble supérieure à celle utilisant le bortézomib (

iii. Panobinostat.
La panobinostat est un inhibiteur de l’histone désacétylase. Il permet l’inhibition de la 
formation des aggrésomes, voie de dégradation alternative au protéasome. Ainsi, son 
utilisation permet de contrer les résistances acquises aux inhibi
indiqué depuis octobre 2015, en association avec le bort
traitement du MM en rechute après au moins deux lignes de traitement 
et un immunomodulateur.  

iv. Ixazomib.
L’ixazomib est un nouvel inhibiteur du protéasome ayant reçu une autorisation de mise sur le 
marché aux Etats-Unis pour le traitement des MM en rechute en association au lénalidomide 
et à la dexaméthasone. Il s’agit du seul IP disponible 
il présente une toxicité digestive plus importante mais sa neurotoxicité est moins sévère 
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association avec le lenalidomide et la dexaméthasone, chez des patients multiréfractaires, 
en cours d’évaluation dans une étude de phase III (80). 

L’elotuzumab est un anticorps ciblant la molécule d’activation lymphocytaire F7 SLAMF7 
exprimée sur les cellules myélomateuses, les lymphocytes NK et d’autres cellules 
immunitaires. La fixation de l’elotuzumab induit une ADCC mais aussi 
liaisons entre les plasmocytes tumoraux et les cellules stromales (80). Les études de phases 
I et II en association avec le lenalidomide et la dexamethasone ont montré des résultats très 
encourageants. Une étude de phase III confirme l’intérêt de l’association de l’anti SLAMF7 

Carfilzomib. 
Le carfilzomib est le 2e inhibiteur du protéasome utilisé pour le traitement du MM. Il est 
actuellement indiqué aux Etats-Unis pour le traitement du MM en rechute, après utilisation 
d’au moins trois lignes de traitement, en association avec le lenalidomide
dexamethasone (KRD). Les très bons résultats obtenus posent la question du 
positionnement de cette molécule dans la prise en charge des MM. En effet, l’association du 
carfilzomib à la dexaméthasone semble supérieure à celle utilisant le bortézomib (

Panobinostat. 
La panobinostat est un inhibiteur de l’histone désacétylase. Il permet l’inhibition de la 
formation des aggrésomes, voie de dégradation alternative au protéasome. Ainsi, son 
utilisation permet de contrer les résistances acquises aux inhibiteurs du protéasome 
indiqué depuis octobre 2015, en association avec le bortezomib et la dexamethasone, dans le 
traitement du MM en rechute après au moins deux lignes de traitement incluant le bort

Ixazomib. 
L’ixazomib est un nouvel inhibiteur du protéasome ayant reçu une autorisation de mise sur le 

Unis pour le traitement des MM en rechute en association au lénalidomide 
hasone. Il s’agit du seul IP disponible par voie orale. Comparé au borte

il présente une toxicité digestive plus importante mais sa neurotoxicité est moins sévère 
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association avec le lenalidomide et la dexaméthasone, chez des patients multiréfractaires, 

L’elotuzumab est un anticorps ciblant la molécule d’activation lymphocytaire F7 SLAMF7 
exprimée sur les cellules myélomateuses, les lymphocytes NK et d’autres cellules 
immunitaires. La fixation de l’elotuzumab induit une ADCC mais aussi une rupture des 

. Les études de phases 
I et II en association avec le lenalidomide et la dexamethasone ont montré des résultats très 
encourageants. Une étude de phase III confirme l’intérêt de l’association de l’anti SLAMF7 à 

Le carfilzomib est le 2e inhibiteur du protéasome utilisé pour le traitement du MM. Il est 
Unis pour le traitement du MM en rechute, après utilisation 

d’au moins trois lignes de traitement, en association avec le lenalidomide et la 
dexamethasone (KRD). Les très bons résultats obtenus posent la question du 
positionnement de cette molécule dans la prise en charge des MM. En effet, l’association du 
carfilzomib à la dexaméthasone semble supérieure à celle utilisant le bortézomib (VD) (81). 

La panobinostat est un inhibiteur de l’histone désacétylase. Il permet l’inhibition de la 
formation des aggrésomes, voie de dégradation alternative au protéasome. Ainsi, son 

teurs du protéasome (49). Il est 
zomib et la dexamethasone, dans le 

incluant le bortezomib 

L’ixazomib est un nouvel inhibiteur du protéasome ayant reçu une autorisation de mise sur le 
Unis pour le traitement des MM en rechute en association au lénalidomide 

par voie orale. Comparé au bortezomib, 
il présente une toxicité digestive plus importante mais sa neurotoxicité est moins sévère (49). 
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Ainsi, l’association de ces différents traitements permet d’agir à la fois sur les cellules 
tumorales mais aussi sur d’autres populations cellulaires (cellules immunitaires 
notamment…). Ceci montre que l
pathologies cancéreuses ne doit pas se concentrer uniquement sur les cellules tumorales 
elles même. En effet, si les évènements cytogénétiques jouent un rô
l’oncogénèse, le pronostic et les phénomènes de rechute, les différents éléments entourant 
les cellules tumorales ont aussi un rôle clé. Ces derniers constituent ce que l’on appelle le 
microenvironnement tumoral ou stroma. Celui
tumorales et constitue un partenaire majeur dans l’évolution de la maladie.
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iation de ces différents traitements permet d’agir à la fois sur les cellules 
mais aussi sur d’autres populations cellulaires (cellules immunitaires 

notamment…). Ceci montre que la connaissance et la compréhension de l’évolution des 
ancéreuses ne doit pas se concentrer uniquement sur les cellules tumorales 

elles même. En effet, si les évènements cytogénétiques jouent un rô
le pronostic et les phénomènes de rechute, les différents éléments entourant 

ules tumorales ont aussi un rôle clé. Ces derniers constituent ce que l’on appelle le 
microenvironnement tumoral ou stroma. Celui-ci interagit de façon étroite avec les cellules 
tumorales et constitue un partenaire majeur dans l’évolution de la maladie.
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II. Le microenvironnement tumoral.
1) Définition du microenvironnement.

Le microenvironnement est un milieu complexe composé d’un compartiment cellulaire et 
d’un compartiment non cellulaire. Ce dernier est composé d’une matrice extracellulaire 
formée de macromolécules formant un gel hydraté (acide hyaluronique, protéoglycannes), 
de protéines (collagène, fibronectines…) permettant l’adhésion des cellules et de facteurs 
solubles responsables de l’activation de diverses fonctions cellulaires. Les cellules tumorales 
adhèrent à la matrice extracellulaire via le syndecan 1 et le Very Late Antigen (VLA
Le compartiment cellulaire comprend des cellules hématopoïétiques (macrophages, 
lymphocytes) et non hématopoïétiques (cellules souches mésenchymateuses (MSCs), 
fibroblastes, cellules endothéli
ostéoclastes et des ostéoblastes 
La composition du microenvironnement est spécifique de sa localisation. De plus, celui
varie et a des rôles différen
saines. En effet, il a été montré que le stroma tumoral et les cellules qui le composent est 
différent du stroma sain. Ces différences portent sur la composition biochimique de la 
matrice extracellulaire, la composition en facteurs solubles et le comportement des cellules. 
En condition physiologique, le microenvironnement n’est pas favorable à l’expansion des 
cellules tumorales. Ainsi, des modifications de celui
des premières cellules cancéreuses. 

2) Rôles du microenvironnement dans la physiopathologie du 
myélome. 

En conditions physiologiques, le microenvironnement joue un rôle suppresseur de tumeur. 
Or, la modification de celui-ci induite par les cellules 
mécanismes lui donne des effets pro

1. Tumorigénèse et dissémination métastatique.
La tumorigénèse repose sur la survenue d’évènements oncogénétiques permettant la 
transformation d’une cellule normale en c
impliquent l’inactivation de gènes suppresseurs de tumeur et l’activation d’oncogènes au 
sein de la cellule. Cependant, la constitution d’un microenvironnement adapté est 
indispensable pour la croissance tum
« seed and soil » selon laquelle la dissémination métastatique n’est pas aléatoire mais 
nécessite une compatibilité entre la cellule tumorale et l’organe cible. En effet, la graine 
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Le microenvironnement tumoral. 
Définition du microenvironnement. 

Le microenvironnement est un milieu complexe composé d’un compartiment cellulaire et 
d’un compartiment non cellulaire. Ce dernier est composé d’une matrice extracellulaire 

cules formant un gel hydraté (acide hyaluronique, protéoglycannes), 
de protéines (collagène, fibronectines…) permettant l’adhésion des cellules et de facteurs 

l’activation de diverses fonctions cellulaires. Les cellules tumorales 
dhèrent à la matrice extracellulaire via le syndecan 1 et le Very Late Antigen (VLA

Le compartiment cellulaire comprend des cellules hématopoïétiques (macrophages, 
lymphocytes) et non hématopoïétiques (cellules souches mésenchymateuses (MSCs), 
fibroblastes, cellules endothéliales). Dans le cas du myélome, on trouve aussi des 
ostéoclastes et des ostéoblastes (83). 
La composition du microenvironnement est spécifique de sa localisation. De plus, celui
varie et a des rôles différents selon s’il contient des cellules tumorales ou des cellules 
saines. En effet, il a été montré que le stroma tumoral et les cellules qui le composent est 
différent du stroma sain. Ces différences portent sur la composition biochimique de la 

ellulaire, la composition en facteurs solubles et le comportement des cellules. 
En condition physiologique, le microenvironnement n’est pas favorable à l’expansion des 
cellules tumorales. Ainsi, des modifications de celui-ci sont nécessaires avant l’implan
des premières cellules cancéreuses.  

Rôles du microenvironnement dans la physiopathologie du 

En conditions physiologiques, le microenvironnement joue un rôle suppresseur de tumeur. 
ci induite par les cellules tumorales sous l’influence de plusieurs 

mécanismes lui donne des effets pro-oncogéniques. 
Tumorigénèse et dissémination métastatique. 

La tumorigénèse repose sur la survenue d’évènements oncogénétiques permettant la 
transformation d’une cellule normale en cellule cancéreuse. Ces évènements cytogénétiques 
impliquent l’inactivation de gènes suppresseurs de tumeur et l’activation d’oncogènes au 
sein de la cellule. Cependant, la constitution d’un microenvironnement adapté est 
indispensable pour la croissance tumorale. En 1889, Stephan Paget formule l’hypothèse du 

» selon laquelle la dissémination métastatique n’est pas aléatoire mais 
nécessite une compatibilité entre la cellule tumorale et l’organe cible. En effet, la graine 
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Le microenvironnement est un milieu complexe composé d’un compartiment cellulaire et 
d’un compartiment non cellulaire. Ce dernier est composé d’une matrice extracellulaire 

cules formant un gel hydraté (acide hyaluronique, protéoglycannes), 
de protéines (collagène, fibronectines…) permettant l’adhésion des cellules et de facteurs 

l’activation de diverses fonctions cellulaires. Les cellules tumorales 
dhèrent à la matrice extracellulaire via le syndecan 1 et le Very Late Antigen (VLA-4)(82). 

Le compartiment cellulaire comprend des cellules hématopoïétiques (macrophages, 
lymphocytes) et non hématopoïétiques (cellules souches mésenchymateuses (MSCs), 

ales). Dans le cas du myélome, on trouve aussi des 

La composition du microenvironnement est spécifique de sa localisation. De plus, celui-ci 
ts selon s’il contient des cellules tumorales ou des cellules 

saines. En effet, il a été montré que le stroma tumoral et les cellules qui le composent est 
différent du stroma sain. Ces différences portent sur la composition biochimique de la 

ellulaire, la composition en facteurs solubles et le comportement des cellules. 
En condition physiologique, le microenvironnement n’est pas favorable à l’expansion des 

ci sont nécessaires avant l’implantation 

Rôles du microenvironnement dans la physiopathologie du 

En conditions physiologiques, le microenvironnement joue un rôle suppresseur de tumeur. 
tumorales sous l’influence de plusieurs 

La tumorigénèse repose sur la survenue d’évènements oncogénétiques permettant la 
ellule cancéreuse. Ces évènements cytogénétiques 

impliquent l’inactivation de gènes suppresseurs de tumeur et l’activation d’oncogènes au 
sein de la cellule. Cependant, la constitution d’un microenvironnement adapté est 

orale. En 1889, Stephan Paget formule l’hypothèse du 
» selon laquelle la dissémination métastatique n’est pas aléatoire mais 

nécessite une compatibilité entre la cellule tumorale et l’organe cible. En effet, la graine 
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(seed) désignant la cellule souche tumorale, initiatrice de la tumeur, doit trouver un organe 
permissif (soil) lui permettant de s’implanter et de proliférer 
Dans le cas du myélome, la dissémination des plasmocytes tumoraux sur d’autres sites 
médullaires implique une circulation sanguine continue de ces cellules. L’implantation des 
cellules myélomateuses au sein d’une nouvelle niche médulla
celles-ci aux cellules endothéliales via les sélectines puis une adhésion et une extravasation 
grâce aux intégrines exprimées par les plasmocytes (LFA
prolifération au sein de ce nouveau site né
largement été montré dans le cas des cancers solides où les cellules tumorales sécrètent 
des cytokines induisant une modification du microenvironnement avant que les premières 
cellules tumorales ne s’y implant
myélome. 

2. Progression tumorale.
i. Les cellules souches mésenchymateuses (MSCs).

Les MSCs présentent des caractéristiques de cellules souches par leur capacité d’auto
renouvellement et de différenciati
adipocytes, fibroblastes, ostéocytes…
Les cellules tumorales interagissent de façon directe avec les MSCs via VCAM
(85) et de façon indirecte par sécrétion de facteurs solubles responsables de l’activation ou 
de l’inhibition de certaines fonctio
tumorale a été montré dans de nombreux cancers solides comme les cancers ovariens 
mammaires et prostatiques (87)
Le comportement de ces cellules est directement influencé par les cellules tumorales pour 
qu’elles répondent à leurs propres besoins. Ainsi, des études montrent notamment que les 
MSCs issues de patients atteints de MM diffèrent de celles issues de patients sains. Ces 
différences portent notamment sur les profils d’expression géniques
et al. mais aussi par une sécrétion accrue de certaines cytokines 
plasmocytes tumoraux aux MSCs et la sécrétion d’interl
par les plasmocytes déclenche la production d’interleukine 6 (IL
le principal facteur de croissance et de survie plasmocytaire et est aussi impliqué dans la 
différenciation des lymphocytes B en
la voie des MAP kinases (MAPK) et des PI3K/Akt 
et cellules myélomateuses sont responsables de l’activation de la 
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llule souche tumorale, initiatrice de la tumeur, doit trouver un organe 
permissif (soil) lui permettant de s’implanter et de proliférer (84). 
Dans le cas du myélome, la dissémination des plasmocytes tumoraux sur d’autres sites 
médullaires implique une circulation sanguine continue de ces cellules. L’implantation des 
cellules myélomateuses au sein d’une nouvelle niche médullaire nécessite un ancrage de 

ci aux cellules endothéliales via les sélectines puis une adhésion et une extravasation 
grâce aux intégrines exprimées par les plasmocytes (LFA-1 et VLA-4). L’implantation et la 
prolifération au sein de ce nouveau site nécessite un stroma pré-tumorisé. Ce phénomène a 
largement été montré dans le cas des cancers solides où les cellules tumorales sécrètent 
des cytokines induisant une modification du microenvironnement avant que les premières 
cellules tumorales ne s’y implantent. Cependant, celui-ci n’a pas encore été étudié dans le 

Progression tumorale. 
Les cellules souches mésenchymateuses (MSCs).

Les MSCs présentent des caractéristiques de cellules souches par leur capacité d’auto
renouvellement et de différenciation en plusieurs lignées cellulaires
adipocytes, fibroblastes, ostéocytes… 
Les cellules tumorales interagissent de façon directe avec les MSCs via VCAM

et de façon indirecte par sécrétion de facteurs solubles responsables de l’activation ou 
de l’inhibition de certaines fonctions cellulaires. Le rôle des MSCs dans la dissémination 
tumorale a été montré dans de nombreux cancers solides comme les cancers ovariens 

(87). 
Le comportement de ces cellules est directement influencé par les cellules tumorales pour 
qu’elles répondent à leurs propres besoins. Ainsi, des études montrent notamment que les 

atteints de MM diffèrent de celles issues de patients sains. Ces 
différences portent notamment sur les profils d’expression géniques développés par J. Corre 

mais aussi par une sécrétion accrue de certaines cytokines (88–90)
plasmocytes tumoraux aux MSCs et la sécrétion d’interleukine 1 (IL-1) en grande quantité 
par les plasmocytes déclenche la production d’interleukine 6 (IL-6) par les MSCs. L’IL
le principal facteur de croissance et de survie plasmocytaire et est aussi impliqué dans la 
différenciation des lymphocytes B en plasmocytes (91). Il exerce ses effets par activation de 
la voie des MAP kinases (MAPK) et des PI3K/Akt (92). De plus, les interactions entre MSCs 
et cellules myélomateuses sont responsables de l’activation de la voie Notch dans les deux 
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llule souche tumorale, initiatrice de la tumeur, doit trouver un organe 

Dans le cas du myélome, la dissémination des plasmocytes tumoraux sur d’autres sites 
médullaires implique une circulation sanguine continue de ces cellules. L’implantation des 

ire nécessite un ancrage de 
ci aux cellules endothéliales via les sélectines puis une adhésion et une extravasation 

4). L’implantation et la 
tumorisé. Ce phénomène a 

largement été montré dans le cas des cancers solides où les cellules tumorales sécrètent 
des cytokines induisant une modification du microenvironnement avant que les premières 

ci n’a pas encore été étudié dans le 

Les cellules souches mésenchymateuses (MSCs). 
Les MSCs présentent des caractéristiques de cellules souches par leur capacité d’auto-

on en plusieurs lignées cellulaires : chondrocytes, 

Les cellules tumorales interagissent de façon directe avec les MSCs via VCAM-1 et VLA-4 
et de façon indirecte par sécrétion de facteurs solubles responsables de l’activation ou 

ns cellulaires. Le rôle des MSCs dans la dissémination 
tumorale a été montré dans de nombreux cancers solides comme les cancers ovariens (86), 

Le comportement de ces cellules est directement influencé par les cellules tumorales pour 
qu’elles répondent à leurs propres besoins. Ainsi, des études montrent notamment que les 

atteints de MM diffèrent de celles issues de patients sains. Ces 
développés par J. Corre 

90). La liaison des 
1) en grande quantité 

6) par les MSCs. L’IL-6 est 
le principal facteur de croissance et de survie plasmocytaire et est aussi impliqué dans la 

exerce ses effets par activation de 
. De plus, les interactions entre MSCs 

voie Notch dans les deux 
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types de cellules, déclenchant aussi la production d’IL
d’activation. Il existe d’autres facteurs de croissance sécrétés par les MSCs et impliqués 
dans la prolifération tumorale. C’est le cas de l’Insu
en activant les voies MAPK et PI3K/Akt 
(93) (Figure 26).  

T. Hideshima et al. 2002. 

Figure 26 : Modes d’interactions entre plasmocytes tumoraux et MSCs

ii. Ostéoclastes et ostéoblastes.
Les cellules myélomateuses, 
à une modification de l’équilibre entre activités ostéclastique et ostéoblastique. En effet, 
comme vu précédemment, les plasmocytes tumoraux stimulent l’axe RANK/RANKL 
augmentant ainsi l’activité ostéoclastique.
De plus, les MSCs jouent un rôle dans la perturbation de cet équilibr
des cellules myélomateuses, sécrètent les RANKL et d’autres facteurs pro
comme le MIP-1α et diminuent la lib
plasmocytes, les MSCs vont sécréter des facteurs 
et des facteurs anti ostéoblastiques (DKK, IL
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types de cellules, déclenchant aussi la production d’IL-6 et aboutissant à une boucle 
d’activation. Il existe d’autres facteurs de croissance sécrétés par les MSCs et impliqués 
dans la prolifération tumorale. C’est le cas de l’Insuline Like Growth Factor 1 (IGF
en activant les voies MAPK et PI3K/Akt (85) ou du GDF-15 (Growth Differenciation Factor) 

entre plasmocytes tumoraux et MSCs. 

Ostéoclastes et ostéoblastes. 
 grâce à leurs interactions avec les MSCs, vont aussi contribuer 

quilibre entre activités ostéclastique et ostéoblastique. En effet, 
comme vu précédemment, les plasmocytes tumoraux stimulent l’axe RANK/RANKL 
augmentant ainsi l’activité ostéoclastique. 
De plus, les MSCs jouent un rôle dans la perturbation de cet équilibre. Celles
des cellules myélomateuses, sécrètent les RANKL et d’autres facteurs pro

1α et diminuent la libération d’ostéoprotégérine. De plus, sous l’influence des 
plasmocytes, les MSCs vont sécréter des facteurs inhibant la différenciation ostéoblastique 
et des facteurs anti ostéoblastiques (DKK, IL-3, TGF-β) (Figure 27) (29). 
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6 et aboutissant à une boucle 
d’activation. Il existe d’autres facteurs de croissance sécrétés par les MSCs et impliqués 

line Like Growth Factor 1 (IGF-1) qui agit 
15 (Growth Differenciation Factor) 

 

vont aussi contribuer 
quilibre entre activités ostéclastique et ostéoblastique. En effet, 

comme vu précédemment, les plasmocytes tumoraux stimulent l’axe RANK/RANKL 

e. Celles-ci, au contact 
des cellules myélomateuses, sécrètent les RANKL et d’autres facteurs pro-ostéoclastiques 

ération d’ostéoprotégérine. De plus, sous l’influence des 
inhibant la différenciation ostéoblastique 
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Garcia-Gomez et al. 2014. 

Figure 27 : Rôle des MSCs dans les perturbations osseuses observées
 
Les ostéoblastes, par une augmentation de sécrétion d’IL
tumoraux, contribuent aussi à la progression tumorale 
Ainsi, l’augmentation de l’activité ostéoclastocyt
contribue à l’augmentation de la masse tumorale.

iii. Néoangiogénèse.
La néoangiogénèse est un marqueur de progression tumorale. En effet, des études sur des 
prélèvements de moelle osseuse issus de patients montrent que l
révélée par la mesure de la densité micro
atteints de MM symptomatique par rapport au stade MGUS.
Celle-ci est médiée par plusieurs facteurs de croissance dont le plus connu est l
Endothelial Growth Factor (VEGF). Celui
l’influence de l’IL-6 sécrétée par les MSCs. 
On trouve aussi d’autres facteurs proangiogéniques comme le FGF et les métalloprotéinases 
(MMP). Ces dernières sont sécrétées à la fois par les cellules myélomateuses, les MSCs et 
les cellules endothéliales. Elles permettent la dégradation de la matrice extracellulaire
et donc le passage des cellules tumorales dans la circulation sanguine. De plus, elles 
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Rôle des MSCs dans les perturbations osseuses observées. 

Les ostéoblastes, par une augmentation de sécrétion d’IL-6 induite par les plasmocytes 
tumoraux, contribuent aussi à la progression tumorale (94). 
Ainsi, l’augmentation de l’activité ostéoclastocytaire induite par les cellules tumorales 
contribue à l’augmentation de la masse tumorale. 

Néoangiogénèse. 
La néoangiogénèse est un marqueur de progression tumorale. En effet, des études sur des 
prélèvements de moelle osseuse issus de patients montrent que l’activité néoangiogénique 
révélée par la mesure de la densité micro-vasculaire était plus importante chez les patients 
atteints de MM symptomatique par rapport au stade MGUS. 

diée par plusieurs facteurs de croissance dont le plus connu est l
Endothelial Growth Factor (VEGF). Celui-ci est sécrété par les plasmocytes tumoraux sous 

6 sécrétée par les MSCs.  
On trouve aussi d’autres facteurs proangiogéniques comme le FGF et les métalloprotéinases 

sont sécrétées à la fois par les cellules myélomateuses, les MSCs et 
les cellules endothéliales. Elles permettent la dégradation de la matrice extracellulaire
et donc le passage des cellules tumorales dans la circulation sanguine. De plus, elles 
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6 induite par les plasmocytes 

aire induite par les cellules tumorales 

La néoangiogénèse est un marqueur de progression tumorale. En effet, des études sur des 
’activité néoangiogénique 

vasculaire était plus importante chez les patients 

diée par plusieurs facteurs de croissance dont le plus connu est le Vascular 
ci est sécrété par les plasmocytes tumoraux sous 

On trouve aussi d’autres facteurs proangiogéniques comme le FGF et les métalloprotéinases 
sont sécrétées à la fois par les cellules myélomateuses, les MSCs et 

les cellules endothéliales. Elles permettent la dégradation de la matrice extracellulaire (MEC) 
et donc le passage des cellules tumorales dans la circulation sanguine. De plus, elles 
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libèrent d’autres facteurs proangiogéniques contenus dans
résorption osseuse en recrutant les ostéoclastes et en participant à la dégrad
trame osseuse (95). 

iv. Chimiorésistance.
Les MSCs peuvent favoriser la résistance aux traitements des plasmocytes tumoraux par 
activation de diverses voies d
activation de la voie JAK/STAT3 au sein des cellules tumorales et donc une augmentation de 
l’expression des protéines antiapoptotiques Bcl2. L’expression de ces protéines débouche 
sur une résistance aux corticoïdes 
De plus, des phénomènes d’échappement au borte
MSCs sont responsables d’une activation de la voie NF
tumoraux de façon indépendante au protéasome
protéasome perdent leur effet cytotoxique sur les cel
Par ailleurs, le GDF-15, produit par les MSCs, induit une augmentation de la résistance aux 
traitements couramment employés contre le myélome (melphalan, bortézomib et 
lenalidomide). Cette augmentation de la survie cellulaire se fait par une phosphorylation 
d’Akt qui active la voie des PI3K
et une activation de la prolifération cellulaire.
de GDF-15 augmentait au fur et à mesure de la progression de la 
corrélé à une baisse de la survie des patients 

3) Etude du microenvironnement tumoral.
L’ensemble de ces données montre l’importance du microenvironnement dans la 
physiopathologie du myélome et l’intérêt de l’étudier de façon approfondie. En effet, les 
mécanismes permettant d’expliquer la transformation du stroma normal en stroma tumoral 
sont encore peu connus. Des hypothèses suggèrent une sécrétion de cytokines par les 
cellules tumorales aboutissant à une modification de celui
MSCs transformées vers d’autres sites médullaires afin de préparer l’implantation de 
nouveaux foyers tumoraux. L’étude de ce dernier mécanisme nécessite de tracer les MSCs 
in-vivo chez les modèles murins de façon à pouvoir les suivre tout au long de la maladie. De 
plus, l’étude des traitements ciblant les MSCs et leurs interactions avec les 
nécessite aussi leur visualisation 
permettant de reproduire la maladie telle qu’elle est observée chez l’homme.
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èrent d’autres facteurs proangiogéniques contenus dans la MEC et interviennent dans la 
résorption osseuse en recrutant les ostéoclastes et en participant à la dégrad

Chimiorésistance. 
Les MSCs peuvent favoriser la résistance aux traitements des plasmocytes tumoraux par 
activation de diverses voies de signalisation. Tout d’abord, la sécrétion d’’IL
activation de la voie JAK/STAT3 au sein des cellules tumorales et donc une augmentation de 
l’expression des protéines antiapoptotiques Bcl2. L’expression de ces protéines débouche 
sur une résistance aux corticoïdes (92) 

hénomènes d’échappement au bortezomib ont été observés. En effet, les 
MSCs sont responsables d’une activation de la voie NF-κB au sein des plasmocytes 
tumoraux de façon indépendante au protéasome (aggrésomes…). Ainsi, les inhibiteurs du 
protéasome perdent leur effet cytotoxique sur les cellules tumorales (96,97)

15, produit par les MSCs, induit une augmentation de la résistance aux 
traitements couramment employés contre le myélome (melphalan, bortézomib et 
lenalidomide). Cette augmentation de la survie cellulaire se fait par une phosphorylation 

qui active la voie des PI3K. L’activation de cette voie induit une inhibition de l’apoptose 
et une activation de la prolifération cellulaire. De plus, il a été montré que le taux plasmatique 

15 augmentait au fur et à mesure de la progression de la maladie et qu’il était 
corrélé à une baisse de la survie des patients (93) 

Etude du microenvironnement tumoral. 
L’ensemble de ces données montre l’importance du microenvironnement dans la 
physiopathologie du myélome et l’intérêt de l’étudier de façon approfondie. En effet, les 
mécanismes permettant d’expliquer la transformation du stroma normal en stroma tumoral 

t encore peu connus. Des hypothèses suggèrent une sécrétion de cytokines par les 
cellules tumorales aboutissant à une modification de celui-ci ou bien une migration des 
MSCs transformées vers d’autres sites médullaires afin de préparer l’implantation de 

uveaux foyers tumoraux. L’étude de ce dernier mécanisme nécessite de tracer les MSCs 
chez les modèles murins de façon à pouvoir les suivre tout au long de la maladie. De 

plus, l’étude des traitements ciblant les MSCs et leurs interactions avec les 
nécessite aussi leur visualisation in-vivo. Il est donc important d’utiliser des modèles 
permettant de reproduire la maladie telle qu’elle est observée chez l’homme.
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MEC et interviennent dans la 
résorption osseuse en recrutant les ostéoclastes et en participant à la dégradation de la 

Les MSCs peuvent favoriser la résistance aux traitements des plasmocytes tumoraux par 
d’’IL-6 entraîne une 

activation de la voie JAK/STAT3 au sein des cellules tumorales et donc une augmentation de 
l’expression des protéines antiapoptotiques Bcl2. L’expression de ces protéines débouche 

mib ont été observés. En effet, les 
κB au sein des plasmocytes 

. Ainsi, les inhibiteurs du 
(96,97) 

15, produit par les MSCs, induit une augmentation de la résistance aux 
traitements couramment employés contre le myélome (melphalan, bortézomib et 
lenalidomide). Cette augmentation de la survie cellulaire se fait par une phosphorylation 

L’activation de cette voie induit une inhibition de l’apoptose 
De plus, il a été montré que le taux plasmatique 

maladie et qu’il était 

L’ensemble de ces données montre l’importance du microenvironnement dans la 
physiopathologie du myélome et l’intérêt de l’étudier de façon approfondie. En effet, les 
mécanismes permettant d’expliquer la transformation du stroma normal en stroma tumoral 

t encore peu connus. Des hypothèses suggèrent une sécrétion de cytokines par les 
ci ou bien une migration des 

MSCs transformées vers d’autres sites médullaires afin de préparer l’implantation de 
uveaux foyers tumoraux. L’étude de ce dernier mécanisme nécessite de tracer les MSCs 

chez les modèles murins de façon à pouvoir les suivre tout au long de la maladie. De 
plus, l’étude des traitements ciblant les MSCs et leurs interactions avec les plasmocytes 

. Il est donc important d’utiliser des modèles 
permettant de reproduire la maladie telle qu’elle est observée chez l’homme. 
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i. Les modèles murins.
Afin de reproduire le plus fidèlement possible la malad
important de pouvoir humaniser et tumoriser le microenvironnement de la souris afin de 
permettre l’implantation et la croissance des plasmocytes tumoraux. Pour cela, il est 
nécessaire d’utiliser des modèles fortement immun
Les souris SCID et NOD (Non Obsese Diabetic)/SCID sont caractérisées par l’absence de 
lymphocytes B et T fonctionnels. Les NOD/SCID sont aussi dépourvues de fractions libres 
du complément et de lymphocytes NK. L’injection sous cutanée de lignées
myéloïdes permet l’implantation et la prolifération tumorale mais on n’observe pas de 
dissémination métastatique contrairement à l’injection intraveineuse 
modèles sont moins adaptés lorsque l’on utilise des cellules primaires de patients puisque on 
observe un développement tumoral dans 70% des cas. De plus, les localisations 
métastatiques observées (poumons, reins) ne correspondent pas forcément à celles 
observées chez l’homme (99)
Les souris SCID-hu sont des souris SCID dans le
humains afin d’obtenir un microenvironnement totalement humanisé. Les plasmocytes 
tumoraux issus de lignées ou de patients sont ensuite directement inoculés dans ces 
implants. L’utilisation de ce modèle permet d’obteni
celles-ci sont injectées par voie intraveineuse. On observe une implantation des cellules 
tumorales exclusivement au niveau du site d’injection puis l’apparition de lésions osseuses et 
de néovascularisations indiqua
modèle n’est pas disponible en France en raison de l’utilisation d’os fœtaux humains.
Pour pallier à cette indisponibilité, des souris NSG (NOD/SCID gamma IL
s’agit de modèles dépourvus d’immunité adaptative (lymphocytes B et T) mais aussi de 
lymphocytes NK. Par ailleurs, elles présentent un défaut d’activité du complément, de 
l’immunité innée et une délétion au niveau de la chaine gamma du récepteur à l’IL
interleukine impliquée dans l’activation des lymphocytes T, B et NK
de cellules myélomateuses a permis une implantation tumorale au sein de la moelle osseuse 
dans plus de 75% des cas. En outre, l’utilisation de la voie intra
moelle osseuse permet une prise tumorale dans 100% des cas. On observe ensuite la 
formation de lésions osseuses et les mêmes signes cliniques que chez l’homme 
le but d’humaniser le microenvironnement tumoral de la souris et de mimer la maladie telle 
qu’elle est observée chez l’homme, il est nécessaire d’injecter conjointement en intra
des plasmocytes tumoraux e
stroma permettra d’étudier les effets de celui
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Les modèles murins. 
Afin de reproduire le plus fidèlement possible la maladie sur les modèles murins, il est 
important de pouvoir humaniser et tumoriser le microenvironnement de la souris afin de 
permettre l’implantation et la croissance des plasmocytes tumoraux. Pour cela, il est 
nécessaire d’utiliser des modèles fortement immunodéprimés. 
Les souris SCID et NOD (Non Obsese Diabetic)/SCID sont caractérisées par l’absence de 
lymphocytes B et T fonctionnels. Les NOD/SCID sont aussi dépourvues de fractions libres 
du complément et de lymphocytes NK. L’injection sous cutanée de lignées
myéloïdes permet l’implantation et la prolifération tumorale mais on n’observe pas de 
dissémination métastatique contrairement à l’injection intraveineuse (98). En revanche, ces 
modèles sont moins adaptés lorsque l’on utilise des cellules primaires de patients puisque on 

éveloppement tumoral dans 70% des cas. De plus, les localisations 
métastatiques observées (poumons, reins) ne correspondent pas forcément à celles 

(99). 
hu sont des souris SCID dans lesquelles sont implantés des os fœtaux 

humains afin d’obtenir un microenvironnement totalement humanisé. Les plasmocytes 
tumoraux issus de lignées ou de patients sont ensuite directement inoculés dans ces 
implants. L’utilisation de ce modèle permet d’obtenir de meilleurs taux de prise que lorsque 

ci sont injectées par voie intraveineuse. On observe une implantation des cellules 
tumorales exclusivement au niveau du site d’injection puis l’apparition de lésions osseuses et 
de néovascularisations indiquant l’infiltration médullaire par les plasmocytes. Cependant, ce 
modèle n’est pas disponible en France en raison de l’utilisation d’os fœtaux humains.
Pour pallier à cette indisponibilité, des souris NSG (NOD/SCID gamma IL

dèles dépourvus d’immunité adaptative (lymphocytes B et T) mais aussi de 
lymphocytes NK. Par ailleurs, elles présentent un défaut d’activité du complément, de 
l’immunité innée et une délétion au niveau de la chaine gamma du récepteur à l’IL

impliquée dans l’activation des lymphocytes T, B et NK. L’utilisation de lignées 
de cellules myélomateuses a permis une implantation tumorale au sein de la moelle osseuse 
dans plus de 75% des cas. En outre, l’utilisation de la voie intra-tibiale directeme
moelle osseuse permet une prise tumorale dans 100% des cas. On observe ensuite la 
formation de lésions osseuses et les mêmes signes cliniques que chez l’homme 
le but d’humaniser le microenvironnement tumoral de la souris et de mimer la maladie telle 
qu’elle est observée chez l’homme, il est nécessaire d’injecter conjointement en intra
des plasmocytes tumoraux et des MSCs tous deux issus de patients. L’humanisation du 
stroma permettra d’étudier les effets de celui-ci sur la progression tumorale.
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ie sur les modèles murins, il est 
important de pouvoir humaniser et tumoriser le microenvironnement de la souris afin de 
permettre l’implantation et la croissance des plasmocytes tumoraux. Pour cela, il est 

Les souris SCID et NOD (Non Obsese Diabetic)/SCID sont caractérisées par l’absence de 
lymphocytes B et T fonctionnels. Les NOD/SCID sont aussi dépourvues de fractions libres 
du complément et de lymphocytes NK. L’injection sous cutanée de lignées de cellules 
myéloïdes permet l’implantation et la prolifération tumorale mais on n’observe pas de 

. En revanche, ces 
modèles sont moins adaptés lorsque l’on utilise des cellules primaires de patients puisque on 

éveloppement tumoral dans 70% des cas. De plus, les localisations 
métastatiques observées (poumons, reins) ne correspondent pas forcément à celles 

squelles sont implantés des os fœtaux 
humains afin d’obtenir un microenvironnement totalement humanisé. Les plasmocytes 
tumoraux issus de lignées ou de patients sont ensuite directement inoculés dans ces 

r de meilleurs taux de prise que lorsque 
ci sont injectées par voie intraveineuse. On observe une implantation des cellules 

tumorales exclusivement au niveau du site d’injection puis l’apparition de lésions osseuses et 
nt l’infiltration médullaire par les plasmocytes. Cependant, ce 

modèle n’est pas disponible en France en raison de l’utilisation d’os fœtaux humains. 
Pour pallier à cette indisponibilité, des souris NSG (NOD/SCID gamma IL-2) sont utilisées. Il 

dèles dépourvus d’immunité adaptative (lymphocytes B et T) mais aussi de 
lymphocytes NK. Par ailleurs, elles présentent un défaut d’activité du complément, de 
l’immunité innée et une délétion au niveau de la chaine gamma du récepteur à l’IL-2, 

. L’utilisation de lignées 
de cellules myélomateuses a permis une implantation tumorale au sein de la moelle osseuse 

tibiale directement dans la 
moelle osseuse permet une prise tumorale dans 100% des cas. On observe ensuite la 
formation de lésions osseuses et les mêmes signes cliniques que chez l’homme (99). Dans 
le but d’humaniser le microenvironnement tumoral de la souris et de mimer la maladie telle 
qu’elle est observée chez l’homme, il est nécessaire d’injecter conjointement en intra-tibial 

t des MSCs tous deux issus de patients. L’humanisation du 
ci sur la progression tumorale. 
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ii. Les techniques d’imagerie moléculaires in
L’imagerie métabolique permet d’évaluer le fonctionnement d’un organe
phénomène biologique ou biochimique se produisant au sein d’une cellule (métabolisme, 
captation d’un substrat…).  
La visualisation des MSCs et des plasmocytes en direct sur le modèle murin impose 
l’utilisation de méthodes d’imagerie 
optique et l’imagerie nucléaire.

 L’imagerie optique. 
L’imagerie optique repose sur la détection de photons lumineux émis par les cellules que l’on 
souhaite étudier. Pour cela, il est nécessaire de marquer 
d’une protéine émettrice d’un photon lumineux ou fluorescent. Afin d’induire l’expression de 
cette protéine, des gènes rapporteurs sont
génome des cellules à tracer en utilisa
transgène au sein du génome de la cellule, celui
la synthèse de la protéine. La synthèse de la protéine pourra être visualisée grâce à des 
caméras qui détectent les photons émis par 
Deux types de gènes rapporteurs sont couramment utilisés dans ce type d’imagerie. Tout 
d’abord, des gènes codant pour des fluorophores. Après excitation de ces derniers par un 
faisceau monochromatique de longueur d’onde donnée, le fluorophore émet à son tour un 
faisceau monochromatique de longueur d’onde supérieure. Les fluorophores les plus connus 
sont la GFP (Green Fluorescent Protein)
émettrices d’une fluorescence verte, la CFP
d’une fluorescence bleue.  
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Les techniques d’imagerie moléculaires in-vivo.
L’imagerie métabolique permet d’évaluer le fonctionnement d’un organe
phénomène biologique ou biochimique se produisant au sein d’une cellule (métabolisme, 

La visualisation des MSCs et des plasmocytes en direct sur le modèle murin impose 
l’utilisation de méthodes d’imagerie in-vivo. Il existe deux types d’imagerie
optique et l’imagerie nucléaire. 

 
L’imagerie optique repose sur la détection de photons lumineux émis par les cellules que l’on 
souhaite étudier. Pour cela, il est nécessaire de marquer les cellules à l’aide d’une sonde ou 
d’une protéine émettrice d’un photon lumineux ou fluorescent. Afin d’induire l’expression de 
cette protéine, des gènes rapporteurs sont utilisés. Ces gènes sont transduit
génome des cellules à tracer en utilisant un vecteur (plasmide, virus…). Après intégration du 
transgène au sein du génome de la cellule, celui-ci sera transcrit puis traduit permettant ainsi 
la synthèse de la protéine. La synthèse de la protéine pourra être visualisée grâce à des 

tectent les photons émis par la protéine contenue dans les cellules. 
Deux types de gènes rapporteurs sont couramment utilisés dans ce type d’imagerie. Tout 
d’abord, des gènes codant pour des fluorophores. Après excitation de ces derniers par un 

onochromatique de longueur d’onde donnée, le fluorophore émet à son tour un 
faisceau monochromatique de longueur d’onde supérieure. Les fluorophores les plus connus 

(Green Fluorescent Protein), le FITC (Fluorescein Isothiocyanate)
ettrices d’une fluorescence verte, la CFP (Cyan Fluorescent Protein), protéine émettrice 
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vivo. 
L’imagerie métabolique permet d’évaluer le fonctionnement d’un organe en visualisant  un 
phénomène biologique ou biochimique se produisant au sein d’une cellule (métabolisme, 

La visualisation des MSCs et des plasmocytes en direct sur le modèle murin impose 
. Il existe deux types d’imagerie : l’imagerie 

L’imagerie optique repose sur la détection de photons lumineux émis par les cellules que l’on 
les cellules à l’aide d’une sonde ou 

d’une protéine émettrice d’un photon lumineux ou fluorescent. Afin d’induire l’expression de 
utilisés. Ces gènes sont transduits dans le 

nt un vecteur (plasmide, virus…). Après intégration du 
ci sera transcrit puis traduit permettant ainsi 

la synthèse de la protéine. La synthèse de la protéine pourra être visualisée grâce à des 
les cellules.  

Deux types de gènes rapporteurs sont couramment utilisés dans ce type d’imagerie. Tout 
d’abord, des gènes codant pour des fluorophores. Après excitation de ces derniers par un 

onochromatique de longueur d’onde donnée, le fluorophore émet à son tour un 
faisceau monochromatique de longueur d’onde supérieure. Les fluorophores les plus connus 

(Fluorescein Isothiocyanate), protéines 
, protéine émettrice 
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Figure 28: Transfection de gènes rapporteurs (GFP) puis visualisation in
microscopie de fluorescence (longueur d’onde d’excitation 488 nm
Les cellules ainsi modifiées sont inoculées au petit animal puis visualisées grâce une caméra 
optique qui émet la lumière excitatrice et détecte 
excitation.  
Tassone et al. ; 2013 

Figure 29 : Imagerie optique in-vivo de plasmocytes tumoraux inoculés au sein des implants d’os fœtaux humains 
chez des souris SCID-hu grâce à la GFP
L’utilisation de l’imagerie par GFP permet la visualisation 
après injection à des souris SCID hu 
marqués par un fluorophore a permis la visualisation 
des souris NSG. Ces derniers ont été injectés en intra
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: Transfection de gènes rapporteurs (GFP) puis visualisation in-vitro après excitation de ces dernier
microscopie de fluorescence (longueur d’onde d’excitation 488 nm ; longueur d’onde d’émission
Les cellules ainsi modifiées sont inoculées au petit animal puis visualisées grâce une caméra 
optique qui émet la lumière excitatrice et détecte les photons émis par le fluorophore après 

de plasmocytes tumoraux inoculés au sein des implants d’os fœtaux humains 
hu grâce à la GFP. 

L’utilisation de l’imagerie par GFP permet la visualisation in-vivo des plasmocytes tumoraux 
après injection à des souris SCID hu (100). Par ailleurs l’utilisation d’anticorps anti CD38 
marqués par un fluorophore a permis la visualisation in-vivo des plasmocytes tumoraux chez 
des souris NSG. Ces derniers ont été injectés en intra-tibial et par voie intraveineuse 
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vitro après excitation de ces derniers par 

; longueur d’onde d’émission : 507 nm). 
Les cellules ainsi modifiées sont inoculées au petit animal puis visualisées grâce une caméra 

les photons émis par le fluorophore après 

 
de plasmocytes tumoraux inoculés au sein des implants d’os fœtaux humains 

des plasmocytes tumoraux 
Par ailleurs l’utilisation d’anticorps anti CD38 

des plasmocytes tumoraux chez 
tibial et par voie intraveineuse (101). 
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L’utilisation de ce type d’anticorps présente l’avantage de ne pas nécessiter de modification 
génétique des plasmocytes avant leur inoculation aux modèles murins.
La deuxième méthode d’imagerie optique est la bioluminescence. Il s’agit de l’émission de 
lumière suite à des réactions enzymatiques au sein de certains organismes vivants (vers à 
soie, méduses…). La plus connue e
Pyralis). Elle fait intervenir un substrat, la luciférine, dont l’oxydation en présence d’ATP est 
catalysée par une enzyme, la luciférase. Cette réaction aboutit à la formation d’oxyluciférine 
qui se trouve dans un état électronique excité. Le retour dans son état fondamental se fait 
par émission d’un photon lumineux

Figure 30 : Principe de la bioluminescence.

L’utilisation de cette imagerie chez le petit animal 
cellules génétiquement modifiées exprimant le gène de la luciférase. L’observation de ces 
cellules se fait après injection de la luciférine à la souris juste avant l’acquisition des images
(Figure 31) (102). 
S. Riedel et al. 2012. 

Figure 31 : Visualisation in-vivo de lignées de cellules myélomateuses après injection à des modèles murins par 
voie intraveineuse. 
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L’utilisation de ce type d’anticorps présente l’avantage de ne pas nécessiter de modification 
avant leur inoculation aux modèles murins. 

La deuxième méthode d’imagerie optique est la bioluminescence. Il s’agit de l’émission de 
lumière suite à des réactions enzymatiques au sein de certains organismes vivants (vers à 
soie, méduses…). La plus connue est celle se produisant au sein de la luciole 

Elle fait intervenir un substrat, la luciférine, dont l’oxydation en présence d’ATP est 
catalysée par une enzyme, la luciférase. Cette réaction aboutit à la formation d’oxyluciférine 

rouve dans un état électronique excité. Le retour dans son état fondamental se fait 
par émission d’un photon lumineux (Figure 30). 

 
: Principe de la bioluminescence. 

L’utilisation de cette imagerie chez le petit animal nécessite en premier lieu de greffer des 
cellules génétiquement modifiées exprimant le gène de la luciférase. L’observation de ces 
cellules se fait après injection de la luciférine à la souris juste avant l’acquisition des images

de lignées de cellules myélomateuses après injection à des modèles murins par 

 74 

L’utilisation de ce type d’anticorps présente l’avantage de ne pas nécessiter de modification 

La deuxième méthode d’imagerie optique est la bioluminescence. Il s’agit de l’émission de 
lumière suite à des réactions enzymatiques au sein de certains organismes vivants (vers à 
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Elle fait intervenir un substrat, la luciférine, dont l’oxydation en présence d’ATP est 

catalysée par une enzyme, la luciférase. Cette réaction aboutit à la formation d’oxyluciférine 
rouve dans un état électronique excité. Le retour dans son état fondamental se fait 

 

nécessite en premier lieu de greffer des 
cellules génétiquement modifiées exprimant le gène de la luciférase. L’observation de ces 
cellules se fait après injection de la luciférine à la souris juste avant l’acquisition des images 

 
de lignées de cellules myélomateuses après injection à des modèles murins par 
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L’utilisation de l’imagerie optique comme technique d’imagerie moléculaire pour le suivi 
vivo des plasmocytes tumoraux est une technique de choix en raison de sa très grande 
sensibilité (10-15 à 10-17 µM). Cependant, elle n’a pas encore 
les MSCs injectées à des modèles murins. En effet, les plasmocytes sont décelabl
15 jours après leur injection IV et 35 à 40 jours après leur inoculation intra
latence montre une nécessité de croissance tumorale importante avant qu’une détection ne 
soit possible surtout en intra
d’atténuation des photons lumineux par les tissus vivants
détectés par la caméra ne représentent qu’une infime proportion de ceux réellement émis. 
Or, les MSCs sont dotées d’une capacité de proliférat
par l’imagerie optique compliquée.

 Imagerie nucléaire. 
L’imagerie nucléaire repose sur la détection de rayonnement 
radioactif. Il s’agit d’une technique d’imagerie couramment utilisée en 
radioélements chez l’homme impose de re
l’énergie doit être suffisante pour
caméras, la période (temps au bout duquel la moitié des no
suffisamment longue pour permettre l’analyse de l’organe et assez courte pour pouvoir être 
éliminé facilement par l’organisme et éviter une trop forte irradiation.
En fonction du mode de désintégration de l’isotope, deux sortes d’ima
disponibles : la Tomographie par Emission MonoPhotonique (TEMP) qui repose sur la 
détection de rayonnement gamma (
pour les émetteurs β+ (Tableau 6)
Ces techniques permettent d’observer
cela, un vecteur, dont le métabolisme est spécifique de l’organe ou de la pathologie à 
visualiser, est injecté par voie IV généralement. Celui
pour former un médicament radiopharmaceutique (MRP). L’organe devient alors émetteur de 
rayons ionisants qui seront détectés par gamma caméra. On parle d’imagerie d’émission par 
opposition aux méthodes conventionnelles radiologiques où le faisceau traverse le patient. 
On obtient alors une cartographie de la radioactivité au sein de l’organe cible qui donne les 
informations nécessaires pour évaluer le fonctionnement ou le métabolisme de l’organe. 
Parmi les scintigraphies couramment réalisées en clinique, on trouve les scintig
osseuses où le vecteur est un biphosphonate marqué au 
scintigraphies thyroïdiennes à l’iode 123 qui joue à la fois le rôle de vecteur et d’émetteur
(Figure 32). 
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L’utilisation de l’imagerie optique comme technique d’imagerie moléculaire pour le suivi 
des plasmocytes tumoraux est une technique de choix en raison de sa très grande 

. Cependant, elle n’a pas encore permis de suivre avec précision 
les MSCs injectées à des modèles murins. En effet, les plasmocytes sont décelabl
15 jours après leur injection IV et 35 à 40 jours après leur inoculation intra
latence montre une nécessité de croissance tumorale importante avant qu’une détection ne 
soit possible surtout en intra-tibial. Ceci s’explique par d’importants phénomènes 
d’atténuation des photons lumineux par les tissus vivants (Tableau 6). En effet, les photons 
détectés par la caméra ne représentent qu’une infime proportion de ceux réellement émis. 
Or, les MSCs sont dotées d’une capacité de prolifération très limitée rendant leur détection 
par l’imagerie optique compliquée. 

 
L’imagerie nucléaire repose sur la détection de rayonnement ionisant émis par un isotope 
radioactif. Il s’agit d’une technique d’imagerie couramment utilisée en clinique. L’utilisation 

chez l’homme impose de respecter certaines conditions. Tout d’abord, 
l’énergie doit être suffisante pour permettre une détection par la tête de détection
caméras, la période (temps au bout duquel la moitié des noyaux sont désintégrés) 
suffisamment longue pour permettre l’analyse de l’organe et assez courte pour pouvoir être 
éliminé facilement par l’organisme et éviter une trop forte irradiation. 
En fonction du mode de désintégration de l’isotope, deux sortes d’ima

: la Tomographie par Emission MonoPhotonique (TEMP) qui repose sur la 
détection de rayonnement gamma (γ) et la Tomographie par Emissions de Positons (TEP) 

(Tableau 6). 
Ces techniques permettent d’observer le métabolisme d’un traceur au sein d’un organe. Pour 
cela, un vecteur, dont le métabolisme est spécifique de l’organe ou de la pathologie à 
visualiser, est injecté par voie IV généralement. Celui-ci est associé à un isotope radioactif 

cament radiopharmaceutique (MRP). L’organe devient alors émetteur de 
qui seront détectés par gamma caméra. On parle d’imagerie d’émission par 

opposition aux méthodes conventionnelles radiologiques où le faisceau traverse le patient. 
ient alors une cartographie de la radioactivité au sein de l’organe cible qui donne les 

informations nécessaires pour évaluer le fonctionnement ou le métabolisme de l’organe. 
Parmi les scintigraphies couramment réalisées en clinique, on trouve les scintig
osseuses où le vecteur est un biphosphonate marqué au 99mTc. On trouve aussi les 
scintigraphies thyroïdiennes à l’iode 123 qui joue à la fois le rôle de vecteur et d’émetteur
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L’utilisation de l’imagerie optique comme technique d’imagerie moléculaire pour le suivi in-
des plasmocytes tumoraux est une technique de choix en raison de sa très grande 

de suivre avec précision 
les MSCs injectées à des modèles murins. En effet, les plasmocytes sont décelables environ 
15 jours après leur injection IV et 35 à 40 jours après leur inoculation intra-tibiale. Cette 
latence montre une nécessité de croissance tumorale importante avant qu’une détection ne 

mportants phénomènes 
. En effet, les photons 

détectés par la caméra ne représentent qu’une infime proportion de ceux réellement émis. 
ion très limitée rendant leur détection 

émis par un isotope 
clinique. L’utilisation 

er certaines conditions. Tout d’abord, 
permettre une détection par la tête de détection des γ 

yaux sont désintégrés) 
suffisamment longue pour permettre l’analyse de l’organe et assez courte pour pouvoir être 

En fonction du mode de désintégration de l’isotope, deux sortes d’imageries sont 
: la Tomographie par Emission MonoPhotonique (TEMP) qui repose sur la 

γ) et la Tomographie par Emissions de Positons (TEP) 

le métabolisme d’un traceur au sein d’un organe. Pour 
cela, un vecteur, dont le métabolisme est spécifique de l’organe ou de la pathologie à 

ci est associé à un isotope radioactif 
cament radiopharmaceutique (MRP). L’organe devient alors émetteur de 

qui seront détectés par gamma caméra. On parle d’imagerie d’émission par 
opposition aux méthodes conventionnelles radiologiques où le faisceau traverse le patient. 

ient alors une cartographie de la radioactivité au sein de l’organe cible qui donne les 
informations nécessaires pour évaluer le fonctionnement ou le métabolisme de l’organe.  
Parmi les scintigraphies couramment réalisées en clinique, on trouve les scintigraphies 

Tc. On trouve aussi les 
scintigraphies thyroïdiennes à l’iode 123 qui joue à la fois le rôle de vecteur et d’émetteur 
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Figure 32 : (A) exemple de scintigraphie osseuse (B) exemple de scintigraphie thyroïdienne.
La TEMP repose sur le même principe que la scintigraphie mais l’image obtenue est 
différente. En effet, plusieurs caméras tournent autour du patient ce qui permet une 
acquisition volumique de l’organe d’intérêt et donc une image en 3D.
La TEP utilise des vecteurs marqués avec un isotope émetteur 
noyau va émettre un positon. Celui
du mm) avec un électron du mi
émis dans la même direction avec des sens opposés. Des capteurs placés tout autour du 
patient détectent les photons arrivant en coïncidence, c’est
temps (Figure 33). L’ensemble des photons détectés permet de reconstituer la distribution du 
vecteur au sein de l’organe. 

Figure 33 : Principe général de la TEP.
  
Les principales applications de la TEP sont en cancérologie avec le fluorodésoxu
(FDG) marqué au fluor 18 [18F]
hydroxyle est remplacé par du 
consommatrices de glucose, à savoir les cellules cancéreuses
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scintigraphie osseuse (B) exemple de scintigraphie thyroïdienne.
La TEMP repose sur le même principe que la scintigraphie mais l’image obtenue est 
différente. En effet, plusieurs caméras tournent autour du patient ce qui permet une 

l’organe d’intérêt et donc une image en 3D. 
La TEP utilise des vecteurs marqués avec un isotope émetteur β+. En se d
noyau va émettre un positon. Celui-ci va s’annihiler après un très cours parcours (de l’ordre 

on du milieu. Il en résulte la formation de deux photons 
émis dans la même direction avec des sens opposés. Des capteurs placés tout autour du 
patient détectent les photons arrivant en coïncidence, c’est-à-dire ceux qui arrivent en même 

). L’ensemble des photons détectés permet de reconstituer la distribution du 

Principe général de la TEP. 

Les principales applications de la TEP sont en cancérologie avec le fluorodésoxu
F]-FDG. Il s’agit d’un analogue de glucose dans lequel le radical 

hydroxyle est remplacé par du 18F. Il est métabolisé préférentiellement par les cellules très 
consommatrices de glucose, à savoir les cellules cancéreuses notamment. Le [
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scintigraphie osseuse (B) exemple de scintigraphie thyroïdienne. 

La TEMP repose sur le même principe que la scintigraphie mais l’image obtenue est 
différente. En effet, plusieurs caméras tournent autour du patient ce qui permet une 

β+. En se désintégrant, le 
ci va s’annihiler après un très cours parcours (de l’ordre 

lieu. Il en résulte la formation de deux photons γ de 511 keV 
émis dans la même direction avec des sens opposés. Des capteurs placés tout autour du 

dire ceux qui arrivent en même 
). L’ensemble des photons détectés permet de reconstituer la distribution du 

Les principales applications de la TEP sont en cancérologie avec le fluorodésoxuglucose 
FDG. Il s’agit d’un analogue de glucose dans lequel le radical 

F. Il est métabolisé préférentiellement par les cellules très 
notamment. Le [18F]-FDG est 
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métabolisé par une hexokinase cellulaire en [
plus être métabolisé en raison de l’absence du radical hydroxyle substitué par le fluor 18. 
Celui-ci va donc se retrouver séquestré dans la c
donc une répartition fidèle du [
Il s’agit de méthodes très sensibles
disponibles pour un usage clinique. De plus, contrairement aux 
rayonnements gamma détectés interagissent très peu avec la matière et ne sont donc pas 
atténués par les tissus vivants. Ceci permet donc une détection des cellules situées en 
profondeur dans l’organisme mais aussi une analyse quanti
l’intensité du signal détectée par la caméra est directement proportionnelle à l’intensité du 
rayonnement émis (103). 
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métabolisé par une hexokinase cellulaire en [18F]-FDG-6-phosphate. Ce composé ne peut 
plus être métabolisé en raison de l’absence du radical hydroxyle substitué par le fluor 18. 

ci va donc se retrouver séquestré dans la cellule. L’image observée par TEP donne 
donc une répartition fidèle du [18F]-FDG au sein de l’organisme.  
Il s’agit de méthodes très sensibles (10-14 10-15 µM) qui ont en plus l’avantage d’être 
disponibles pour un usage clinique. De plus, contrairement aux imageries optiques, les 
rayonnements gamma détectés interagissent très peu avec la matière et ne sont donc pas 
atténués par les tissus vivants. Ceci permet donc une détection des cellules situées en 
profondeur dans l’organisme mais aussi une analyse quantitative (Tableau 6)
l’intensité du signal détectée par la caméra est directement proportionnelle à l’intensité du 
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phosphate. Ce composé ne peut 
plus être métabolisé en raison de l’absence du radical hydroxyle substitué par le fluor 18. 

ellule. L’image observée par TEP donne 

qui ont en plus l’avantage d’être 
imageries optiques, les 

rayonnements gamma détectés interagissent très peu avec la matière et ne sont donc pas 
atténués par les tissus vivants. Ceci permet donc une détection des cellules situées en 

(Tableau 6). Ainsi, 
l’intensité du signal détectée par la caméra est directement proportionnelle à l’intensité du 
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(JH Kang et al. 2008) 

Techniques Traceur Signal 
détecté

TEP Molécule 
radiomarquée Positon

TEMP Molécule 
radiomarquée 

Rayon 
gamma

Scanner Aucun Rayon X

Imagerie 
optique 

Protéine 
fluorescente 
ou enzyme. 

Lumière

Tableau 6 : Comparaison des différentes techniques d’imagerie disponibles chez le petit animal.
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Signal 
détecté Avantages Inconvénients Sensibilité

(µM)

Positon Haute sensibilité 
Imagerie 3D 

Radioactivité 
Un seul 

radionucléide 
détectable 

Bruit de fond 

10

Rayon 
gamma 

Plusieurs 
radionucléides 

détectables donc 
plusieurs 

phénomènes 
moléculaires 

visualisables en 
même temps. 
Imagerie 3D 

Radioactivité 
Bruit de fond 10

Rayon X Rapide Faible résolution 
sur tissus fins 10

Lumière 
Simple 

Faible bruit de fond 
(bioluminescence) 

Faible pénétration 
tissulaire. 

Pas d’imagerie 
3D 

10-15 à 10
(bioluminescence)

10
(fluorescence)

différentes techniques d’imagerie disponibles chez le petit animal.
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Sensibilité 
(µM) Résolution 

10-15 1-2 mm 

10-14 1-2 mm 

10-6 50 µm 

à 10-17 
(bioluminescence) 

10-12 

(fluorescence) 
2-5 mm 

différentes techniques d’imagerie disponibles chez le petit animal. 
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L’imagerie nucléaire semble donc être une alternative intéressante pour la visualisation 
vivo des MSCs après injection de celles
capables d’accumuler et séquestrer un radiotraceur. Des gènes rapporteurs peuvent aussi 
être utilisés de façon à induire une captation spécifique de ce traceur par les cellules à 
visualiser.  
Parmi eux, on trouve le Sodium Iodide Symporter (NIS). Ce gène code 
transmembranaire située à la membrane basolatérale des cellules folliculaires de la thyroïde, 
de la muqueuse gastrique, des glandes salivaires et mammaires. Elle intervient dans la 
synthèse des hormones thyroïdiennes en permettant le tran
les follicules thyroïdiens en échange d’un ion sodium (Figure 3

Figure 34 : Schéma du fonctionnement de NIS au sein des cellules thyroïdiennes.
Cette protéine est aussi capable de transporter 
mais aussi d’autres molécules comme le pertechnétate de sodium (NaTcO
réalisation des scintigraphies thyroïdiennes. De plus sa capacité à capter l’iode 131 permet 
de l’utiliser à des fins thérapeutiques telles que le traitement des cancers thyroïdiens. Par 
ailleurs, cette protéine a été utilisée pour de nombreuses applications expérimentales en tant 
que gène rapporteur pour le suivi 
métastatique sur des modèles murins ainsi que pour l’évaluation de certains traitement
(104).  

Université de Limoges    

L’imagerie nucléaire semble donc être une alternative intéressante pour la visualisation 
des MSCs après injection de celles-ci en intra-tibial. Pour cela, elles doivent être 
bles d’accumuler et séquestrer un radiotraceur. Des gènes rapporteurs peuvent aussi 

être utilisés de façon à induire une captation spécifique de ce traceur par les cellules à 

Parmi eux, on trouve le Sodium Iodide Symporter (NIS). Ce gène code 
transmembranaire située à la membrane basolatérale des cellules folliculaires de la thyroïde, 
de la muqueuse gastrique, des glandes salivaires et mammaires. Elle intervient dans la 
synthèse des hormones thyroïdiennes en permettant le transport actif d’un ion iodure vers 
les follicules thyroïdiens en échange d’un ion sodium (Figure 34).  

: Schéma du fonctionnement de NIS au sein des cellules thyroïdiennes. 
Cette protéine est aussi capable de transporter les isotopes radioactifs de l’iode (
mais aussi d’autres molécules comme le pertechnétate de sodium (NaTcO
réalisation des scintigraphies thyroïdiennes. De plus sa capacité à capter l’iode 131 permet 

rapeutiques telles que le traitement des cancers thyroïdiens. Par 
ailleurs, cette protéine a été utilisée pour de nombreuses applications expérimentales en tant 
que gène rapporteur pour le suivi in-vivo de cellules tumorales et leur dissémination 

que sur des modèles murins ainsi que pour l’évaluation de certains traitement
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L’imagerie nucléaire semble donc être une alternative intéressante pour la visualisation in-
tibial. Pour cela, elles doivent être 

bles d’accumuler et séquestrer un radiotraceur. Des gènes rapporteurs peuvent aussi 
être utilisés de façon à induire une captation spécifique de ce traceur par les cellules à 

Parmi eux, on trouve le Sodium Iodide Symporter (NIS). Ce gène code pour une protéine 
transmembranaire située à la membrane basolatérale des cellules folliculaires de la thyroïde, 
de la muqueuse gastrique, des glandes salivaires et mammaires. Elle intervient dans la 

sport actif d’un ion iodure vers 

 

les isotopes radioactifs de l’iode (123I, 131I…) 
mais aussi d’autres molécules comme le pertechnétate de sodium (NaTcO4) permettant la 
réalisation des scintigraphies thyroïdiennes. De plus sa capacité à capter l’iode 131 permet 

rapeutiques telles que le traitement des cancers thyroïdiens. Par 
ailleurs, cette protéine a été utilisée pour de nombreuses applications expérimentales en tant 

de cellules tumorales et leur dissémination 
que sur des modèles murins ainsi que pour l’évaluation de certains traitements 
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Ainsi, l’ensemble de ces applications font de NIS un gène bien connu qui peut être utilisé 
pour visualiser les MSCs par imagerie nucléaire chez les modèles murins. Afin d’induire 
l’expression de NIS au sein des cellules, il est nécessaire d’utiliser des vecteurs pour intégrer 
le transgène au sein de leur génome de façon efficace et reproductible.

iii. Les vecteurs utilisés
L’un des aspects essentiels du transfert de gènes est la vectorisation de l’ADN au sein de la 
cellule. En effet, l’ADN est une molécule anionique de grande taille dont le passage au 
travers des membranes biologiques est impos
donc indispensable d’utiliser des techniques permettant de lui faire passer la membrane 
plasmique puis la membrane nucléaire de la cellule cible. 
Le vecteur doit être capable de s’associer aux cellules de faço
dans le cytoplasme de la cellule par endocytose notamment, et permettre l’entrée de l’ADN 
dans le noyau (Figure 35). 

JY. Legendre et al. 1996.

Figure 35 : Etapes nécessaires pour le transfert génique
cellulaire (endocytose), (2) résistance aux mécanismes de dégradation intracellulaires (lysosome) et libération de 
l’ADN dans le cytoplasme (3) passage dans le noyau cellulaire
Les vecteurs utilisés pour la transfection génique sont classés en deux catégories
vecteurs viraux et non viraux. L’ensemble de ces vecteurs doivent permettre d’assurer 
l’intégrité de la cellule cible mais aussi un maximum d’innocuité en cas d’usage chez 
l’homme. De nombreuses applications de thérapies géniques utilisant ces vecteurs ont déjà 
été testées chez l’homme dans les années 90 notamment dans le traitement des déficits 
immunitaires combinés sévères, de la phénylcétonurie et d’autres maladies autosomiques 
dominantes. 
Le gène d’intérêt est intégré au sein d’un plasmide. Le plasmide est un ADN circulaire 
distinct de l’ADN chromosomique et capable de réplication autonome. Sa présence n’est pas 
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Ainsi, l’ensemble de ces applications font de NIS un gène bien connu qui peut être utilisé 
s par imagerie nucléaire chez les modèles murins. Afin d’induire 

l’expression de NIS au sein des cellules, il est nécessaire d’utiliser des vecteurs pour intégrer 
le transgène au sein de leur génome de façon efficace et reproductible. 

Les vecteurs utilisés pour la modification génique.
s essentiels du transfert de gènes est la vectorisation de l’ADN au sein de la 

cellule. En effet, l’ADN est une molécule anionique de grande taille dont le passage au 
travers des membranes biologiques est impossible (membrane chargée négativement). Il est 
donc indispensable d’utiliser des techniques permettant de lui faire passer la membrane 
plasmique puis la membrane nucléaire de la cellule cible.  
Le vecteur doit être capable de s’associer aux cellules de façon spécifique ou non, pénétrer 
dans le cytoplasme de la cellule par endocytose notamment, et permettre l’entrée de l’ADN 

JY. Legendre et al. 1996. 

 
: Etapes nécessaires pour le transfert génique dans une cellule hôte. (1) Fusion avec la membrane 

cellulaire (endocytose), (2) résistance aux mécanismes de dégradation intracellulaires (lysosome) et libération de 
l’ADN dans le cytoplasme (3) passage dans le noyau cellulaire. 
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distinct de l’ADN chromosomique et capable de réplication autonome. Sa présence n’est pas 
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Ainsi, l’ensemble de ces applications font de NIS un gène bien connu qui peut être utilisé 
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donc indispensable d’utiliser des techniques permettant de lui faire passer la membrane 

n spécifique ou non, pénétrer 
dans le cytoplasme de la cellule par endocytose notamment, et permettre l’entrée de l’ADN 

dans une cellule hôte. (1) Fusion avec la membrane 
cellulaire (endocytose), (2) résistance aux mécanismes de dégradation intracellulaires (lysosome) et libération de 

la transfection génique sont classés en deux catégories : les 
vecteurs viraux et non viraux. L’ensemble de ces vecteurs doivent permettre d’assurer 
l’intégrité de la cellule cible mais aussi un maximum d’innocuité en cas d’usage chez 

s applications de thérapies géniques utilisant ces vecteurs ont déjà 
été testées chez l’homme dans les années 90 notamment dans le traitement des déficits 
immunitaires combinés sévères, de la phénylcétonurie et d’autres maladies autosomiques 

gène d’intérêt est intégré au sein d’un plasmide. Le plasmide est un ADN circulaire 
distinct de l’ADN chromosomique et capable de réplication autonome. Sa présence n’est pas 
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essentielle à la survie de la cellule. Chaque plasmide contient une séquence d’or
réplication ou ori qui lui permet d’être dupliqué de façon indépendante de l’ADN 
chromosomique en utilisant les enzymes de la cellule hôte.  

 Les vecteurs non viraux.
Ils comprennent les techniques physiques telles que l’électroporation, le bom
particules (gene gun), la magnétofection et les techniques chimiques (liposomes, particules 
chargées) et chimiques. Ces techniques restent moins efficaces que les vecteurs viraux mais 
elles sont pauvres en risque immunogène et permettent le tr
taille. 

o Les méthodes physiques.
Les méthodes physiques consistent à utiliser des procédés permettant de créer des pores au 
niveau des membranes cellulaires ou bien d’augmenter leur perméabilité de façon transitoire 
afin d’introduire l’ADN dans le milieu intracellulaire. Il s’agit de méthodes sûres mais dont 
l’efficacité reste limitée. 
ADN nu : L’injection directe d’ADN au sein des cellules peut être envisageable pour de très 
petits gènes (2 à 19 kb). Celle
ou de cellules musculaires. Les rendements obtenus sont très faibles (1% environ) mais 
peuvent être augmentées par de multiples injections. Même si cette méthode reste l’une des 
plus sûres et compte parmi les plus 
rendements de transfection (105)
cellule et du matériel spécialisé la rendant difficilement utilisable 
Canon à ADN : appelé aussi «
microparticules (1 à 3µm) d’or ou de tungstène recouvertes de l’ADN à transfecter. Ces 
particules sont propulsées grâce à des gaz à haute pression afin de permettre la pénétration 
des particules au sein des cellules cibles. Ell
applications restent limitées à l’immunisation
peau ou les muscles (107). 
Electrotransfert : technique d’électroporation qui vise à déstabiliser temporairement les 
membranes cellulaires en utilisant des électrodes gén
plasmides situés aux environs des cellules cibles peuvent ainsi pénétrer facilement au 
travers des membranes. Les rendements obtenus sont meilleurs mais cette technique est 
traumatisante pour la cellule, pour l’organe
courants appliqués. 
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essentielle à la survie de la cellule. Chaque plasmide contient une séquence d’or
qui lui permet d’être dupliqué de façon indépendante de l’ADN 

chromosomique en utilisant les enzymes de la cellule hôte.   
Les vecteurs non viraux. 

Ils comprennent les techniques physiques telles que l’électroporation, le bom
particules (gene gun), la magnétofection et les techniques chimiques (liposomes, particules 
chargées) et chimiques. Ces techniques restent moins efficaces que les vecteurs viraux mais 
elles sont pauvres en risque immunogène et permettent le transfert de gènes de grande 

Les méthodes physiques. 
Les méthodes physiques consistent à utiliser des procédés permettant de créer des pores au 
niveau des membranes cellulaires ou bien d’augmenter leur perméabilité de façon transitoire 

ire l’ADN dans le milieu intracellulaire. Il s’agit de méthodes sûres mais dont 

L’injection directe d’ADN au sein des cellules peut être envisageable pour de très 
petits gènes (2 à 19 kb). Celle-ci a été utilisée pour l’injection au sein de cellules hépatiques 
ou de cellules musculaires. Les rendements obtenus sont très faibles (1% environ) mais 
peuvent être augmentées par de multiples injections. Même si cette méthode reste l’une des 
plus sûres et compte parmi les plus simples, elle reste peu utilisée en raison des très faibles 

(105). De plus, cette technique impose une injection cellule par 
cellule et du matériel spécialisé la rendant difficilement utilisable (106).  

appelé aussi « gene gun ». Les cellules cibles sont bombardées par des 
microparticules (1 à 3µm) d’or ou de tungstène recouvertes de l’ADN à transfecter. Ces 
particules sont propulsées grâce à des gaz à haute pression afin de permettre la pénétration 
des particules au sein des cellules cibles. Elle offre de meilleurs rendements mais ses 
applications restent limitées à l’immunisation au niveau des tissus superficiels comme la 

technique d’électroporation qui vise à déstabiliser temporairement les 
membranes cellulaires en utilisant des électrodes génératrices d’un courant électrique. Les 
plasmides situés aux environs des cellules cibles peuvent ainsi pénétrer facilement au 
travers des membranes. Les rendements obtenus sont meilleurs mais cette technique est 
traumatisante pour la cellule, pour l’organe traité mais aussi pour l’ADN en raison des forts 
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essentielle à la survie de la cellule. Chaque plasmide contient une séquence d’origine de la 
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Ultrasons : le passage des ultrasons dans un milieu aqueux génère des bulles contenant 
l’ADN. Ces dernières éclatent puis libèrent une grande quantité d’énergie générant des 
nanopores au sein des membranes cellulaires et permettant le passage de l’ADN dans les 
cellules. L’efficacité de cette méthode reste cependant limitée surtout pour des transferts 
vivo.  
Injection hydrodynamique 
intraveineux ou intraartériel de grandes quantités de liquide contenant l’ADN d’intérêt. Cette 
forte pression permet une pénétration de l’ADN dans les cellules préférentiellement 
hépatiques et musculaires. Elle permet d’obtenir de bien meilleurs rendeme
autres techniques non virales. 
Méthodes magnétiques : des particules d’oxyde de fer sont chargées de l’ADN à 
transfecter puis placées dans un champ magnétique. Celles
les membranes cellulaires ce qui favorise les mécanismes d’endocytose. L’efficacité de cette 
méthode est modeste et présente des risques de toxicité en raison de l’accumulation des 
particules de fer dans les cellules.
Irradiation par laser : Un faisceau laser est focalisé sur les cellules cibles entraînant une 
perméabilisation locale des membranes grâce à un effe
de l’ADN. L’utilisation d’un laser femtoseconde utilisant des impulsions très faibles (de l’ordre 
de 10-15 secondes) a donné de bons résultats pour des transferts géniques 
technique nécessite des installations très coûteuses.
L’ensemble de ces techniques ont montré des résultats encourageants dans de nombreuses 
études précliniques mais leur efficacité reste très modeste. De plus, le traumatisme qu’elles 
génèrent sur les cellules et les tissus les rend 
les MSCs et une éventuelle utilisation en clinique 

o Les méthodes chimiques.
Les vecteurs chimiques sont caractérisés par une faible toxicité permettant une faible 
altération de la membrane cellulaire et l’absence de risque immunigène. De plus, l’ADN est 
intégré dans un complexe le protégeant des enzymes cellulaires pouvant l’altérer. En 
revanche, les rendements de transfection obtenus sont beaucoup plus faibles.
Les liposomes : ce sont des vésicules lipidiques permettant d’encapsuler un principe actif. 
Ils sont notamment très utilisés en cosmétologie mais peuvent
molécules d’ADN. Celui-ci est alors enfermé dans des vésicules unilaméllaires de grandes 
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le passage des ultrasons dans un milieu aqueux génère des bulles contenant 
l’ADN. Ces dernières éclatent puis libèrent une grande quantité d’énergie générant des 

sein des membranes cellulaires et permettant le passage de l’ADN dans les 
cellules. L’efficacité de cette méthode reste cependant limitée surtout pour des transferts 

 : cette technique consiste à injecter très rapidement 
intraveineux ou intraartériel de grandes quantités de liquide contenant l’ADN d’intérêt. Cette 
forte pression permet une pénétration de l’ADN dans les cellules préférentiellement 
hépatiques et musculaires. Elle permet d’obtenir de bien meilleurs rendeme
autres techniques non virales.  

des particules d’oxyde de fer sont chargées de l’ADN à 
transfecter puis placées dans un champ magnétique. Celles-ci se retrouvent en contact avec 
les membranes cellulaires ce qui favorise les mécanismes d’endocytose. L’efficacité de cette 

ste et présente des risques de toxicité en raison de l’accumulation des 
particules de fer dans les cellules. 

Un faisceau laser est focalisé sur les cellules cibles entraînant une 
perméabilisation locale des membranes grâce à un effet thermique et permettant le passage 
de l’ADN. L’utilisation d’un laser femtoseconde utilisant des impulsions très faibles (de l’ordre 

secondes) a donné de bons résultats pour des transferts géniques 
allations très coûteuses. 

L’ensemble de ces techniques ont montré des résultats encourageants dans de nombreuses 
études précliniques mais leur efficacité reste très modeste. De plus, le traumatisme qu’elles 
génèrent sur les cellules et les tissus les rend peu adaptées pour des lignées fragiles comme 
les MSCs et une éventuelle utilisation en clinique (106). 

Les méthodes chimiques. 
Les vecteurs chimiques sont caractérisés par une faible toxicité permettant une faible 
altération de la membrane cellulaire et l’absence de risque immunigène. De plus, l’ADN est 

complexe le protégeant des enzymes cellulaires pouvant l’altérer. En 
revanche, les rendements de transfection obtenus sont beaucoup plus faibles.

ce sont des vésicules lipidiques permettant d’encapsuler un principe actif. 
très utilisés en cosmétologie mais peuvent aussi

ci est alors enfermé dans des vésicules unilaméllaires de grandes 
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le passage des ultrasons dans un milieu aqueux génère des bulles contenant 
l’ADN. Ces dernières éclatent puis libèrent une grande quantité d’énergie générant des 

sein des membranes cellulaires et permettant le passage de l’ADN dans les 
cellules. L’efficacité de cette méthode reste cependant limitée surtout pour des transferts in-

cette technique consiste à injecter très rapidement en 
intraveineux ou intraartériel de grandes quantités de liquide contenant l’ADN d’intérêt. Cette 
forte pression permet une pénétration de l’ADN dans les cellules préférentiellement 
hépatiques et musculaires. Elle permet d’obtenir de bien meilleurs rendements que les 

des particules d’oxyde de fer sont chargées de l’ADN à 
ci se retrouvent en contact avec 

les membranes cellulaires ce qui favorise les mécanismes d’endocytose. L’efficacité de cette 
ste et présente des risques de toxicité en raison de l’accumulation des 

Un faisceau laser est focalisé sur les cellules cibles entraînant une 
t thermique et permettant le passage 

de l’ADN. L’utilisation d’un laser femtoseconde utilisant des impulsions très faibles (de l’ordre 
secondes) a donné de bons résultats pour des transferts géniques in-vivo mais cette 

L’ensemble de ces techniques ont montré des résultats encourageants dans de nombreuses 
études précliniques mais leur efficacité reste très modeste. De plus, le traumatisme qu’elles 

peu adaptées pour des lignées fragiles comme 

Les vecteurs chimiques sont caractérisés par une faible toxicité permettant une faible 
altération de la membrane cellulaire et l’absence de risque immunigène. De plus, l’ADN est 

complexe le protégeant des enzymes cellulaires pouvant l’altérer. En 
revanche, les rendements de transfection obtenus sont beaucoup plus faibles. 

ce sont des vésicules lipidiques permettant d’encapsuler un principe actif. 
aussi encapsuler des 

ci est alors enfermé dans des vésicules unilaméllaires de grandes 
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tailles. Cependant, les faibles rendements obtenus ont conduit à améliorer la composition de 
ces derniers. En effet, après pénétration dans la cellule par endocytose, la majorité d’entre 
eux se retrouvent dégradés après fusion avec les lysosomes. Des protéines fusiogènes ont 
donc été incorporées aux liposomes de façon à protéger l’ADN des systèmes de dégra
intracellulaires en permettant leur fusion à l’endosome puis la libération de l’ADN dans le 
milieu intracellulaire (Figure 36)

Figure 36 : Mécanisme d’intégration des liposomes dans le génome des cellules hôtes
 
De plus, l’adhésion du liposome à la membrane cellulaire est une étape difficile en raison 
des forces de répulsion électrostatiques. Afin d’améliorer l’adhésion avec les cellules cibles, 
des lipides cationiques ont été élaborés. Ceux
qui interagit avec l’ADN, d’une partie hydrophobe avec une ou deux chaines aliphatiques ou 
d’un dérivé du cholestérol et d’un bras espaceur entre les deux parties précédentes. 
L’association entre les parties cationique et lipidique f
cationique produit est le DOTMA mais de nombreux autres ont été mis au point (Tableau
Ainsi, la partie cationique permet une meilleure affinité avec la membrane cellulaire chargée 
négativement. 
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Ainsi, la partie cationique permet une meilleure affinité avec la membrane cellulaire chargée 
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JY. Legendre et al. 1996 
Noms 
abrégés 

Noms entiers 

DOTMA N-[1-(2,3-dioleoxyloxy)propyl]N
N-N-triméthylammonium.

DDAB Bromure de 
diméthyldioctadécylammonium

DOSPA Trifluoroacétate de dioleocyl
sperminecarboxamido)éthyl
diméthyl-1-propanominium.

DOGS Dioctadécylamidoglycylspermine.

DC-chol Diméthylaminoéthane carbamoyl 
cholestérol 

Tableau 7 : Exemples de lipides cationiques utilisés comme vecteur de transfe
monocationiques (DOTMA, les lipides polycationiques (DOGS) et les dérives du cholestérol (DC
Les lipides polycationiques sont plus efficaces en raison de l’affinité plus élevée avec les 
membranes cellulaires. 
D’autres améliorations ont aussi été testées afin d’augmenter la demi
ajoutant des groupements pégylés ou en dirigeant spécifiquement les liposomes vers un 
type cellulaire en ajoutant des ligands de récepteurs exprimés par les cellules
Complexes peptidiques : 
plasmidique avec un polycation couplé à un ligand capable de reconnaître et de se lier à un 
récepteur spécifique d’une population cellulaire. La liaison du récepteur au ligand en
l’endocytose du complexe.  
Les premiers à être utilisés sont les polylysines (PLL) auxquelles ont été greffés des 
éléments viraux (hémagglutinine) permettant d’améliorer leur pénétration au sein des 
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Structures chimiques 

dioleoxyloxy)propyl]N-
triméthylammonium. 

Bromure de 
diméthyldioctadécylammonium 

Trifluoroacétate de dioleocyl-N-(3-
sperminecarboxamido)éthyl-N,N 

propanominium. 

Dioctadécylamidoglycylspermine. 

Diméthylaminoéthane carbamoyl 
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récepteur spécifique d’une population cellulaire. La liaison du récepteur au ligand en
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génique.On distingue les lipides 
monocationiques (DOTMA, les lipides polycationiques (DOGS) et les dérives du cholestérol (DC-chol). 
Les lipides polycationiques sont plus efficaces en raison de l’affinité plus élevée avec les 

vie des liposomes en 
ajoutant des groupements pégylés ou en dirigeant spécifiquement les liposomes vers un 
type cellulaire en ajoutant des ligands de récepteurs exprimés par les cellules à cibler (109). 

ces techniques reposent sur la condensation de l’ADN 
plasmidique avec un polycation couplé à un ligand capable de reconnaître et de se lier à un 
récepteur spécifique d’une population cellulaire. La liaison du récepteur au ligand entraîne 

Les premiers à être utilisés sont les polylysines (PLL) auxquelles ont été greffés des 
éléments viraux (hémagglutinine) permettant d’améliorer leur pénétration au sein des 
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cellules et la libération de l’ADN dans le cytopla
positives, ces polymères forment des complexes stables avec l’ADN et permettent un 
transport efficace au sein de la cellule. 
De nouveaux polymères plus efficaces ont été mis au point. C’est le cas par exemple de la 
polyéthylèneimine (PEI). En effet, son efficacité semble être liée à la présence d’un grand 
nombre de fonction amines protonables permettant de piéger les protons présents dans les 
endosomes et donc de protéger l’ADN contre l’augmentation de l’acidité. De pl
polymères contribueraient à augmenter la pression osmotique au sein des endosomes, 
favorisant leur rupture et la libération de l’ADN dans le cytoplasme. Cependant, les PEI ont 
aussi une toxicité marquée pour les cellules 
Ainsi, les vecteurs chimiques peuvent être produits de façon simple et reproductible. De plus, 
leur immunogénicité est faible. La seule réponse immunitaire qu’ils déclenchent a pour 
conséquence leur destruction m
revanche, la stabilité du complexe ADN
transfection reste nettement inférieur à celui obtenu par les vecteurs viraux.

 Les vecteurs viraux
Les vecteurs viraux constituent à ce jour les moyens les plus efficaces pour la modification 
génique. Ce sont des analogues de virus dont les génomes ont été largement modifiés afin 
de leur retirer tout pouvoir réplicatif une fois inoculés à l’organisme h
risque infectieux. De plus, des modifications des récepteurs présent
permis de mettre au point des vecteurs spécifiquement dirigés contre un type de cellule 
(110). De nombreuses applications cliniques ont été testées ave
leur utilisation n’est pas sans risque. En effet, certains d’entre eux présentent un fort 
potentiel immunogène pouvant déclencher des réactions inflammatoires aigües et d’autres 
peuvent induire des transformations cellulaires du 
de celui de la cellule cible. Ainsi, des modifications de ces vecteurs sont actuellement à 
l’étude afin de leur retirer tout potentiel immunogène ou transformant.

o Vecteurs rétroviraux.
Les vecteurs rétroviraux font parti
spécifiquement les cellules en division en passant par les pores mitotiques. Il s’agit de 
vecteurs intégratifs c’est-à-dire que le transgène, une fois intégré au génome de la cellule 
hôte, se transmet aux cellules filles 
pour le traitement de maladies génétiques comme les Déficits Immunitaires Combinés 
Sévères (DICS) (111). Cependant, des complications sévères ont été décelées quelques 
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cellules et la libération de l’ADN dans le cytoplasme. Grâce à leurs nombreuses charges 
positives, ces polymères forment des complexes stables avec l’ADN et permettent un 
transport efficace au sein de la cellule.  
De nouveaux polymères plus efficaces ont été mis au point. C’est le cas par exemple de la 

lyéthylèneimine (PEI). En effet, son efficacité semble être liée à la présence d’un grand 
nombre de fonction amines protonables permettant de piéger les protons présents dans les 
endosomes et donc de protéger l’ADN contre l’augmentation de l’acidité. De pl
polymères contribueraient à augmenter la pression osmotique au sein des endosomes, 
favorisant leur rupture et la libération de l’ADN dans le cytoplasme. Cependant, les PEI ont 
aussi une toxicité marquée pour les cellules in-vivo rendant leur utilisation difficile 
Ainsi, les vecteurs chimiques peuvent être produits de façon simple et reproductible. De plus, 
leur immunogénicité est faible. La seule réponse immunitaire qu’ils déclenchent a pour 
conséquence leur destruction mais elle ne présente aucun danger pour l’organisme hôte. En 
revanche, la stabilité du complexe ADN-vecteur est très difficile à garantir et le rendement de 
transfection reste nettement inférieur à celui obtenu par les vecteurs viraux.

Les vecteurs viraux : 
Les vecteurs viraux constituent à ce jour les moyens les plus efficaces pour la modification 
génique. Ce sont des analogues de virus dont les génomes ont été largement modifiés afin 
de leur retirer tout pouvoir réplicatif une fois inoculés à l’organisme hôte et ainsi éliminer tout 
risque infectieux. De plus, des modifications des récepteurs présents à la surface virale ont 

de mettre au point des vecteurs spécifiquement dirigés contre un type de cellule 
. De nombreuses applications cliniques ont été testées avec ce type de vecteurs mais 

leur utilisation n’est pas sans risque. En effet, certains d’entre eux présentent un fort 
potentiel immunogène pouvant déclencher des réactions inflammatoires aigües et d’autres 
peuvent induire des transformations cellulaires du fait de l’intégration de leur génome au sein 

de la cellule cible. Ainsi, des modifications de ces vecteurs sont actuellement à 
l’étude afin de leur retirer tout potentiel immunogène ou transformant. 

Vecteurs rétroviraux. 
ont partie des plus utilisés pour le transfert génique. Ils transduisent 

spécifiquement les cellules en division en passant par les pores mitotiques. Il s’agit de 
dire que le transgène, une fois intégré au génome de la cellule 

hôte, se transmet aux cellules filles (105). Cette caractéristique en fait un vecteur adapté 
pour le traitement de maladies génétiques comme les Déficits Immunitaires Combinés 

. Cependant, des complications sévères ont été décelées quelques 
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années après traitement de cert
les rétrovirus pouvaient s’intégrer au voisinage du proto
surexpression de ce dernier et au développement de Leucémies Aigües Lymphoïdes 
De plus, ces vecteurs sont peu adaptés pour transfecter des cellules qui ne se divisent pas 
ou peu comme les lignées de cellules souches (MSCs notamment).

o Adénovirus et associés.
Les vecteurs adénoviraux peuvent quant à eux transduire de 
qui se divisent ou non. De plus, leur faible spécificité d’hôte leur permet de transduire un 
large spectre de tissus. En revanche, il ne s’agit pas de vecteurs intégratifs ce qui implique 
que le transgène ne se transmet pas à
expression au cours du temps est transitoire mais leur risque génotoxique est faible 
Cependant, le risque de réaction immunitaire associé à ces vecteurs est important. En effet
plusieurs cas de réactions inflammatoires aigües ont été décrits et certains ont été mortels 
(113). 
Des vecteurs adénoviraux modifiés appelés Adeno
disponibles. Leur génome a été modifié de façon à les rendre moins immunogènes et moins 
pathogènes. De plus, ils permettent une expres
cellule hôte. Néanmoins, ce sont des vecteurs difficiles à produire qui ne permettent de 
transfecter que des gènes de petite taille 

o Herpes Simplex Virus (HSV).
On utilise des HSV modifiés de façon à ce qu’aucune nouvelle particule virale ne soit 
produite après infection et intégration au génome de la cellule hôte. Leur tropisme pour les 
cellules nerveuses en fait un excellent vecteur pour la transduction de cellules du système 
nerveux central (105).  

o Lentivirus. 
Le lentivirus est un virus de la famille des 
simple brin positif. Ceux-ci contiennent une rétrotranscriptase qui permet la synthèse de 
l’ADN correspondant au génome viral. L’intégration de celui
se fait grâce à l’intégrase contenue dans les particules virales. Le génome essentiel des 
lentivirus comprend des gènes de structure codant pour les protéines de l’enveloppe virale 
(env), la capside (gag), les enzymes (
tat (transactivator of transcription), 
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années après traitement de certains patients par ces vecteurs. En effet, il a été montré que 
les rétrovirus pouvaient s’intégrer au voisinage du proto-oncogène LMO2 aboutissant à une 
surexpression de ce dernier et au développement de Leucémies Aigües Lymphoïdes 
De plus, ces vecteurs sont peu adaptés pour transfecter des cellules qui ne se divisent pas 
ou peu comme les lignées de cellules souches (MSCs notamment). 

Adénovirus et associés. 
Les vecteurs adénoviraux peuvent quant à eux transduire de façon équivalente les cellules 
qui se divisent ou non. De plus, leur faible spécificité d’hôte leur permet de transduire un 

re de tissus. En revanche, il ne s’agit pas de vecteurs intégratifs ce qui implique 
que le transgène ne se transmet pas à toutes les cellules descendantes. De ce fait, son 
expression au cours du temps est transitoire mais leur risque génotoxique est faible 
Cependant, le risque de réaction immunitaire associé à ces vecteurs est important. En effet
plusieurs cas de réactions inflammatoires aigües ont été décrits et certains ont été mortels 

Des vecteurs adénoviraux modifiés appelés Adeno-Associated Vectors (AAV) sont aussi 
disponibles. Leur génome a été modifié de façon à les rendre moins immunogènes et moins 
pathogènes. De plus, ils permettent une expression plus longue du transgène au sein de la 
cellule hôte. Néanmoins, ce sont des vecteurs difficiles à produire qui ne permettent de 
transfecter que des gènes de petite taille (105). 

Herpes Simplex Virus (HSV). 
fiés de façon à ce qu’aucune nouvelle particule virale ne soit 

produite après infection et intégration au génome de la cellule hôte. Leur tropisme pour les 
cellules nerveuses en fait un excellent vecteur pour la transduction de cellules du système 

Le lentivirus est un virus de la famille des Retroviridae dont le génome est constitué d’ARN 
ci contiennent une rétrotranscriptase qui permet la synthèse de 

génome viral. L’intégration de celui-ci au génome de la cellule hôte 
se fait grâce à l’intégrase contenue dans les particules virales. Le génome essentiel des 
lentivirus comprend des gènes de structure codant pour les protéines de l’enveloppe virale 

), les enzymes (pol), des gènes codant pour des protéines régulatrices 
transcription), rev (regulation of expression of viral proteins) et des 
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ains patients par ces vecteurs. En effet, il a été montré que 
oncogène LMO2 aboutissant à une 

surexpression de ce dernier et au développement de Leucémies Aigües Lymphoïdes (112). 
De plus, ces vecteurs sont peu adaptés pour transfecter des cellules qui ne se divisent pas 

façon équivalente les cellules 
qui se divisent ou non. De plus, leur faible spécificité d’hôte leur permet de transduire un 

re de tissus. En revanche, il ne s’agit pas de vecteurs intégratifs ce qui implique 
toutes les cellules descendantes. De ce fait, son 

expression au cours du temps est transitoire mais leur risque génotoxique est faible (105). 
Cependant, le risque de réaction immunitaire associé à ces vecteurs est important. En effet, 
plusieurs cas de réactions inflammatoires aigües ont été décrits et certains ont été mortels 

Associated Vectors (AAV) sont aussi 
disponibles. Leur génome a été modifié de façon à les rendre moins immunogènes et moins 

sion plus longue du transgène au sein de la 
cellule hôte. Néanmoins, ce sont des vecteurs difficiles à produire qui ne permettent de 

fiés de façon à ce qu’aucune nouvelle particule virale ne soit 
produite après infection et intégration au génome de la cellule hôte. Leur tropisme pour les 
cellules nerveuses en fait un excellent vecteur pour la transduction de cellules du système 

dont le génome est constitué d’ARN 
ci contiennent une rétrotranscriptase qui permet la synthèse de 

ci au génome de la cellule hôte 
se fait grâce à l’intégrase contenue dans les particules virales. Le génome essentiel des 
lentivirus comprend des gènes de structure codant pour les protéines de l’enveloppe virale 

), des gènes codant pour des protéines régulatrices 
(regulation of expression of viral proteins) et des 
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gènes dits accessoires vif (virion infectivity factor), 
nef (negative regulatory factor)
38). 
 
T. Sakuma et al. 2012 

Figure 37 : Schéma du génome viral. La séquence LTR (Long Terminal Repeat) active la
viral et participe à son intégration dans le génome de la cellule hôte. U3 joue le rôle de promoteur, R active l
polyadénilation de l’ARN côté 3’. La séquence d’empaquetage 
viraux dans les particules virales produites
 
Gunilla B et al. 2008 (114) 

Figure 38 : Schéma d’une particule virale de lentivirus. Les protéines d’enveloppe gp120 et gp 41 sont codées par 
le gène env, les protéines de la capside interne et externes sont codées par le gène 
par le gène pol. 
Le gène env permet aux lentivirus de transduire les cellules cibles par interaction avec le 
récepteur CD4 présent sur ces dernières. Cette sélectivité d’interaction rend leur pouvoir 
infectieux limité et les rendements de transduction obtenus sont faibles. 
problème, env a été remplacé par le VSV
G). Son utilisation élargit considérablement les cibles des vecteurs lentiviraux en en faisant 
des vecteurs amphotropes et permet une nette augmentation de l’efficacité de transduction 
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(virion infectivity factor), vpr (viral protein r), vpu 
(negative regulatory factor) qui codent pour les protéines du même nom

chéma du génome viral. La séquence LTR (Long Terminal Repeat) active la
viral et participe à son intégration dans le génome de la cellule hôte. U3 joue le rôle de promoteur, R active l

La séquence d’empaquetage Ψ permet l’encapsidation des nouveaux ARN 
particules virales produites. 

: Schéma d’une particule virale de lentivirus. Les protéines d’enveloppe gp120 et gp 41 sont codées par 
, les protéines de la capside interne et externes sont codées par le gène gag 

permet aux lentivirus de transduire les cellules cibles par interaction avec le 
récepteur CD4 présent sur ces dernières. Cette sélectivité d’interaction rend leur pouvoir 

ements de transduction obtenus sont faibles. 
a été remplacé par le VSV-G (vesicular stomatitis virus envelope glycoprotein 

G). Son utilisation élargit considérablement les cibles des vecteurs lentiviraux en en faisant 
cteurs amphotropes et permet une nette augmentation de l’efficacité de transduction 
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vpu (viral protein u) 
qui codent pour les protéines du même nom (Figures 37 et 

 
chéma du génome viral. La séquence LTR (Long Terminal Repeat) active la transcription de l’ARN 

viral et participe à son intégration dans le génome de la cellule hôte. U3 joue le rôle de promoteur, R active la 
Ψ permet l’encapsidation des nouveaux ARN 

 
: Schéma d’une particule virale de lentivirus. Les protéines d’enveloppe gp120 et gp 41 sont codées par 

gag et les enzymes virales 

permet aux lentivirus de transduire les cellules cibles par interaction avec le 
récepteur CD4 présent sur ces dernières. Cette sélectivité d’interaction rend leur pouvoir 

ements de transduction obtenus sont faibles. Pour pallier à ce 
G (vesicular stomatitis virus envelope glycoprotein 

G). Son utilisation élargit considérablement les cibles des vecteurs lentiviraux en en faisant 
cteurs amphotropes et permet une nette augmentation de l’efficacité de transduction 



Julien COSTES | Thèse d’exercice | Université de Limoges
 

(115). Contrairement aux autres virus de sa famille, le lentivirus peut aussi bien transduire 
des cellules en division que des cellules quiescentes. Ceci est un avantage non négligeable 
dans la mesure où les MSCs sont des cellules qui se divi
Ces vecteurs ont subi de nombreuses modifications afin de supprimer leur pouvoir réplicatif 
et limiter les risques d’oncogénèse. En effet, les vecteurs lenti
élaborés à partir de trois plasmides. L’un d’eux contient
plasmide d’empaquetage. Le deuxième porte le gène 
ce dernier porte la séquence d’empaquetage 
portant uniquement le transgène dans le génome et pas les autres gènes viraux (Figure
Les virus ainsi générés sont donc dépourvu
d’infection (Figure 39). 
 

T. Sakuma et al. 2012

Figure 39 : Plasmides pour vecteurs lentiviraux de première génération. Seul le plasmide portant le transgène 
porte la séquence d’empaquetage et les séquences LTR. Les gènes sont placés sous le contrôle d’un fort 
promoteur viral : CMV. 
Ensuite, les vecteurs de deuxième génération sont élaborés selon le même principe mais 
sont dépourvus des gènes accessoires 
réplicatif et leur pouvoir pathogène.
Les lentivirus vecteurs de troisième génération sont délétés pour une partie de leur 
séquence U3 de la région 3’LTR réduisant les risques d’activation de gènes cellulaires 
adjacents (oncogènes). De plus, la partie U3 de 5’LTR a été remplacée par un fort pr
viral (CMV) de façon à les rendre indépendants de tat, réduisant ainsi les risques de 
production de virus recombinants. Leur utilisation pour transduire les MSCs avec NIS paraît 
être un procédé intéressant en raison de leur capacité à transduire de
de leur bonne sécurité d’emploi et de la possibilité de créer des lignées cellulaires stables 
exprimant le transgène (116). 
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Contrairement aux autres virus de sa famille, le lentivirus peut aussi bien transduire 
des cellules en division que des cellules quiescentes. Ceci est un avantage non négligeable 
dans la mesure où les MSCs sont des cellules qui se divisent peu.  
Ces vecteurs ont subi de nombreuses modifications afin de supprimer leur pouvoir réplicatif 
et limiter les risques d’oncogénèse. En effet, les vecteurs lentiviraux de 1ere génération sont 
élaborés à partir de trois plasmides. L’un d’eux contient les gènes gag et
plasmide d’empaquetage. Le deuxième porte le gène env et le troisième le transgène. Seul 
ce dernier porte la séquence d’empaquetage Ψ de façon à générer des particules virales 
portant uniquement le transgène dans le génome et pas les autres gènes viraux (Figure
Les virus ainsi générés sont donc dépourvus de leur pouvoir réplicatif limitant les risques 

T. Sakuma et al. 2012 

: Plasmides pour vecteurs lentiviraux de première génération. Seul le plasmide portant le transgène 
mpaquetage et les séquences LTR. Les gènes sont placés sous le contrôle d’un fort 

Ensuite, les vecteurs de deuxième génération sont élaborés selon le même principe mais 
sont dépourvus des gènes accessoires vif, vpu, vpr et nef limitant davantage leur pouvoir 
réplicatif et leur pouvoir pathogène. 
Les lentivirus vecteurs de troisième génération sont délétés pour une partie de leur 
séquence U3 de la région 3’LTR réduisant les risques d’activation de gènes cellulaires 
adjacents (oncogènes). De plus, la partie U3 de 5’LTR a été remplacée par un fort pr
viral (CMV) de façon à les rendre indépendants de tat, réduisant ainsi les risques de 
production de virus recombinants. Leur utilisation pour transduire les MSCs avec NIS paraît 
être un procédé intéressant en raison de leur capacité à transduire des cellules quiescentes, 
de leur bonne sécurité d’emploi et de la possibilité de créer des lignées cellulaires stables 
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Contrairement aux autres virus de sa famille, le lentivirus peut aussi bien transduire 
des cellules en division que des cellules quiescentes. Ceci est un avantage non négligeable 

Ces vecteurs ont subi de nombreuses modifications afin de supprimer leur pouvoir réplicatif 
raux de 1ere génération sont 

et pol et constitue le 
et le troisième le transgène. Seul 

çon à générer des particules virales 
portant uniquement le transgène dans le génome et pas les autres gènes viraux (Figure 40). 

s de leur pouvoir réplicatif limitant les risques 

 
: Plasmides pour vecteurs lentiviraux de première génération. Seul le plasmide portant le transgène 

mpaquetage et les séquences LTR. Les gènes sont placés sous le contrôle d’un fort 

Ensuite, les vecteurs de deuxième génération sont élaborés selon le même principe mais 
nt davantage leur pouvoir 

Les lentivirus vecteurs de troisième génération sont délétés pour une partie de leur 
séquence U3 de la région 3’LTR réduisant les risques d’activation de gènes cellulaires 
adjacents (oncogènes). De plus, la partie U3 de 5’LTR a été remplacée par un fort promoteur 
viral (CMV) de façon à les rendre indépendants de tat, réduisant ainsi les risques de 
production de virus recombinants. Leur utilisation pour transduire les MSCs avec NIS paraît 

s cellules quiescentes, 
de leur bonne sécurité d’emploi et de la possibilité de créer des lignées cellulaires stables 
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H. Bauby et al.   

Figure 40 : Schéma du cycle viral des lentivirus (
grâce aux protéines d’enveloppe. L’ARN est rétrotranscrit dans le cytoplasme puis intégré au génome de la 
cellule hôte grâce à l’intégrase. Les protéines codées par 

 
Ainsi, la connaissance du microenvironnement constitue un enjeu important dans la 
compréhension de l’évolution de la maladie au fil des traitements. Celle
pouvoir visualiser les principales cellules composant le stroma tumora
afin de comprendre son évolution au cours de la maladie et l’influence des différents 
traitements.  
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: Schéma du cycle viral des lentivirus (H. Bauby et al). L’adhésion des virus aux récepteurs CD4 se fait 
grâce aux protéines d’enveloppe. L’ARN est rétrotranscrit dans le cytoplasme puis intégré au génome de la 
cellule hôte grâce à l’intégrase. Les protéines codées par env sont synthétisées dans le réticulum e

Ainsi, la connaissance du microenvironnement constitue un enjeu important dans la 
compréhension de l’évolution de la maladie au fil des traitements. Celle
pouvoir visualiser les principales cellules composant le stroma tumoral à savoir les MSCs 
afin de comprendre son évolution au cours de la maladie et l’influence des différents 
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. L’adhésion des virus aux récepteurs CD4 se fait 

grâce aux protéines d’enveloppe. L’ARN est rétrotranscrit dans le cytoplasme puis intégré au génome de la 
sont synthétisées dans le réticulum endoplasmique. 

Ainsi, la connaissance du microenvironnement constitue un enjeu important dans la 
compréhension de l’évolution de la maladie au fil des traitements. Celle-ci nécessite de 

l à savoir les MSCs 
afin de comprendre son évolution au cours de la maladie et l’influence des différents 
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3e PARTIE : Imagerie in-vivo 

L’objectif de ce travail était de développer une technique d’imagerie nuclé
MSCs ainsi que d’évaluer sa faisabilité sur des modèles murins. La première étape consistait 
à mettre au point des vecteurs lentiviraux afin de transduire le gène NIS au sein de MSCs 
issues de patients. Dans un second temps, nous avons éva
l’expression et la fonctionnalité du transgène au sein des MSCs.

I. Matériels et Méthodes
1) Lignées cellulaires, réactifs.

1. Culture cellulaire.
Les cellules HEK293T (cellules embryonnaires de rein humaines) ont été utilisées pour la 
production des particules virales à partir des plasmides décrits ci
mises en culture dans une flask de 75cm
incubées à 37°C, sous une atmosphère à 5% de CO
leur permettre d’adhérer au support. Le milieu de culture est du Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium (DMEM) (Lonza) auquel ont été ajoutés 10% de sérum de veau fœtal, 1% de L
Glutamine et 1% de pénicilline/streptomycine 
en pression de sélection en ajoutant du G418 (Généticine) (InvivoGen) à 4µg/mL dans le 
milieu de culture. 
Les MSCs issues de patients sont obtenues auprès de l’Unité Génomique du Myélome de 
l’Institut Universitaire du Cancer de Toulouse. Celles
cm2 à une densité de 1 à 1.5x10
conditions normoxiques et à 37°C en incubateur. Le milieu utilisé est du Minimum Essential 
Medium (MEM) (Gibco) avec 10 % de sérum fœtal de veau (Sigma Aldrich) et 0.5% de 
ciprofloxacine (milieu MES).  
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vivo du microenvironnement tumoral 

L’objectif de ce travail était de développer une technique d’imagerie nuclé
MSCs ainsi que d’évaluer sa faisabilité sur des modèles murins. La première étape consistait 
à mettre au point des vecteurs lentiviraux afin de transduire le gène NIS au sein de MSCs 
issues de patients. Dans un second temps, nous avons évalué in
l’expression et la fonctionnalité du transgène au sein des MSCs. 

Matériels et Méthodes 
Lignées cellulaires, réactifs. 

Culture cellulaire. 
Les cellules HEK293T (cellules embryonnaires de rein humaines) ont été utilisées pour la 

duction des particules virales à partir des plasmides décrits ci-dessous. Celles
mises en culture dans une flask de 75cm2 à une densité de 1.5 x 106 cellules par boîte et 
incubées à 37°C, sous une atmosphère à 5% de CO2 et en condition normoxique de façon à 
leur permettre d’adhérer au support. Le milieu de culture est du Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium (DMEM) (Lonza) auquel ont été ajoutés 10% de sérum de veau fœtal, 1% de L
Glutamine et 1% de pénicilline/streptomycine (Sigma Aldrich). Les cellules sont maintenues 
en pression de sélection en ajoutant du G418 (Généticine) (InvivoGen) à 4µg/mL dans le 

issues de patients sont obtenues auprès de l’Unité Génomique du Myélome de 
aire du Cancer de Toulouse. Celles-ci sont cultivées dans une flask de 75 

à une densité de 1 à 1.5x106 cellules par boîte en atmosphère à 5% de CO
conditions normoxiques et à 37°C en incubateur. Le milieu utilisé est du Minimum Essential 

EM) (Gibco) avec 10 % de sérum fœtal de veau (Sigma Aldrich) et 0.5% de 
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L’objectif de ce travail était de développer une technique d’imagerie nucléaire in-vivo des 
MSCs ainsi que d’évaluer sa faisabilité sur des modèles murins. La première étape consistait 
à mettre au point des vecteurs lentiviraux afin de transduire le gène NIS au sein de MSCs 

in-vitro puis in-vivo 

Les cellules HEK293T (cellules embryonnaires de rein humaines) ont été utilisées pour la 
dessous. Celles-ci ont été 

cellules par boîte et 
et en condition normoxique de façon à 

leur permettre d’adhérer au support. Le milieu de culture est du Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium (DMEM) (Lonza) auquel ont été ajoutés 10% de sérum de veau fœtal, 1% de L-

(Sigma Aldrich). Les cellules sont maintenues 
en pression de sélection en ajoutant du G418 (Généticine) (InvivoGen) à 4µg/mL dans le 

issues de patients sont obtenues auprès de l’Unité Génomique du Myélome de 
ci sont cultivées dans une flask de 75 

cellules par boîte en atmosphère à 5% de CO2, en 
conditions normoxiques et à 37°C en incubateur. Le milieu utilisé est du Minimum Essential 

EM) (Gibco) avec 10 % de sérum fœtal de veau (Sigma Aldrich) et 0.5% de 
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2. Plasmides.
Les plasmides d’empaquetage (gag
GFP (pRRLSIN.cPPT.PGK-GFP.WPRE) ont été obtenus auprès du laboratoire TronoLab 
(Suisse).  
Le vecteur codant pour le gène d’intérêt 
de Recherche en Cancérologie de Toulouse (CRCT) (projet collaboratif Refbio). L’ADNc 
codant NIS a été acheté à la société Plasmid (USA), amplifié par PCR puis inséré dans le 
plasmide donneur pCR4-TOPO (Invitrogen) dans le site multiple de clonage. L’ADN c
est flanqué de deux sites de restriction
pour extraire l’ADNc correspondant à 
TetOn-Puro (Clontech Laboratories) après linéarisation de ce dernier 
enzymatique. 
L’ensemble des enzymes de restriction et les tampons de digestion utilisés sont obtenus 
auprès du fournisseur New England Bio Labs.

2) Production des vecteurs viraux.
4 plasmides ont été utilisés pour produire 2 types de particules 

 Virus NIS+ :  
o pLVX-TetOne-Puro
o Packaging vector: gag
o Plasmide d’enveloppe virale

 
 Virus GFP+ : 

o pRRLSIN.cPPT.PGK
o Packaging vector: p891.
o Plasmide d’enveloppe virale pMD2
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Plasmides. 
d’empaquetage (gag-pol : p891), d’enveloppe virale (pMD2.G) et codant la 

GFP.WPRE) ont été obtenus auprès du laboratoire TronoLab 

Le vecteur codant pour le gène d’intérêt NIS a été généré par les équipes 17 et 18 du Centre
de Recherche en Cancérologie de Toulouse (CRCT) (projet collaboratif Refbio). L’ADNc 

a été acheté à la société Plasmid (USA), amplifié par PCR puis inséré dans le 
TOPO (Invitrogen) dans le site multiple de clonage. L’ADN c

est flanqué de deux sites de restriction pour l’enzyme EcoRI. Cet enzyme a donc été utilisé 
pour extraire l’ADNc correspondant à NIS et pour l’insérer dans le plasmide receveur pLVX

Puro (Clontech Laboratories) après linéarisation de ce dernier 

L’ensemble des enzymes de restriction et les tampons de digestion utilisés sont obtenus 
auprès du fournisseur New England Bio Labs. 

Production des vecteurs viraux. 
4 plasmides ont été utilisés pour produire 2 types de particules virales : 

Puro-NIS Vector (figure 41a) 
Packaging vector: gag-pol p891. (Figures 41c)  

eloppe virale : pMD2.G (Figure 41d)  

pRRLSIN.cPPT.PGK-GFP.WPRE (Figure 41b) 
Packaging vector: p891. 

d’enveloppe virale pMD2-G. 
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: p891), d’enveloppe virale (pMD2.G) et codant la 
GFP.WPRE) ont été obtenus auprès du laboratoire TronoLab 

a été généré par les équipes 17 et 18 du Centre 
de Recherche en Cancérologie de Toulouse (CRCT) (projet collaboratif Refbio). L’ADNc 

a été acheté à la société Plasmid (USA), amplifié par PCR puis inséré dans le 
TOPO (Invitrogen) dans le site multiple de clonage. L’ADN cloné 

EcoRI. Cet enzyme a donc été utilisé 
et pour l’insérer dans le plasmide receveur pLVX-

Puro (Clontech Laboratories) après linéarisation de ce dernier par digestion 

L’ensemble des enzymes de restriction et les tampons de digestion utilisés sont obtenus 
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a)                                                                  
 
 
 
 
  
 
 
    
c)                                                   
 
 
Figure 41: Cartographie des plasmides utilisés. 
On 3G est un promoteur CMV sur lequel ont été ajoutés des séquences Tet operator. La sélection des bactéries 
transformées par le plasmide se fait par le gène de résistance à l’ampicilline (ampR) et celle des cellules 
transduites par le gène de sélection à la puromycine (PuroR). Les sites de restriction pour EcoRI et SacII sont 
identifiés. (b) Plasmide codant la GFP avec gène de 
séquence U3. (c) Packaging vector p891 avec gène de sélection ampiR
codant pour la protéine d’enveloppe VSV

3. Génération et purification des plasmides.
Des bactéries d’Escherichia Coli 
transformées après ajout du plasmide
dans la glace puis 30 secondes à 42°C et à nouveau dans la glace pendant 1 à 2 minutes. 
Celles-ci sont ensuite déposées dans du milieu de culture liquide sans ampicilline pendant 
une heure (Fast Media Liquid Amp, InvivoGen). Le mélange est ensuite réparti sur une 
gélose contenant du milieu de culture avec ampicilline (Fast Media Amp Agar, InvivoGen) et 
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                                                                                  b) 

c)                                                                                    d) 

Cartographie des plasmides utilisés. (a) Plasmide codant le gène NIS inductible à la doxycycline. Tet
On 3G est un promoteur CMV sur lequel ont été ajoutés des séquences Tet operator. La sélection des bactéries 

le plasmide se fait par le gène de résistance à l’ampicilline (ampR) et celle des cellules 
transduites par le gène de sélection à la puromycine (PuroR). Les sites de restriction pour EcoRI et SacII sont 

Plasmide codant la GFP avec gène de sélection ampiR. La région 3’ LTR est délétée de 
Packaging vector p891 avec gène de sélection ampiR. (d) Plasmide d’enveloppe pMD2.G 

codant pour la protéine d’enveloppe VSV-G.  

Génération et purification des plasmides. 
scherichia Coli GT115 ChemiComp (InvivoGen) chimiocompétentes

transformées après ajout du plasmide codant pour NIS et incubation pendant 30 minutes 
dans la glace puis 30 secondes à 42°C et à nouveau dans la glace pendant 1 à 2 minutes. 

ensuite déposées dans du milieu de culture liquide sans ampicilline pendant 
une heure (Fast Media Liquid Amp, InvivoGen). Le mélange est ensuite réparti sur une 
gélose contenant du milieu de culture avec ampicilline (Fast Media Amp Agar, InvivoGen) et 
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inductible à la doxycycline. Tet-
On 3G est un promoteur CMV sur lequel ont été ajoutés des séquences Tet operator. La sélection des bactéries 

le plasmide se fait par le gène de résistance à l’ampicilline (ampR) et celle des cellules 
transduites par le gène de sélection à la puromycine (PuroR). Les sites de restriction pour EcoRI et SacII sont 

sélection ampiR. La région 3’ LTR est délétée de sa 
Plasmide d’enveloppe pMD2.G 

GT115 ChemiComp (InvivoGen) chimiocompétentes sont 
et incubation pendant 30 minutes 

dans la glace puis 30 secondes à 42°C et à nouveau dans la glace pendant 1 à 2 minutes. 
ensuite déposées dans du milieu de culture liquide sans ampicilline pendant 

une heure (Fast Media Liquid Amp, InvivoGen). Le mélange est ensuite réparti sur une 
gélose contenant du milieu de culture avec ampicilline (Fast Media Amp Agar, InvivoGen) et 
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laissé à incuber durant 12 heures à 37°C pour permettre la réplication et la sélection du 
plasmide. A l’issue des 12 heures, la gélose contenant les colonies est conservée à 4°C. 
Une colonie de bactéries est prélevée et placée dans 200 mL de milieu Fast Media Liquid 
Amp. Le mélange est conservé à 37°C pendant 12 heures pour permettre la prolifération des 
bactéries. L’ADN plasmidique contenu dans les clones sélectionnés par l’ampici
extrait par l’utilisation du kit Endo Free Plasmid Maxi Kit (Quiagen®). La concentration en 
ADN plasmidique extrait et purifié est mesurée par 
Afin de vérifier l’intégrité du vecteur de 

 Digestion de 1µg de pLVX
NIS dans le vecteur. La réaction a été réalisée en présence de tampon 3.1. pendant 
12 heures à 37°C. 

 Digestion par 1µg de SacII en présence 
été inséré dans le bon sens. La réaction se fait à 37°C pendant 12 heures.

Les fragments obtenus sont séparés selon leur taille par migration à travers un gel d’agarose 
1% (100 mL de TBE 0.5X + 1g d’agarose) 
(Bio-Rad) qui se fixe aux acides nucléiques (longueur d’onde d’excitation
d’onde d’émission : 525nm). 

4. Production virale.
Les cellules HEK293T en culture ont été utilisées pour produire les 
transfectées avec le mélange 

 20 µg de plasmide d’intérêt (pLVX
GFP.WPRE) 

 15 µg de packaging vector (p891)
 6 µg de plasmide d’enveloppe (pMD2.G)

Une solution de chlorure de cal
mélange. L’ensemble est versé goutte à goutte dans une solution de HBS, laissé à 
température ambiante pendant 12 minutes et introduit dans la flask de 293T. Après deux 
jours d’incubation à 37°C et un changement de milieu de culture à 24 heures, le surnageant 
contenant les virus produits est filtré à travers une membrane de 0.45 µm en acétate de 
cellulose Whatman (GE Healthcare). A 24h d’incubation, les cellules transfectées avec le 
plasmide codant pour la GFP sont visualisées au microscope à fluorescence (longueur 
d’onde d’excitation : 490nm, longueur d’onde d’émission
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sé à incuber durant 12 heures à 37°C pour permettre la réplication et la sélection du 
plasmide. A l’issue des 12 heures, la gélose contenant les colonies est conservée à 4°C. 
Une colonie de bactéries est prélevée et placée dans 200 mL de milieu Fast Media Liquid 
Amp. Le mélange est conservé à 37°C pendant 12 heures pour permettre la prolifération des 
bactéries. L’ADN plasmidique contenu dans les clones sélectionnés par l’ampici
extrait par l’utilisation du kit Endo Free Plasmid Maxi Kit (Quiagen®). La concentration en 
ADN plasmidique extrait et purifié est mesurée par spectrométrie UV 260 nm (Nanodrop®). 
Afin de vérifier l’intégrité du vecteur de NIS, deux digestions du plasmide ont été réalisées

Digestion de 1µg de pLVX-TetOne-Puro par 1µg d’EcoRI afin de vérifier l’insertion de 
NIS dans le vecteur. La réaction a été réalisée en présence de tampon 3.1. pendant 

Digestion par 1µg de SacII en présence de tampon CutSmart pour vérifier que NIS ait 
été inséré dans le bon sens. La réaction se fait à 37°C pendant 12 heures.

Les fragments obtenus sont séparés selon leur taille par migration à travers un gel d’agarose 
1% (100 mL de TBE 0.5X + 1g d’agarose) puis révélés par ajout du fluorophore SYBR Green 

Rad) qui se fixe aux acides nucléiques (longueur d’onde d’excitation

Production virale. 
Les cellules HEK293T en culture ont été utilisées pour produire les virus. Celles
transfectées avec le mélange de plasmides suivant : 

20 µg de plasmide d’intérêt (pLVX-TetOne-Puro-NIS ou pRRLSIN.cPPT.PGK

vector (p891) 
6 µg de plasmide d’enveloppe (pMD2.G) 

Une solution de chlorure de calcium 1M ainsi que de l’eau distillée stérile sont ajoutées au 
mélange. L’ensemble est versé goutte à goutte dans une solution de HBS, laissé à 
température ambiante pendant 12 minutes et introduit dans la flask de 293T. Après deux 

et un changement de milieu de culture à 24 heures, le surnageant 
contenant les virus produits est filtré à travers une membrane de 0.45 µm en acétate de 
cellulose Whatman (GE Healthcare). A 24h d’incubation, les cellules transfectées avec le 

t pour la GFP sont visualisées au microscope à fluorescence (longueur 
: 490nm, longueur d’onde d’émission : 520 nm). 
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sé à incuber durant 12 heures à 37°C pour permettre la réplication et la sélection du 
plasmide. A l’issue des 12 heures, la gélose contenant les colonies est conservée à 4°C.  
Une colonie de bactéries est prélevée et placée dans 200 mL de milieu Fast Media Liquid 
Amp. Le mélange est conservé à 37°C pendant 12 heures pour permettre la prolifération des 
bactéries. L’ADN plasmidique contenu dans les clones sélectionnés par l’ampicilline est 
extrait par l’utilisation du kit Endo Free Plasmid Maxi Kit (Quiagen®). La concentration en 

rométrie UV 260 nm (Nanodrop®).  
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puis révélés par ajout du fluorophore SYBR Green 

Rad) qui se fixe aux acides nucléiques (longueur d’onde d’excitation : 488nm, longueur 

virus. Celles-ci sont 

NIS ou pRRLSIN.cPPT.PGK-

cium 1M ainsi que de l’eau distillée stérile sont ajoutées au 
mélange. L’ensemble est versé goutte à goutte dans une solution de HBS, laissé à 
température ambiante pendant 12 minutes et introduit dans la flask de 293T. Après deux 

et un changement de milieu de culture à 24 heures, le surnageant 
contenant les virus produits est filtré à travers une membrane de 0.45 µm en acétate de 
cellulose Whatman (GE Healthcare). A 24h d’incubation, les cellules transfectées avec le 

t pour la GFP sont visualisées au microscope à fluorescence (longueur 
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5. Transduction des 
Des MSCs en culture et ayant adhéré au support sont utilisées. Le milieu MES est retiré de 
la flask. Une solution de polybrène (6mg/mL) ainsi que le surnageant viral obtenu lors de 
l’étape précédente sont ajoutés. Après 4h à 37°C, le surnageant est retiré de la flask et du 
milieu MES est réintroduit. L’ensemble est mis à incuber 48 heures à 37°C. 
La capacité des MSCs à exprimer le transgène peut être évaluée par analyse des cellules 
transduites avec la GFP en microscopie à fluorescence dès 24h aux mêmes longueurs 
d’onde d’excitation que précédemment.
Le gène NIS est transduit aux 

6. Tri cellulaire.
Les MSCs transfectées avec la GFP sont triées par FACS (Fluorescence Activated Cell 
Sorting). Les cellules sont lavées au PBS (Sigma Aldrich), traitées par trypsine et laissées à 
37°C pendant 5 minutes. Elles sont ensuite
à 1200 rpm pendant 5 minutes à 4°C. Le culot est récupéré dans du PBS puis l’ensemble est 
recentrifugé dans les mêmes conditions. Le culot obtenu est à nouveau repris dans du PBS 
+ 10% de SVF. 
L’efficacité de transfection est déterminée en mesurant le pourcentage de cellules exprimant 
la GFP.  
Les cellules transduites avec le vecteur portant le gène 
75 µg de puromycine (InvivoGen) par mL de milieu de culture incubées pendant 
minimum. 

3) Test d’expression de 
Des MSCs transduites avec 
traitées avec de la doxycycline pendant 16 heures. L’ARN cellulaire est extrait à l’aide du kit 
d’extraction RNeasy Mini kit (Quiagen). Ensuite, celui
complémentaire grâce à une rétrotranscriptase iScript (Bio
des amorces correspondant à des fragments du gène 
sens utilisées sont CCCCAGACCAGTACATGCC (position 1178 à 1265; Tm = 59°C) et 
GCCCCAGACCAGTACATGC (position 1177 à 1410
utilisées sont CTGTAAGCACAGGCCAGGAA et GGCCGATCCGTAGATGAGTG. Les 
séquences ainsi hybridées sont amplifiées par u
Green est utilisé afin de quantifier les séquences amplifiées.
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Transduction des MSCs.  
en culture et ayant adhéré au support sont utilisées. Le milieu MES est retiré de 

flask. Une solution de polybrène (6mg/mL) ainsi que le surnageant viral obtenu lors de 
l’étape précédente sont ajoutés. Après 4h à 37°C, le surnageant est retiré de la flask et du 
milieu MES est réintroduit. L’ensemble est mis à incuber 48 heures à 37°C. 

à exprimer le transgène peut être évaluée par analyse des cellules 
transduites avec la GFP en microscopie à fluorescence dès 24h aux mêmes longueurs 
d’onde d’excitation que précédemment. 
Le gène NIS est transduit aux MSCs de la même façon. 

Tri cellulaire. 
transfectées avec la GFP sont triées par FACS (Fluorescence Activated Cell 

Sorting). Les cellules sont lavées au PBS (Sigma Aldrich), traitées par trypsine et laissées à 
37°C pendant 5 minutes. Elles sont ensuite reprises dans du MES avant d’être centrifugées 
à 1200 rpm pendant 5 minutes à 4°C. Le culot est récupéré dans du PBS puis l’ensemble est 
recentrifugé dans les mêmes conditions. Le culot obtenu est à nouveau repris dans du PBS 

transfection est déterminée en mesurant le pourcentage de cellules exprimant 

Les cellules transduites avec le vecteur portant le gène NIS sont sélectionnées en ajoutant 
75 µg de puromycine (InvivoGen) par mL de milieu de culture incubées pendant 

Test d’expression de NIS par RTq-PCR. 
transduites avec NIS et cultivées dans des flask sont utilisées. Celles

traitées avec de la doxycycline pendant 16 heures. L’ARN cellulaire est extrait à l’aide du kit 
Neasy Mini kit (Quiagen). Ensuite, celui-ci est rétrotranscrit en ADN 

complémentaire grâce à une rétrotranscriptase iScript (Bio-Rad). Celui-ci sera hybridé avec 
des amorces correspondant à des fragments du gène NIS (Sigma-Aldrich). Les amorces 

ées sont CCCCAGACCAGTACATGCC (position 1178 à 1265; Tm = 59°C) et 
GCCCCAGACCAGTACATGC (position 1177 à 1410 ; Tm = 59°C). Les amorces anti
utilisées sont CTGTAAGCACAGGCCAGGAA et GGCCGATCCGTAGATGAGTG. Les 
séquences ainsi hybridées sont amplifiées par une Taq polymérase (Bio
Green est utilisé afin de quantifier les séquences amplifiées. 
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en culture et ayant adhéré au support sont utilisées. Le milieu MES est retiré de 
flask. Une solution de polybrène (6mg/mL) ainsi que le surnageant viral obtenu lors de 

l’étape précédente sont ajoutés. Après 4h à 37°C, le surnageant est retiré de la flask et du 
milieu MES est réintroduit. L’ensemble est mis à incuber 48 heures à 37°C.  

à exprimer le transgène peut être évaluée par analyse des cellules 
transduites avec la GFP en microscopie à fluorescence dès 24h aux mêmes longueurs 

transfectées avec la GFP sont triées par FACS (Fluorescence Activated Cell 
Sorting). Les cellules sont lavées au PBS (Sigma Aldrich), traitées par trypsine et laissées à 

reprises dans du MES avant d’être centrifugées 
à 1200 rpm pendant 5 minutes à 4°C. Le culot est récupéré dans du PBS puis l’ensemble est 
recentrifugé dans les mêmes conditions. Le culot obtenu est à nouveau repris dans du PBS 

transfection est déterminée en mesurant le pourcentage de cellules exprimant 

sont sélectionnées en ajoutant 
75 µg de puromycine (InvivoGen) par mL de milieu de culture incubées pendant 72 heures 

et cultivées dans des flask sont utilisées. Celles-ci sont 
traitées avec de la doxycycline pendant 16 heures. L’ARN cellulaire est extrait à l’aide du kit 

ci est rétrotranscrit en ADN 
ci sera hybridé avec 

Aldrich). Les amorces 
ées sont CCCCAGACCAGTACATGCC (position 1178 à 1265; Tm = 59°C) et 

; Tm = 59°C). Les amorces anti-sens 
utilisées sont CTGTAAGCACAGGCCAGGAA et GGCCGATCCGTAGATGAGTG. Les 

ne Taq polymérase (Bio-Rad). Le SYBR 
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4) Test de fonctionnalité de 
les MSCs transfectées avec 

Les cellules sont mises en culture dans des plaques 24 pu
par puit, avec milieu MES et traitées par doxycycline. Celles
24h. Ensuite, les MSCs sont lavées au PBS puis du 
du milieu de culture. L’ensemble est laissé à incuber pendant différents temps (0 à 2h). 
Après incubation, les cellules sont lavées trois fois au PBS et l’activité du surnageant 
(PBS+MES) est mesurée au compteur gamma Automati
(Perkin Elmer). Les cellules sont détachées par trypsine puis l’activité cellulaire est mesurée 
par le compteur gamma. 
Un test d’inhibition est réalisé en ajoutant du perchlorate de sodium (NaClO
99mTcO4- et au MES dès le début des incubations. L’activité des cellules et des surnageants 
est mesurée après les mêmes temps d’incubation.

5) Imagerie in-vivo 
Des cultures de MSCs transduites avec 
puis détachées par ajout de trypsine. Elles sont récupérées dans du PBS puis filtrées et 
centrifugées à 1500 rpm pendant 5 minutes. Le culot cellulaire est repris dans 10µL de PBS. 
Les MSCs sont injectées en intra
busulfan (36 heures avant) et anesthésiées par injection intrapéritonéale de kétamine + 
xylazine. Trois souris ont reçu 5.10
la doxycycline per-os (200 µg/mL) est donnée aux souris jusqu
Deux cohortes de souris témoin ont été utilisées
une ayant reçu 5.105 MSCs non activées par la doxycycline. 
animales ont été approuvées par le Comité d’Ethi
Ministère de l’Enseignement Supérieur et de la Recherche (référence
Une imagerie précoce (24 heures après injection des 
anesthésiées avec le même mélange anesthésique
MBq) est injecté par voie intraveineuse 
images sur caméra TEMP (GE Healthcare) est réalisée 30 minutes après pendant 20 
minutes. Les images sont ensuite traitées et rec
d’images (Xeleris functionnal imaging workstation). Les souris sont ensuite sacrifiées. 
L’humérus et le tibia de la patte injectée ainsi que celui la patte opposée sont récupérés afin 
de mesurer la radioactivité accumulée par compteur gamma. 
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Test de fonctionnalité de NIS (captation in-vitro du 99m

transfectées avec NIS). 
Les cellules sont mises en culture dans des plaques 24 puits à une densité de 10
par puit, avec milieu MES et traitées par doxycycline. Celles-ci sont laissées à 37°C pendant 

sont lavées au PBS puis du 99mTcO4- (0.74MBq/mL) est ajouté avec 
du milieu de culture. L’ensemble est laissé à incuber pendant différents temps (0 à 2h). 
Après incubation, les cellules sont lavées trois fois au PBS et l’activité du surnageant 
(PBS+MES) est mesurée au compteur gamma Automatic gamma counter 1470 Wizard 3 
(Perkin Elmer). Les cellules sont détachées par trypsine puis l’activité cellulaire est mesurée 

Un test d’inhibition est réalisé en ajoutant du perchlorate de sodium (NaClO
s le début des incubations. L’activité des cellules et des surnageants 

est mesurée après les mêmes temps d’incubation. 
vivo sur le petit animal. 

transduites avec NIS sont traitées à la doxycycline pendant 16 heures 
étachées par ajout de trypsine. Elles sont récupérées dans du PBS puis filtrées et 

centrifugées à 1500 rpm pendant 5 minutes. Le culot cellulaire est repris dans 10µL de PBS. 
sont injectées en intra-tibial à des souris NSG préalablement conditionn

busulfan (36 heures avant) et anesthésiées par injection intrapéritonéale de kétamine + 
reçu 5.105 cellules et trois ont reçu 1.106 cellules en intra

os (200 µg/mL) est donnée aux souris jusqu’à leur passage en caméra. 
Deux cohortes de souris témoin ont été utilisées : une ayant reçu 10µL de PBS intra

MSCs non activées par la doxycycline. Toutes les expérimentations 
animales ont été approuvées par le Comité d’Ethique d’Expérimentation animale du 
Ministère de l’Enseignement Supérieur et de la Recherche (référence : CEEA
Une imagerie précoce (24 heures après injection des MSCs) est réalisée. Les souris sont 
anesthésiées avec le même mélange anesthésique que précédemment. Le 
MBq) est injecté par voie intraveineuse aux souris par la veine caudale. L’acquisition des 

(GE Healthcare) est réalisée 30 minutes après pendant 20 
minutes. Les images sont ensuite traitées et reconstruites par un logiciel de reconstruction 
d’images (Xeleris functionnal imaging workstation). Les souris sont ensuite sacrifiées. 
L’humérus et le tibia de la patte injectée ainsi que celui la patte opposée sont récupérés afin 

accumulée par compteur gamma.  
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99mTcO4- par 

its à une densité de 105 cellules 
ci sont laissées à 37°C pendant 

(0.74MBq/mL) est ajouté avec 
du milieu de culture. L’ensemble est laissé à incuber pendant différents temps (0 à 2h). 
Après incubation, les cellules sont lavées trois fois au PBS et l’activité du surnageant 

c gamma counter 1470 Wizard 3 
(Perkin Elmer). Les cellules sont détachées par trypsine puis l’activité cellulaire est mesurée 

Un test d’inhibition est réalisé en ajoutant du perchlorate de sodium (NaClO4) 50 µM au 
s le début des incubations. L’activité des cellules et des surnageants 

sont traitées à la doxycycline pendant 16 heures 
étachées par ajout de trypsine. Elles sont récupérées dans du PBS puis filtrées et 

centrifugées à 1500 rpm pendant 5 minutes. Le culot cellulaire est repris dans 10µL de PBS. 
tibial à des souris NSG préalablement conditionnées au 

busulfan (36 heures avant) et anesthésiées par injection intrapéritonéale de kétamine + 
cellules en intra-tibial. De 

’à leur passage en caméra. 
: une ayant reçu 10µL de PBS intra-tibial et 

Toutes les expérimentations 
que d’Expérimentation animale du 

: CEEA-122 2014-25). 
) est réalisée. Les souris sont 

que précédemment. Le 99mTcO4- (1.85 
souris par la veine caudale. L’acquisition des 

(GE Healthcare) est réalisée 30 minutes après pendant 20 
onstruites par un logiciel de reconstruction 

d’images (Xeleris functionnal imaging workstation). Les souris sont ensuite sacrifiées. 
L’humérus et le tibia de la patte injectée ainsi que celui la patte opposée sont récupérés afin 
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II. Résultats. 
1) Génération des plasmides.

Des souches d’E. Coli chimiocompét
nécessaire pour la production virale (pLVX
et sélectionnées pendant 12 heures. L’ADN plasmidique est ensuite extrait et purifié. La 
concentration en ADN plasmidique obtenue est mesurée

 pLVX-TetOne-Puro-NIS: 1.4µg/µL.
 pRRLSIN.cPPT.PGK-GFP.WPRE: 0.75µg/µL.
 p891: 2µg/µL. 
 pMD2.G: 1.35µg/µL. 

Afin de vérifier l’intégrité du plasmide pLVX
donneur (pCR4-TOPO), des digestions de celui
restriction ont été utilisées : 

 Digestion par EcoRI sur deux sites (2522 et 4590). Deux fragments sont générés
de 2068 paires de bases correspondant à l’insert 
restriction EcoRI et 1 de 9227 pdb

 Digestion par SacII sur trois sites (2580 présent à l’intérieur de l’insert, 6818 et 7720). 
Trois fragments sont générés
(Figure 42). 

Après digestion par EcoRI, on constate la présence de deux brins correspondant aux tailles 
attendues. Les plasmides ont donc bien intégré l’insert. Après digestion par SacII, on obtient 
trois brins dont la taille correspond à celles attendues dans le cas d’une insertion dans le bon 
sens (codon initiateur ATG adjacent au promoteur en position 4590). En effet, une insertion 
dans le mauvais sens aurait décalé le site Sac II de l’insert en position 4532, générant des 
fragments de tailles différentes. 
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Génération des plasmides. 
chimiocompétentes ont été transformées avec chaque plasmide 

ssaire pour la production virale (pLVX-TetOn-Puro-NIS, p891, VSV-G, GFP), amplifiées 
et sélectionnées pendant 12 heures. L’ADN plasmidique est ensuite extrait et purifié. La 
concentration en ADN plasmidique obtenue est mesurée par spectrométrie UV

NIS: 1.4µg/µL. 
GFP.WPRE: 0.75µg/µL. 

Afin de vérifier l’intégrité du plasmide pLVX-TetOne-Puro-NIS, généré à partir d’un plasmide 
TOPO), des digestions de celui-ci ont été effectuées. Deux enzymes de 

Digestion par EcoRI sur deux sites (2522 et 4590). Deux fragments sont générés
de 2068 paires de bases correspondant à l’insert NIS entouré des deux sites de 
restriction EcoRI et 1 de 9227 pdb correspondant au plasmide vide. (Figure 
Digestion par SacII sur trois sites (2580 présent à l’intérieur de l’insert, 6818 et 7720). 
Trois fragments sont générés : 1 de 902 pdb, 1 de 4238 pdb et un de 6155 pdb. 

on constate la présence de deux brins correspondant aux tailles 
attendues. Les plasmides ont donc bien intégré l’insert. Après digestion par SacII, on obtient 
trois brins dont la taille correspond à celles attendues dans le cas d’une insertion dans le bon 
sens (codon initiateur ATG adjacent au promoteur en position 4590). En effet, une insertion 
dans le mauvais sens aurait décalé le site Sac II de l’insert en position 4532, générant des 
fragments de tailles différentes.  
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effectuées. Deux enzymes de 

Digestion par EcoRI sur deux sites (2522 et 4590). Deux fragments sont générés : 1 
entouré des deux sites de 

correspondant au plasmide vide. (Figure 42). 
Digestion par SacII sur trois sites (2580 présent à l’intérieur de l’insert, 6818 et 7720). 

pdb et un de 6155 pdb. 

on constate la présence de deux brins correspondant aux tailles 
attendues. Les plasmides ont donc bien intégré l’insert. Après digestion par SacII, on obtient 
trois brins dont la taille correspond à celles attendues dans le cas d’une insertion dans le bon 
sens (codon initiateur ATG adjacent au promoteur en position 4590). En effet, une insertion 
dans le mauvais sens aurait décalé le site Sac II de l’insert en position 4532, générant des 
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Figure 42: Profil de migration des fragments de pLVX
EcoRI (rouge) et SacII (vert). A droite, marqueur de taille
deux fragments de 2068 pdb (insert 
retrouve les trois fragments de 902, 4238 et 6155 pdb.

2) Production des particules virales.
La capacité des cellules HEK293T à intégrer le plasmide a été évaluée pour celles qui ont 
été transduites avec les vecteurs codant pour la GFP. Les cellules ont été observées au 
microscope à fluorescence 24 heures après la transduction afin de visualiser la GFP au sein 
des cellules. La visualisation de fluorescence verte confirme que les HEK293T expriment le 
transgène. On constate que les cellules transfectées avec le plasmide codant pour la GFP 
sont visibles sous lumière blanche (Figure 43
revanche, les cellules non transfectées ne sont visibles
mais pas en microscopie de fluorescence (Figure 43
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: Profil de migration des fragments de pLVX-TetOne-Puro-NIS sur gel d'agarose 1% après digestion par 
EcoRI (rouge) et SacII (vert). A droite, marqueur de taille échelle 1Kb. Après digestion par EcoRI, on retrouve les 
deux fragments de 2068 pdb (insert NIS) et de 9227 pdb (pLVX-TetOne Puro). Après digestion par SacII, on 
retrouve les trois fragments de 902, 4238 et 6155 pdb. 

Production des particules virales. 
ellules HEK293T à intégrer le plasmide a été évaluée pour celles qui ont 

été transduites avec les vecteurs codant pour la GFP. Les cellules ont été observées au 
microscope à fluorescence 24 heures après la transduction afin de visualiser la GFP au sein 

cellules. La visualisation de fluorescence verte confirme que les HEK293T expriment le 
transgène. On constate que les cellules transfectées avec le plasmide codant pour la GFP 

s sous lumière blanche (Figure 43a) et par fluorescence (Figure 43
revanche, les cellules non transfectées ne sont visibles qu’en lumière blanche (Figure 43

scopie de fluorescence (Figure 43d).      
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NIS sur gel d'agarose 1% après digestion par 
Après digestion par EcoRI, on retrouve les 

TetOne Puro). Après digestion par SacII, on 

ellules HEK293T à intégrer le plasmide a été évaluée pour celles qui ont 
été transduites avec les vecteurs codant pour la GFP. Les cellules ont été observées au 
microscope à fluorescence 24 heures après la transduction afin de visualiser la GFP au sein 

cellules. La visualisation de fluorescence verte confirme que les HEK293T expriment le 
transgène. On constate que les cellules transfectées avec le plasmide codant pour la GFP 

et par fluorescence (Figure 43b). En 
qu’en lumière blanche (Figure 43c) 



Julien COSTES | Thèse d’exercice | Université de Limoges
 

Figure 43: Visualisation des cellules HEK293T après transfection par 
(a et c) et par microscopie de fluorescence par utilisation d’un filtre d’excitation à 490nm afin de sélectionner les 
radiations absorbées par le fluorochrome
non transfectées (c et d). 
 
Ces résultats montrent que seules les cellules transfectées par le plasmide sont capables 
d’exprimer la GFP. 
La même expérience a été réalisée pour vérifier la capacité des 
transgène après transduction par les vecteurs viraux. Les cellules
vecteurs lentiviraux obtenu avec le plasmide codant pour la GFP sont visibles sous lumière 
blanche (Figure 44a) et par fluorescence (Figure 4
ne sont visibles qu’en lumière blanche (figure 4
(figure 44d).  

Université de Limoges    

: Visualisation des cellules HEK293T après transfection par le plasmide codant GFP en lumière blanche 
) et par microscopie de fluorescence par utilisation d’un filtre d’excitation à 490nm afin de sélectionner les 

radiations absorbées par le fluorochrome (b et d). Visualisation des cellules transfectées (a et

Ces résultats montrent que seules les cellules transfectées par le plasmide sont capables 

La même expérience a été réalisée pour vérifier la capacité des MSCs
transduction par les vecteurs viraux. Les cellules transduites avec les 

vecteurs lentiviraux obtenu avec le plasmide codant pour la GFP sont visibles sous lumière 
a) et par fluorescence (Figure 44b). En revanche, celles non transduites 

sont visibles qu’en lumière blanche (figure 44c) mais pas en microscopie de fluorescence 
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le plasmide codant GFP en lumière blanche 

) et par microscopie de fluorescence par utilisation d’un filtre d’excitation à 490nm afin de sélectionner les 
Visualisation des cellules transfectées (a et b) et des cellules 

Ces résultats montrent que seules les cellules transfectées par le plasmide sont capables 

MSCs à exprimer le 
transduites avec les 

vecteurs lentiviraux obtenu avec le plasmide codant pour la GFP sont visibles sous lumière 
b). En revanche, celles non transduites 

c) mais pas en microscopie de fluorescence 
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Figure 44: Visualisation des MSCs après transduction par le plasmide codant la GFP en lumière blanche (a
et par microscopie de fluorescence en utilisant le filtre d’excitation à 490 nm (b
transduites (a et b) et des MSCs transduites
Ainsi, seules les MSCs transduites expriment la GFP. Ces résultats montrent que la méthode 
utilisée permet une production de particules virales satisfaisante pour modifier de façon 
efficace et reproductible les 
transduire ces cellules par l’utilisation de vecteurs lentiviraux.
Les MSCs ont été triées par cytométrie de flux 24 heures après transfection par les 
particules virales et les pourcentages de cellules exprimant la GFP ont été mesurés (figures 
45a à 45c). On obtient une efficacité moyenne de 81.6% (n = 5 flask testées). 
Les MSCs transduites par pLVX
puromycine dans le milieu de culture pendant 72 heures puis visualisées par microscopie. 
Des cellules non transfectées sont traitées de la même façon (figures 45d et 45e). On 
observe que seules les cellules transduites survivent en présence de puromycine.
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après transduction par le plasmide codant la GFP en lumière blanche (a
copie de fluorescence en utilisant le filtre d’excitation à 490 nm (b et d). Visualisation des 

des MSCs transduites (c et d). 
transduites expriment la GFP. Ces résultats montrent que la méthode 

ée permet une production de particules virales satisfaisante pour modifier de façon 
efficace et reproductible les MSCs. De plus, ces résultats confirment la possibilité de 
transduire ces cellules par l’utilisation de vecteurs lentiviraux. 

triées par cytométrie de flux 24 heures après transfection par les 
particules virales et les pourcentages de cellules exprimant la GFP ont été mesurés (figures 
45a à 45c). On obtient une efficacité moyenne de 81.6% (n = 5 flask testées). 

tes par pLVX-TetOne-Puro-NIS sont sélectionnées en ajoutant de la 
puromycine dans le milieu de culture pendant 72 heures puis visualisées par microscopie. 
Des cellules non transfectées sont traitées de la même façon (figures 45d et 45e). On 

les les cellules transduites survivent en présence de puromycine.
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). Visualisation des MSCs non 

transduites expriment la GFP. Ces résultats montrent que la méthode 
ée permet une production de particules virales satisfaisante pour modifier de façon 

. De plus, ces résultats confirment la possibilité de 

triées par cytométrie de flux 24 heures après transfection par les 
particules virales et les pourcentages de cellules exprimant la GFP ont été mesurés (figures 
45a à 45c). On obtient une efficacité moyenne de 81.6% (n = 5 flask testées).  

NIS sont sélectionnées en ajoutant de la 
puromycine dans le milieu de culture pendant 72 heures puis visualisées par microscopie. 
Des cellules non transfectées sont traitées de la même façon (figures 45d et 45e). On 

les les cellules transduites survivent en présence de puromycine. 
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Figure 45: Tri cellulaire par FACS des 
pRRLSIN.cPPT.PGK-GFP.WPRE (b et c). Pour chaque population cellulaire, le pourcentage d’expression de la 
GFP est mesuré (GFP subset). Les 
après traitement à la puromycine (d). Des cellules non transduites sont traitées de la même façon puis visualisées 
(e). 

3) Test d’intégrité de 
Une RT-qPCR a été réalisée afin de mettre en évidence l’expression du gène NIS au sein 
des MSCs transduites. La quantité d’ADNc 
β2-microglobuline détectée au sein des cellules. La quantité d’ADNc mesurée au sein des 
cellules transduites est significativement plus élevée que chez les cellules sauvages (figures 
46a et 46c). En effet, celui-
moyenne chez les MSCs transduites alors qu’on ne le détecte pas au
les cellules sauvages. De même, on retrouve davantage d’ADNc au sein des cellules 
induites par doxycycline que chez les cellules non induites (figures 46b et 46c). Celui
détecté qu’au bout de 22 cycles en moyennes chez les MSCs non induites. En normalisant à 
la quantité de β2 microglobuline, (Δ
les cellules induites par la doxycycline contre 5.19 cycles chez celles non traitées par 
doxycycline. 
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: Tri cellulaire par FACS des MSCs non transduites (a), de deux des 5 flasks de 
GFP.WPRE (b et c). Pour chaque population cellulaire, le pourcentage d’expression de la 

GFP est mesuré (GFP subset). Les MSCs transduites par pLVX-TetOne-Puro sont visualisées au microscope 
la puromycine (d). Des cellules non transduites sont traitées de la même façon puis visualisées 

Test d’intégrité de NIS : 
qPCR a été réalisée afin de mettre en évidence l’expression du gène NIS au sein 

des MSCs transduites. La quantité d’ADNc de NIS a été normalisée à la quantité d’ADN de 
microglobuline détectée au sein des cellules. La quantité d’ADNc mesurée au sein des 

cellules transduites est significativement plus élevée que chez les cellules sauvages (figures 
-ci commence à être détecté au bout 18 cycles de PCR en 

moyenne chez les MSCs transduites alors qu’on ne le détecte pas au-delà de 30 cycles chez 
les cellules sauvages. De même, on retrouve davantage d’ADNc au sein des cellules 

ue chez les cellules non induites (figures 46b et 46c). Celui
détecté qu’au bout de 22 cycles en moyennes chez les MSCs non induites. En normalisant à 

β2 microglobuline, (ΔNIS - β2 )   l’ADNc est détecté au bout de 1,55 cycles chez 
les cellules induites par la doxycycline contre 5.19 cycles chez celles non traitées par 
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flasks de MSCs transduites par 

GFP.WPRE (b et c). Pour chaque population cellulaire, le pourcentage d’expression de la 
Puro sont visualisées au microscope 

la puromycine (d). Des cellules non transduites sont traitées de la même façon puis visualisées 

qPCR a été réalisée afin de mettre en évidence l’expression du gène NIS au sein 
lisée à la quantité d’ADN de 

microglobuline détectée au sein des cellules. La quantité d’ADNc mesurée au sein des 
cellules transduites est significativement plus élevée que chez les cellules sauvages (figures 

ci commence à être détecté au bout 18 cycles de PCR en 
delà de 30 cycles chez 

les cellules sauvages. De même, on retrouve davantage d’ADNc au sein des cellules 
ue chez les cellules non induites (figures 46b et 46c). Celui-ci n’est 

détecté qu’au bout de 22 cycles en moyennes chez les MSCs non induites. En normalisant à 
)   l’ADNc est détecté au bout de 1,55 cycles chez 

les cellules induites par la doxycycline contre 5.19 cycles chez celles non traitées par 

  



Julien COSTES | Thèse d’exercice | Université de Limoges
 

Figure 46: Quantification de l’expression de 
par la doxycycline (b) et les MSCs transduites et induites à la doxycycline (c). Le fluorophore utilisé est le SYBR 
Green (longueur d’onde d’excitation 488 nm
(RFU) est représentée en fonction du nombre de cycles de PCR. Les quantités d’ADNc complémentaire 
correspondant à l’amplification du couple d’amorce 
détectées sont normalisées par la β2 microglobuline (courbe jaune). Le bruit de fond (courbe verte) est aussi 
représenté. 

4) Test de fonctionnalité de 
La détection de l’ARNm correspondant à NIS n’implique pas la présence de la protéine 
correspondante ni la fonctionnalité de celle
été évaluée in-vitro après traitement de celles
Une accumulation de radioactivité significativement plus élevée a été mise en évidence chez 
les cellules exprimant NIS par rapport à celles qui n’expriment pas le transgène. On observe 
un pic de captation après 30 minutes d’incubation suivi d’une l
radioactivité présente dans les cellules (figure 47). A 30 minutes d’incubation, on observe 
une accumulation de radioactivité jusqu’à 41 fois plus importante que dans les cellules 
témoins. De plus, seules les cellules transduites et

Université de Limoges    

on de l’expression de NIS chez les MSCs WT (a), les MSCs transduites mais non induites 
transduites et induites à la doxycycline (c). Le fluorophore utilisé est le SYBR 

Green (longueur d’onde d’excitation 488 nm ; longueur d’émission 525nm). L’intensité des photons lumineux émis 
(RFU) est représentée en fonction du nombre de cycles de PCR. Les quantités d’ADNc complémentaire 
correspondant à l’amplification du couple d’amorce NIS1 (courbe bleue) et du couple 

β2 microglobuline (courbe jaune). Le bruit de fond (courbe verte) est aussi 

Test de fonctionnalité de NIS. 
La détection de l’ARNm correspondant à NIS n’implique pas la présence de la protéine 
correspondante ni la fonctionnalité de celle-ci. Ainsi, la captation du 99mTcO

vitro après traitement de celles-ci par la doxycycline pendant 16h.
Une accumulation de radioactivité significativement plus élevée a été mise en évidence chez 
les cellules exprimant NIS par rapport à celles qui n’expriment pas le transgène. On observe 
un pic de captation après 30 minutes d’incubation suivi d’une lente décroissance de la 
radioactivité présente dans les cellules (figure 47). A 30 minutes d’incubation, on observe 
une accumulation de radioactivité jusqu’à 41 fois plus importante que dans les cellules 
témoins. De plus, seules les cellules transduites et induites par la doxycycline captent le 
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transduites mais non induites 

transduites et induites à la doxycycline (c). Le fluorophore utilisé est le SYBR 
d’émission 525nm). L’intensité des photons lumineux émis 

(RFU) est représentée en fonction du nombre de cycles de PCR. Les quantités d’ADNc complémentaire 
1 (courbe bleue) et du couple NIS2 (courbe rouge) 

β2 microglobuline (courbe jaune). Le bruit de fond (courbe verte) est aussi 

La détection de l’ARNm correspondant à NIS n’implique pas la présence de la protéine 
TcO4- par les MSCs a 

nt 16h. 
Une accumulation de radioactivité significativement plus élevée a été mise en évidence chez 
les cellules exprimant NIS par rapport à celles qui n’expriment pas le transgène. On observe 

ente décroissance de la 
radioactivité présente dans les cellules (figure 47). A 30 minutes d’incubation, on observe 
une accumulation de radioactivité jusqu’à 41 fois plus importante que dans les cellules 

induites par la doxycycline captent le 
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99mTcO4- (20 fois plus de radioactivité dans les cellules induites à la doxycycline par rapport à 
celles non induites à 30 minutes).
De plus, le test d’inhibition au perchlorate met en évidence des captations du 
les MSCs transduites semblables aux témoins (figure 47

Figure 47: Evolution de la captation in
été comparée à celle des cellules sauvages (WT) et à celle de cellules transduites mais non induites par la 
doxycycline (dox-). La captation du  
de perchlorate de sodium est significativement plus faible qu’en absence de perchlorate.

5) Imagerie in-vivo
Les images TEMP sont réalisées 24 heures après administration des 
99mTcO4- en IV. Les souris sont passées en caméra 30 minutes après
Les images scintigraphiques planaires montrent une accumulation physiologique du 
au niveau de la thyroïde, des glandes salivaires ainsi qu’au niveau de l’estomac chez les 
souris témoins ainsi que chez
signal est détecté par gamma
(figures 48a 48b, 48c et 48e). Celui
(figure 48e). Après couplage des images fonctionnelles 
constate que la radioactivité se localise au 
l’imagerie TEMP met en évidence un nombre de coups moyen plus élevé au niveau du 
d’injection chez toutes les souris par rappor
aussi que l’accumulation de radioactivité est plus marquée avec 1.10
(2.18 fois plus de coups mesurés au niveau de la patte injectée par r
opposée).  
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(20 fois plus de radioactivité dans les cellules induites à la doxycycline par rapport à 
celles non induites à 30 minutes). 
De plus, le test d’inhibition au perchlorate met en évidence des captations du 

semblables aux témoins (figure 47). 

: Evolution de la captation in-vitro du 99mTcO4- au cours du temps par les MSCs
été comparée à celle des cellules sauvages (WT) et à celle de cellules transduites mais non induites par la 

). La captation du  99mTcO4- par des MSCs transduites et traitées par doxycycline en présence 
te de sodium est significativement plus faible qu’en absence de perchlorate.  

vivo.  
sont réalisées 24 heures après administration des MSCs

en IV. Les souris sont passées en caméra 30 minutes après injection
Les images scintigraphiques planaires montrent une accumulation physiologique du 
au niveau de la thyroïde, des glandes salivaires ainsi qu’au niveau de l’estomac chez les 
souris témoins ainsi que chez les souris injectées (figures 48a 48b, 48c et 48
signal est détecté par gamma-caméra chez toutes les souris injectées (PBS + MSCs) 

e). Celui-ci est plus important lorsque 1.106 cellules sont in
. Après couplage des images fonctionnelles TEMP à celles du scanner (CT), on 

constate que la radioactivité se localise au niveau de l’os tibial (figures 48d et 48
met en évidence un nombre de coups moyen plus élevé au niveau du 

d’injection chez toutes les souris par rapport aux pattes opposées (tableau 8
aussi que l’accumulation de radioactivité est plus marquée avec 1.106 

fois plus de coups mesurés au niveau de la patte injectée par r

4587 6197 91749422 9971 4701
30661 26866

1270716013

188199

111391

0,5 1 1,5

WT dox - dox + / NaClO4 dox +
Temps (heure)
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(20 fois plus de radioactivité dans les cellules induites à la doxycycline par rapport à 

De plus, le test d’inhibition au perchlorate met en évidence des captations du 99mTcO4- pour 

 
MSCs transduites. Celle-ci a 

été comparée à celle des cellules sauvages (WT) et à celle de cellules transduites mais non induites par la 
transduites et traitées par doxycycline en présence 

MSCs par injection du 
ction. 

Les images scintigraphiques planaires montrent une accumulation physiologique du 99mTcO4- 
au niveau de la thyroïde, des glandes salivaires ainsi qu’au niveau de l’estomac chez les 

les souris injectées (figures 48a 48b, 48c et 48e). De plus, un 
ctées (PBS + MSCs) 
cellules sont injectées 

à celles du scanner (CT), on 
niveau de l’os tibial (figures 48d et 48f). De plus, 

met en évidence un nombre de coups moyen plus élevé au niveau du site 
t aux pattes opposées (tableau 8). On constate 

6  cellules injectées 
fois plus de coups mesurés au niveau de la patte injectée par rapport à la patte 

152574701 402512707 10798

86153
62175

1,5 2
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Figure 48: Images TEMP planaires des  souris (a, b, c et e) et images TEMP couplée au scanner (d et f). Image des souris 30 
minutes après injection de 99mTcO4- et 24h après injection de 10 µL de PBS 
avec 5.105 MSCs transduites et non induites à la doxycycline en intra
après injection intra-tibiale (flèches rouges) de 5.105 (c) et 1.106 (e) de MSCs t
Images TEMP/CT des souris après injection intra
induites par la doxycycline On note une forte accumulation de radioactivité au niveau de l’
salivaires (Sal), de la thyroïde (Th) et de la patte injectée chez toutes les souris (a à f).. Le couplage des imageries plan
avec le scanner (TEMP/CT) montre que la radioactivité se localise au niveau osseux (d et f). L’éch
l’échelle french où le bleu désigne de faibles accumulations de radioactivité et le rouge désigne de fortes accumulations

Université de Limoges    

: Images TEMP planaires des  souris (a, b, c et e) et images TEMP couplée au scanner (d et f). Image des souris 30 
et 24h après injection de 10 µL de PBS en intra-tibial (flèche rouge) (a), d’une souris 

avec 5.105 MSCs transduites et non induites à la doxycycline en intra-tibial (flèche rouge) (b). Images TEMP des souris 24h  
tibiale (flèches rouges) de 5.105 (c) et 1.106 (e) de MSCs transduites et induites par la doxycycline. 

Images TEMP/CT des souris après injection intra-tibiale (flèches rouges) de 5.105 (d) et 1.106 (f) de MSCs transduites et 
induites par la doxycycline On note une forte accumulation de radioactivité au niveau de l’estomac (Est), des glandes 
salivaires (Sal), de la thyroïde (Th) et de la patte injectée chez toutes les souris (a à f).. Le couplage des imageries plan

montre que la radioactivité se localise au niveau osseux (d et f). L’échelle de couleur utilisée est 
l’échelle french où le bleu désigne de faibles accumulations de radioactivité et le rouge désigne de fortes accumulations
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: Images TEMP planaires des  souris (a, b, c et e) et images TEMP couplée au scanner (d et f). Image des souris 30 

tibial (flèche rouge) (a), d’une souris 
tibial (flèche rouge) (b). Images TEMP des souris 24h  

ransduites et induites par la doxycycline. 
tibiale (flèches rouges) de 5.105 (d) et 1.106 (f) de MSCs transduites et 

estomac (Est), des glandes 
salivaires (Sal), de la thyroïde (Th) et de la patte injectée chez toutes les souris (a à f).. Le couplage des imageries planaires 

elle de couleur utilisée est 
l’échelle french où le bleu désigne de faibles accumulations de radioactivité et le rouge désigne de fortes accumulations. 
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Souris 
Souris témoin 

PBS
(n = 1)

Coups moyen 
par pixel patte 
témoin  
(écart-type). 

5.640 
(s = 3.3)

Coups moyen 
par pixel patte 
injectée  
(écart-type). 

6.768 
(s = 4)

Rapport patte 
injectée/patte 
témoin 

1.20

Nombre de 
pixels 82

 
Tableau 8: Comparaison du nombre moyen de coups mesurés au niveau de la patte injectée par rapport à la 
patte opposée pour chaque souris. Les valeurs
est indiqué dans le tableau. 
  
Par ailleurs, on mesure une activité plus importante au niveau des pattes injectées chez les 
souris ayant reçu des MSCs 
(figure 49). Cette observation se vérifie aussi pour les pattes opposées chez lesquelles on
retrouve des valeurs significativement plus importantes que chez les souris témoins.

Université de Limoges    

Souris témoin 
PBS 

(n = 1) 

Souris témoin 
0.5 million de 
MSCs dox – 

(n = 1) 

0.5 million de 
MSCs dox + 

injectées. 
(n = 3) 

5.640  
(s = 3.3) 

6.142  
(s = 4.029) 

8.329 
(s = 6.652) 

6.768  
(s = 4) 

8.000 
(s = 4.087) 

14.576 
 (s = 7.037) 

1.20 1.30 1.75 

82 81 82 

: Comparaison du nombre moyen de coups mesurés au niveau de la patte injectée par rapport à la 
Les valeurs sont exprimées en coup/pixel. Le nombre total de pixels par patte 

esure une activité plus importante au niveau des pattes injectées chez les 
 dox + (5.105 et 1.106 cellules) par rapport aux souris témoins 

). Cette observation se vérifie aussi pour les pattes opposées chez lesquelles on
retrouve des valeurs significativement plus importantes que chez les souris témoins.
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1 million de 
MSCs dox + 

injectées. 
(n = 3) 

10.211  
(s = 5.22) 

25.260 
(s = 10.604) 

2.18 

90 

: Comparaison du nombre moyen de coups mesurés au niveau de la patte injectée par rapport à la 
sont exprimées en coup/pixel. Le nombre total de pixels par patte 

esure une activité plus importante au niveau des pattes injectées chez les 
ort aux souris témoins 

). Cette observation se vérifie aussi pour les pattes opposées chez lesquelles on 
retrouve des valeurs significativement plus importantes que chez les souris témoins. 
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Figure 49 : Variabilités interindividuelles des nombres moyens de coups par pixels au niveau des pattes injectées 
et opposées  entre les souris injectées avec des cellules induites et les souris témoins.
 
Après sacrifice, récupération et comptage des tibias, on met en évidence une présence de 
radioactivité plus importante au niveau de l’os de
rapport aux pattes opposées
osseuse. Chez les autres souris, le
radioactivité que ceux des patte

Souris Souris témoin 
PBS 

CPM/g patte 
opposée 1285745
CPM/g patte 
injectée 1414320
Rapport patte inj / 
patte non  inj 1.10 

Tableau 9: Comptage du nombre de coups par minute (CPM) détectés dans les pattes injectées et non injectées 
par compteur gamma. Les CPM sont corrigés en retranchant le bruit de fond (mouvement propre) et sont 
ramenés au poids des pattes (CPM/g). Les rapports des CPM entre patte injectée et non injectée sont calculés 
pour chaque souris.                                                                                                          
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Variabilités interindividuelles des nombres moyens de coups par pixels au niveau des pattes injectées 
injectées avec des cellules induites et les souris témoins. 

, récupération et comptage des tibias, on met en évidence une présence de 
radioactivité plus importante au niveau de l’os des pattes injectées avec 1.10

s montrant que la distribution du 99mTcO4- est majoritairement 
osseuse. Chez les autres souris, les tibias des pattes injectées ne contien

pattes témoins (tableau 9). 

Souris témoin 
 Souris témoin dox - 

0.5M de cellules 
injectées 24h 

avant 
1285745 1284782 1771479 

1414320 1387565 2497785 

 1.08 1.41 

: Comptage du nombre de coups par minute (CPM) détectés dans les pattes injectées et non injectées 
par compteur gamma. Les CPM sont corrigés en retranchant le bruit de fond (mouvement propre) et sont 

pattes (CPM/g). Les rapports des CPM entre patte injectée et non injectée sont calculés 
pour chaque souris.                                                                                                                                                     

0,5M MSCs dox - 0,5M MSCs dox + 1M MSCs dox +
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Variabilités interindividuelles des nombres moyens de coups par pixels au niveau des pattes injectées 

, récupération et comptage des tibias, on met en évidence une présence de 
avec 1.106 cellules par 

est majoritairement 
ne contiennent pas plus de 

1M de cellules 
injectées 24h 

avant 
1934500 

3752930 

1.94 

: Comptage du nombre de coups par minute (CPM) détectés dans les pattes injectées et non injectées 
par compteur gamma. Les CPM sont corrigés en retranchant le bruit de fond (mouvement propre) et sont 

pattes (CPM/g). Les rapports des CPM entre patte injectée et non injectée sont calculés 
                                                                                                                  

Coups moyen par pixel patte témoin 

Coups moyen par pixel patte injectée 
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DISCUSSION 

Le MM est une maladie dont la physiopathologie est très liée à son microenvironnement. 
L’étude et la visualisation de celui
compréhension de son rôle et l’identification de cibles thérapeutiques potentielles. 
Actuellement, en dehors du modèle SCID
raisons éthiques, aucun des modèles murins de myélome existants ne re
telle qu’elle est observée chez l’homme
murin, soit il s’agit de modèle humanisé mais uniquement sur le versant tumoral, et non sur 
le versant microenvironnement. Ainsi la plupart de ces m
la raison pour laquelle l’un des projets de 
modèle murin humanisé de myélome avec microenvironnement tumoral humanisé, grâce à 
l’injection intratibiale de MSCs
peuvent être facilement visualisés 
de visualiser les MSCs en raison de l’atténuation des photons lumineux. Des techniques 
d’imagerie nucléaire ont l’avantage 
quantification des cellules détectées. Les 
imagerie TEMP peuvent ainsi être suivies de façon longitudinale 
murins.  
Le gène NIS bénéficie déjà de nombreuses applications dans ce domaine. Les cellules 
doivent donc exprimer ce transgène codant pour une protéine fonctionnelle qui permet la 
captation de l’isotope radioactif injecté.
Les vecteurs lentiviraux de troisième génération sont de bons candidats car le gène d’intérêt 
est directement introduit dans le génome de la cellule hôte. De plus, même les cellules 
quiescentes peuvent être ciblées. Le choix s’est porté sur le lentivirus p
car il a été montré que l’on obtenait des taux de transfection plus élevés pour les MSCs 
(proches de 90%) et une meilleure viabilité avec les vecteurs de cette famille 
les lentivirus étant intégratifs, ils permettent une expression du transgène plus durable dans 
le temps (118). Des études ont de plus montré d’excellent
gènes thérapeutiques au sein de cellules tumorales pancréatiques grâce aux vecteurs 
lentiviraux (119). De plus, le développement de vecteurs viraux représente un grand 
potentiel thérapeutique dans le cadre des médicaments de thérapies innovantes. En effet, de 
nombreuses études cliniques ont 
gènes déficients dans la cellule hôte. Ces derniers ont montré de bons résultats dans le 
traitement du Syndrome de Wiskott
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Le MM est une maladie dont la physiopathologie est très liée à son microenvironnement. 
L’étude et la visualisation de celui-ci chez des modèles murins est un enjeu capit
compréhension de son rôle et l’identification de cibles thérapeutiques potentielles. 
Actuellement, en dehors du modèle SCID-hu dont l’utilisation reste confidentielle pour des 
raisons éthiques, aucun des modèles murins de myélome existants ne re
telle qu’elle est observée chez l’homme ; soit il s’agit de modèle transgénique purement 
murin, soit il s’agit de modèle humanisé mais uniquement sur le versant tumoral, et non sur 
le versant microenvironnement. Ainsi la plupart de ces modèles sont extra médullaires. C’est 
la raison pour laquelle l’un des projets de l’équipe 13 du CRCT est de mettre au point un 
modèle murin humanisé de myélome avec microenvironnement tumoral humanisé, grâce à 

MSCs obtenues chez les patients. Si les plasmocytes tumoraux 
peuvent être facilement visualisés in-vivo par imagerie optique, aucune méthode ne permet 

en raison de l’atténuation des photons lumineux. Des techniques 
d’imagerie nucléaire ont l’avantage de s’affranchir de ce phénomène et permettent la 
quantification des cellules détectées. Les MSCs exprimant un gène rapporteur traçable par 

peuvent ainsi être suivies de façon longitudinale in-vivo 

e déjà de nombreuses applications dans ce domaine. Les cellules 
doivent donc exprimer ce transgène codant pour une protéine fonctionnelle qui permet la 
captation de l’isotope radioactif injecté. 
Les vecteurs lentiviraux de troisième génération sont de bons candidats car le gène d’intérêt 
est directement introduit dans le génome de la cellule hôte. De plus, même les cellules 
quiescentes peuvent être ciblées. Le choix s’est porté sur le lentivirus plutôt que l’adénovirus 
car il a été montré que l’on obtenait des taux de transfection plus élevés pour les MSCs 
(proches de 90%) et une meilleure viabilité avec les vecteurs de cette famille 
les lentivirus étant intégratifs, ils permettent une expression du transgène plus durable dans 

Des études ont de plus montré d’excellents rendements de transduction de 
gènes thérapeutiques au sein de cellules tumorales pancréatiques grâce aux vecteurs 

. De plus, le développement de vecteurs viraux représente un grand 
potentiel thérapeutique dans le cadre des médicaments de thérapies innovantes. En effet, de 
nombreuses études cliniques ont utilisé les vecteurs lentiviraux afin d’induire l’expression de 
gènes déficients dans la cellule hôte. Ces derniers ont montré de bons résultats dans le 
traitement du Syndrome de Wiskott-Aldrich notamment (120). Par ailleurs
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Le MM est une maladie dont la physiopathologie est très liée à son microenvironnement. 
ci chez des modèles murins est un enjeu capital dans la 

compréhension de son rôle et l’identification de cibles thérapeutiques potentielles. 
hu dont l’utilisation reste confidentielle pour des 

raisons éthiques, aucun des modèles murins de myélome existants ne reproduit la maladie 
; soit il s’agit de modèle transgénique purement 

murin, soit il s’agit de modèle humanisé mais uniquement sur le versant tumoral, et non sur 
odèles sont extra médullaires. C’est 

est de mettre au point un 
modèle murin humanisé de myélome avec microenvironnement tumoral humanisé, grâce à 

les patients. Si les plasmocytes tumoraux 
par imagerie optique, aucune méthode ne permet 

en raison de l’atténuation des photons lumineux. Des techniques 
de s’affranchir de ce phénomène et permettent la 

exprimant un gène rapporteur traçable par 
vivo sur nos modèles 

e déjà de nombreuses applications dans ce domaine. Les cellules 
doivent donc exprimer ce transgène codant pour une protéine fonctionnelle qui permet la 

Les vecteurs lentiviraux de troisième génération sont de bons candidats car le gène d’intérêt 
est directement introduit dans le génome de la cellule hôte. De plus, même les cellules 

lutôt que l’adénovirus 
car il a été montré que l’on obtenait des taux de transfection plus élevés pour les MSCs 
(proches de 90%) et une meilleure viabilité avec les vecteurs de cette famille (117). De plus, 
les lentivirus étant intégratifs, ils permettent une expression du transgène plus durable dans 

s rendements de transduction de 
gènes thérapeutiques au sein de cellules tumorales pancréatiques grâce aux vecteurs 

. De plus, le développement de vecteurs viraux représente un grand 
potentiel thérapeutique dans le cadre des médicaments de thérapies innovantes. En effet, de 

utilisé les vecteurs lentiviraux afin d’induire l’expression de 
gènes déficients dans la cellule hôte. Ces derniers ont montré de bons résultats dans le 

Par ailleurs, ils représentent 
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un fort potentiel dans le domaine de la cancérologie où ces derniers peuvent être utilisés 
comme virus oncolytiques (121)
virale au sein des cellules tumorales et donc de l’efficacité du traitement nécessite des 
techniques d’imagerie non invasives. Les gènes rapporteurs tels que NIS ont un rôle 
important à jouer dans ce genre d’application 
pouvoir être utilisé comme gène rapporteur de par sa capacité à
radiotraceurs diagnostiques tels que le 
induisant la captation d’isotopes tels que l’iode 131 au sein des cellules tumorales. Par 
ailleurs, des études précliniques étudiant la fai
cadre du MM sont en cours.  
Le gène NIS a été transduit aux 
tritransfection de plasmides dans des cellules d’empaquetage HEK273T. L’utilisation du 
gène rapporteur de la GFP a permis d’évaluer la possibilité de modifier les 
stable et reproductible. En effet, ces cellules sont difficiles à transduire en raison de leur 
faible taux de division et par leur fragilité. L’expression stable de la GFP visualisée par 
microscopie a permis de confirmer la faisabilité de cette méthode. De plus, les plasmides 
utilisés ont permis d’obtenir de b
l’utilisation systématique du polybrène. Ce polymère cationique permet d’annuler les charges 
négatives présentes au niveau de la membrane cellulaire des BM
enveloppes virales et donc de neutraliser les forces de répulsions électrostatiques. En effet, 
son utilisation permet d’obtenir des taux d’adsorption des particules virales 10 fois plus 
élevés (124). Celui-ci doit tout de même être utilisé avec prudence c
prolongée des MSCs à cet agent (au
La RTq-PCR montre que les 
l’expression de celui-ci permet une captatio
significativement plus importante que celles qui n’expriment pas 
captation met en évidence un pic de radioactivité au bout d’une demi
pic est suivi d’une décroissance de
s’explique par un phénomène d’efflux du 
de sodium, inhibiteur sélectif de 
99mTcO4- par les MSCs. 
Les imageries TEMP in-vivo
injection du 99mTcO4- de façon à se situer au pic de captation par les cellules. Un signal est 
détecté au niveau du site d’injection chez toutes les souris inj
l’imagerie mesure un nombre moyen de coups par pixel plus élevé dans la patte injectée par 
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un fort potentiel dans le domaine de la cancérologie où ces derniers peuvent être utilisés 
(121). L’évaluation de l’efficacité de l’infection, de la réplication 

sein des cellules tumorales et donc de l’efficacité du traitement nécessite des 
techniques d’imagerie non invasives. Les gènes rapporteurs tels que NIS ont un rôle 
important à jouer dans ce genre d’application (122). Par ailleurs, le gène NIS a l’avantage de 
pouvoir être utilisé comme gène rapporteur de par sa capacité à permettre l’accumulation de 
radiotraceurs diagnostiques tels que le 99mTcO4- mais aussi comme gène thérapeutique en 
induisant la captation d’isotopes tels que l’iode 131 au sein des cellules tumorales. Par 
ailleurs, des études précliniques étudiant la faisabilité d’utiliser la thérapie génique dans le 

 
a été transduit aux MSCs par utilisation de vecteurs lentiviraux obtenus par 

tritransfection de plasmides dans des cellules d’empaquetage HEK273T. L’utilisation du 
gène rapporteur de la GFP a permis d’évaluer la possibilité de modifier les 

n effet, ces cellules sont difficiles à transduire en raison de leur 
faible taux de division et par leur fragilité. L’expression stable de la GFP visualisée par 
microscopie a permis de confirmer la faisabilité de cette méthode. De plus, les plasmides 

sés ont permis d’obtenir de bons rendements de transfection grâce notamment à 
l’utilisation systématique du polybrène. Ce polymère cationique permet d’annuler les charges 
négatives présentes au niveau de la membrane cellulaire des BM-MSC ainsi que sur les 
enveloppes virales et donc de neutraliser les forces de répulsions électrostatiques. En effet, 
son utilisation permet d’obtenir des taux d’adsorption des particules virales 10 fois plus 

ci doit tout de même être utilisé avec prudence c
à cet agent (au-delà de 6 h) inhibe leur capacité de prolifération 

PCR montre que les MSCs expriment de façon stable le gène 
ci permet une captation du 99mTcO4- par les cellules transduites 

significativement plus importante que celles qui n’expriment pas NIS
captation met en évidence un pic de radioactivité au bout d’une demi-heure d’incubation. Ce 
pic est suivi d’une décroissance de la radioactivité détectée dans les cellules. Celle
s’explique par un phénomène d’efflux du 99mTcO4-. De plus, le test d’inhibition au perchlorate 
de sodium, inhibiteur sélectif de NIS, montre que lui seul est impliqué dans la captation du 

vivo chez les modèles murins ont été faites 30 minutes après 
de façon à se situer au pic de captation par les cellules. Un signal est 

détecté au niveau du site d’injection chez toutes les souris injectées (PBS + 
l’imagerie mesure un nombre moyen de coups par pixel plus élevé dans la patte injectée par 
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un fort potentiel dans le domaine de la cancérologie où ces derniers peuvent être utilisés 
L’évaluation de l’efficacité de l’infection, de la réplication 

sein des cellules tumorales et donc de l’efficacité du traitement nécessite des 
techniques d’imagerie non invasives. Les gènes rapporteurs tels que NIS ont un rôle 

. Par ailleurs, le gène NIS a l’avantage de 
permettre l’accumulation de 

mais aussi comme gène thérapeutique en 
induisant la captation d’isotopes tels que l’iode 131 au sein des cellules tumorales. Par 

sabilité d’utiliser la thérapie génique dans le 

par utilisation de vecteurs lentiviraux obtenus par 
tritransfection de plasmides dans des cellules d’empaquetage HEK273T. L’utilisation du 
gène rapporteur de la GFP a permis d’évaluer la possibilité de modifier les MSCs de façon 

n effet, ces cellules sont difficiles à transduire en raison de leur 
faible taux de division et par leur fragilité. L’expression stable de la GFP visualisée par 
microscopie a permis de confirmer la faisabilité de cette méthode. De plus, les plasmides 

grâce notamment à 
l’utilisation systématique du polybrène. Ce polymère cationique permet d’annuler les charges 

MSC ainsi que sur les 
enveloppes virales et donc de neutraliser les forces de répulsions électrostatiques. En effet, 
son utilisation permet d’obtenir des taux d’adsorption des particules virales 10 fois plus 

ci doit tout de même être utilisé avec prudence car une exposition 
delà de 6 h) inhibe leur capacité de prolifération (125). 

expriment de façon stable le gène NIS. De plus, 
par les cellules transduites 

NIS. La cinétique de 
heure d’incubation. Ce 

la radioactivité détectée dans les cellules. Celle-ci 
. De plus, le test d’inhibition au perchlorate 

, montre que lui seul est impliqué dans la captation du 

chez les modèles murins ont été faites 30 minutes après 
de façon à se situer au pic de captation par les cellules. Un signal est 

ectées (PBS + MSCs). De plus, 
l’imagerie mesure un nombre moyen de coups par pixel plus élevé dans la patte injectée par 
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rapport à la patte opposée chez toutes les souris. Cette différence est plus marquée avec 
1.106 MSCs injectées (2.18 fois plus de coups
une forte accumulation de 99m

thyroïde chez toutes les souris (témoins et souris tests). Celle
physiologique de NIS au niveau de ces tissus. En couplant les images 
constate que la radioactivité se localise au niveau de l’os. 
Afin de s’assurer que la distribution est essentiellement osseuse, les souris ont été 
disséquées et les tibias ont été comptés. Chez
chez celles ayant reçu 5.105 de cellules dox +, le nombre de coups mesurés dans le tibia des 
pattes injectées ne diffère pas de celui mesuré dans le tibia des pattes opposées. Ceci 
montre que la présence de radi
traumatisme provoqué par l’injection intra
99mTcO4- est principalement tissulaire car due à un afflux sanguin et non osseuse. L’injection 
de 5.105 MSCs ne suffit pas à leur localisation par 
reçu 1.106 de cellules, on détect
la patte injectée par rapport à celui de la patte opposée. Ces résultats nous
une fixation spécifique des MSCs
les pattes injectées et témoins restent néanmoins faibles. Ceci peut s’expliquer par une 
localisation tissulaire d’une partie du 
cette méthode d’imagerie. Un nombre plus important de 
contrecarrer ces deux phénomènes et ainsi augmenter les rapports de détection entre patte 
injectée et patte témoin. Ceci s’accompagne
pourrait s’avérer problématique pour la voie intra
modèles NSG injectent les 
l’injection de plus gros volumes qu’en intra
l’injection d’un nombre plus important de 
sur des cohortes plus étendues afin de confirmer la tendance observée. 
La mesure de l’activité au niveau des pattes par l’imagerie 
coups par pixel est nettement plus élevé chez les souris ayant reçu des 
1.106). Cette observation se fait aussi bien dans les pattes injectées que dans les pattes 
opposées. Ceci pourrait s’expliquer par la migration des 
nombre plus important de cellules lors de l’injection permettra de vérifier c
L’ensemble de ces travaux démontre que l’imagerie
TEMP/CT peut représenter une alternative à la bioluminescence pour visualiser le 
microenvironnement in-vivo sur ces modèles murins. Les expériences ont été 

Université de Limoges    

rapport à la patte opposée chez toutes les souris. Cette différence est plus marquée avec 
fois plus de coups que dans la patte opposée). On observe aussi 
99mTcO4- au niveau de l’estomac, des glandes salivaires et de la 

thyroïde chez toutes les souris (témoins et souris tests). Celle-ci est liée à l’expression 
eau de ces tissus. En couplant les images TEMP

constate que la radioactivité se localise au niveau de l’os.  
Afin de s’assurer que la distribution est essentiellement osseuse, les souris ont été 
disséquées et les tibias ont été comptés. Chez les souris témoins (PBS et dox 

de cellules dox +, le nombre de coups mesurés dans le tibia des 
pattes injectées ne diffère pas de celui mesuré dans le tibia des pattes opposées. Ceci 
montre que la présence de radioactivité est secondaire à une inflammation engendrée par le 
traumatisme provoqué par l’injection intra-tibiale des cellules. Ainsi, la distribution du 

est principalement tissulaire car due à un afflux sanguin et non osseuse. L’injection 
ne suffit pas à leur localisation par TEMP. En revanche, sur 

de cellules, on détecte une radioactivité 1.94 fois plus importante dans le tibia de 
la patte injectée par rapport à celui de la patte opposée. Ces résultats nous

MSCs injectées. Chez ces souris, les différences détectées entre 
les pattes injectées et témoins restent néanmoins faibles. Ceci peut s’expliquer par une 
localisation tissulaire d’une partie du 99mTcO4- et par le bruit de fond important engendré par 
cette méthode d’imagerie. Un nombre plus important de MSCs doit être utilisé afin de 
contrecarrer ces deux phénomènes et ainsi augmenter les rapports de détection entre patte 
injectée et patte témoin. Ceci s’accompagnera d’un volume d’injection plus important qui 
pourrait s’avérer problématique pour la voie intra-tibiale. Des équipes travaillant sur des 
modèles NSG injectent les MSCs en intra-fémoral. Ce site a l’avantage de permettre 
l’injection de plus gros volumes qu’en intra-tibial (20µL au lieu de 10µL) 
l’injection d’un nombre plus important de MSCs. Ces expérimentations devront être réalis
sur des cohortes plus étendues afin de confirmer la tendance observée.  

l’activité au niveau des pattes par l’imagerie TEMP montre que le nombre de 
coups par pixel est nettement plus élevé chez les souris ayant reçu des MSCs

). Cette observation se fait aussi bien dans les pattes injectées que dans les pattes 
opposées. Ceci pourrait s’expliquer par la migration des MSCs vers une autre niche. Un 
nombre plus important de cellules lors de l’injection permettra de vérifier cette hypothèse.
L’ensemble de ces travaux démontre que l’imagerie couplée métabolique et anatomique

/CT peut représenter une alternative à la bioluminescence pour visualiser le 
sur ces modèles murins. Les expériences ont été 
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rapport à la patte opposée chez toutes les souris. Cette différence est plus marquée avec 
que dans la patte opposée). On observe aussi 

au niveau de l’estomac, des glandes salivaires et de la 
ci est liée à l’expression 

TEMP au scanner, on 

Afin de s’assurer que la distribution est essentiellement osseuse, les souris ont été 
les souris témoins (PBS et dox -) ainsi que 

de cellules dox +, le nombre de coups mesurés dans le tibia des 
pattes injectées ne diffère pas de celui mesuré dans le tibia des pattes opposées. Ceci 

oactivité est secondaire à une inflammation engendrée par le 
tibiale des cellules. Ainsi, la distribution du 

est principalement tissulaire car due à un afflux sanguin et non osseuse. L’injection 
. En revanche, sur les souris ayant 

fois plus importante dans le tibia de 
la patte injectée par rapport à celui de la patte opposée. Ces résultats nous orientent vers 

souris, les différences détectées entre 
les pattes injectées et témoins restent néanmoins faibles. Ceci peut s’expliquer par une 

bruit de fond important engendré par 
doit être utilisé afin de 

contrecarrer ces deux phénomènes et ainsi augmenter les rapports de détection entre patte 
ra d’un volume d’injection plus important qui 

tibiale. Des équipes travaillant sur des 
fémoral. Ce site a l’avantage de permettre 
tibial (20µL au lieu de 10µL) (126) et donc 

Ces expérimentations devront être réalisées 

montre que le nombre de 
MSCs dox+ (5.105 et 

). Cette observation se fait aussi bien dans les pattes injectées que dans les pattes 
vers une autre niche. Un 

ette hypothèse. 
couplée métabolique et anatomique 

/CT peut représenter une alternative à la bioluminescence pour visualiser le 
sur ces modèles murins. Les expériences ont été réalisées sur 
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des modèles sains. Une injection concomitante de plasmocytes tumoraux et de 
permettra de le visualiser en situation pathologique. De plus, il sera possible de réaliser des 
imageries longitudinales, c’est
de la progression de la maladie chez une même souris. 
Des méthodes d’imageries multimodales permettront aussi de visualiser 
rapprochée les plasmocytes tumoraux et les 
pourront être observés par bioluminescence ou d’autres techniques d’imagerie nucléaire 
comme la TEP (Tomographie par Emission de Positons). Cette dernière nécessitera de 
modifier génétiquement les plasmocytes pour qu’ils captent l’isotope radioactif injecté à la 
souris (fluor 18, émetteur β+). Le gène Herpès Simplex Virus
code pour une thymidine kinase qui transforme certains composés comme le 
fluoro-3-hydroxymethylbutyl]guanine ([
plus franchir la membrane cellulaire. Celle
exprimant la kinase. Le [18F]FHBG fait l’objet d’évaluation clinique
in-vivo de cellules comme les lymphocytes T préalablement transfectés p
permet la visualisation in-vivo 
patients.  Une autre approche pour la visualisation 
les souris NSG est en cours d’étude. Elle consiste à marquer des anticorps anti
l’iode 123 afin de pouvoir les tracer par 
Enfin, les méthodes d’imagerie 
facilement transposables en clinique contrairement aux méthodes d’imagerie optique qui ne 
sont pas encore approuvées pour l’usage chez l’homme.
  

Université de Limoges    

des modèles sains. Une injection concomitante de plasmocytes tumoraux et de 
permettra de le visualiser en situation pathologique. De plus, il sera possible de réaliser des 
imageries longitudinales, c’est-à-dire de visualiser le microenvironnement au fur et à mesure 
de la progression de la maladie chez une même souris.  
Des méthodes d’imageries multimodales permettront aussi de visualiser 

les plasmocytes tumoraux et les MSCs injectés. En effet, les plasmocytes 
être observés par bioluminescence ou d’autres techniques d’imagerie nucléaire 

comme la TEP (Tomographie par Emission de Positons). Cette dernière nécessitera de 
modifier génétiquement les plasmocytes pour qu’ils captent l’isotope radioactif injecté à la 

). Le gène Herpès Simplex Virus-1 thymidine kinase (HSV
code pour une thymidine kinase qui transforme certains composés comme le 

hydroxymethylbutyl]guanine ([18F]FHBG) en une forme phosphorylée ne pouvant 
plus franchir la membrane cellulaire. Celle-ci se retrouve donc piégée au sein des cellules 

F]FHBG fait l’objet d’évaluation clinique notamment
de cellules comme les lymphocytes T préalablement transfectés p

vivo des lymphocytes chez le modèle murin ainsi que chez des 
approche pour la visualisation in-vivo des plasmocytes tumoraux chez 

les souris NSG est en cours d’étude. Elle consiste à marquer des anticorps anti
l’iode 123 afin de pouvoir les tracer par TEMP. 
Enfin, les méthodes d’imagerie TEMP et TEP présentent l’avantage de pouvoir être 

en clinique contrairement aux méthodes d’imagerie optique qui ne 
sont pas encore approuvées pour l’usage chez l’homme. 
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des modèles sains. Une injection concomitante de plasmocytes tumoraux et de MSCs 
permettra de le visualiser en situation pathologique. De plus, il sera possible de réaliser des 

ronnement au fur et à mesure 

Des méthodes d’imageries multimodales permettront aussi de visualiser de façon 
injectés. En effet, les plasmocytes 

être observés par bioluminescence ou d’autres techniques d’imagerie nucléaire 
comme la TEP (Tomographie par Emission de Positons). Cette dernière nécessitera de 
modifier génétiquement les plasmocytes pour qu’ils captent l’isotope radioactif injecté à la 

1 thymidine kinase (HSV-tk) 
code pour une thymidine kinase qui transforme certains composés comme le [18F] 9-[4-

F]FHBG) en une forme phosphorylée ne pouvant 
ci se retrouve donc piégée au sein des cellules 

notamment pour le suivi 
de cellules comme les lymphocytes T préalablement transfectés par HSV-tk (127). Il 

des lymphocytes chez le modèle murin ainsi que chez des 
des plasmocytes tumoraux chez 

les souris NSG est en cours d’étude. Elle consiste à marquer des anticorps anti-CD138 à 

et TEP présentent l’avantage de pouvoir être 
en clinique contrairement aux méthodes d’imagerie optique qui ne 
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CONCLUSION 

 
Ce travail montre que l’utilisation de l’imagerie
TEMP/CT, dont l’utilisation est approuvée chez l’homme, représente une alternative 
intéressante à la bioluminescence pour la visualisation 
tumoral du MM chez le modèle murin. L’utilisation de cette technique passe par la 
modification génique de MSCs
NIS au sein de leur génome grâce à des vecteurs viraux. Ainsi, l’accumulation du 
injecté est spécifique aux MSCs
travail a permis le développement d’un outil précieux de visualisation et de suivi des 
humaines injectées chez les souris NSG en intratibial, et ainsi contribué à l’avancement du 
projet de l’équipe 13 du CRCT
humanisé dans le MM en vue de l’étude de ce dernier au cours des différents stades de la 
maladie. 
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Ce travail montre que l’utilisation de l’imagerie fusionnée anatomique et métabolique
isation est approuvée chez l’homme, représente une alternative 

intéressante à la bioluminescence pour la visualisation in-vivo du microenvironnement 
tumoral du MM chez le modèle murin. L’utilisation de cette technique passe par la 

SCs directement prélevées chez les patients en intégrant le gène 
au sein de leur génome grâce à des vecteurs viraux. Ainsi, l’accumulation du 

MSCs injectées exprimant le transgène et est visible 
permis le développement d’un outil précieux de visualisation et de suivi des 

humaines injectées chez les souris NSG en intratibial, et ainsi contribué à l’avancement du 
l’équipe 13 du CRCT de mise au point du modèle murin à microenvironneme

en vue de l’étude de ce dernier au cours des différents stades de la 
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fusionnée anatomique et métabolique 
isation est approuvée chez l’homme, représente une alternative 

du microenvironnement 
tumoral du MM chez le modèle murin. L’utilisation de cette technique passe par la 

directement prélevées chez les patients en intégrant le gène 
au sein de leur génome grâce à des vecteurs viraux. Ainsi, l’accumulation du 99mTcO4- 

exprimant le transgène et est visible in-vivo. Ce 
permis le développement d’un outil précieux de visualisation et de suivi des MSCs 

humaines injectées chez les souris NSG en intratibial, et ainsi contribué à l’avancement du 
n à microenvironnement 

en vue de l’étude de ce dernier au cours des différents stades de la 
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Imagerie in-vivo du microenvironnement tumoral du myélome multiple par TEMP/CT 
Le myélome multiple est une hémopathie dépendante du microenvironnement médullaire 
tumoral. Celui-ci est constitué de diverses populations cellulaires parmi lesquelles figurent 
les cellules souches mésenchymateuses médullaires (MSCs). Ces dernières diffèrent de 
celles dérivées des sujets sains et jouent un grand rôle dans la physiopathologie de par leur 
action protumorale. En effet, elles sécrètent diverses cytokines et établissent de nombreuses 
interactions avec les cellules tumorales permettant l’activation de voies de signalisation 
cellulaires impliquées dans la prolifération, la survie, la chimiorésistance et la dissémination 
des cellules tumorales. Leur visualisation in-vivo est donc un enjeu important pour la 
compréhension des cinétiques des interactions entre le microenvironnement et les 
plasmocytes ainsi que pour l’évaluation de nouveaux traitements. Nous avons utilisé 
l’imagerie métabolique nucléaire TEMP, méthode sensible et sans limite de profondeur. Pour 
cela, nous avons modifié génétiquement des MSCs de patients avec l’ADNc codant le gène 
Sodium Iodide Symporter à l’aide de lentivirus. L’expression de ce gène leur permet de 
capter l’isotope radioactif de référence en TEMP : le 99mTc. La transduction a été validée par 
des tests in-vitro. Les cellules ainsi modifiées ont été injectées à des souris NOD-scid-
IL2rγ(null) (NSG) en intra-tibial puis visualisées par SPECT après administration de 99mTc. 

Mots-clés : Myélome multiple, microenvironnement tumoral, imagerie in-vivo, TEMP/CT 
In-vivo imaging of multiple myeloma microenvironment by SPECT/CT 
Multiple Myeloma is a highly bone marrow (BM) microenvironment dependent blood disease. 
BM microenvironment is composed of several cell lines like mesenchymal stem cells (MSCs). 
They differ from cells issue from healthy patients by their protumoral activity. Indeed, they 
secrete various factors that promote proliferation, survival, chemoresistance and progression 
of MM cells. These cells are involved in MM physiopathology and in-vivo visualization is 
important for the assessment of new treatments. We used nuclear SPECT imaging which is 
a molecular imaging with high sensitivity and no depth limit. Patient derived MSCs are 
modified with the sodium iodide symporter gene (NIS) by using lentivectors. Transgene 
expression by MSCs led to standard radioactive isotope uptake for SPECT imaging: 99mTc. 
Transduction efficiency was tested in-vitro. Then, modified cells were injected to NOD-scid-
IL2rγ(null) (NSG) mice by intra-tibial approach and detected by SPECT after 99mTc injection. 
Keywords : Multiple myeloma, microenvironment, in-vivo imaging, SPECT/CT 


