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RESUME 

 

 La leucémie lymphoïde chronique (LLC), hémopathie lymphoïde fréquente, se 
caractérise par une évolution clinique extrêmement variable. Bien que les marqueurs de 
pronostic soient nombreux dans la LLC, aucun n’est univoque. Dans ce contexte, identifier de 
nouveaux facteurs prédictifs et comprendre la pathophysiologie de marqueurs pronostiques 
déjà établis constituent deux objectifs importants pour améliorer la prise en charge 
thérapeutique de cette hémopathie. 
 
 Nous avons tout d’abord choisi d’étudier la valeur pronostique et les mécanismes de 
régulation de l’expression du gène anti-apoptotique MCL1. Nous avons montré que 
l’expression de MCL1 est un marqueur prédictif de la survie globale parmi l’ensemble des 
patients et parmi les stades précoces ; ce marqueur est également prédictif de la survie sans 
traitement des patients en stade A. Ainsi, l’expression de MCL1 permet d’identifier 
précocement les formes de LLC à haut risque et faible risque d’évolution défavorable. Nous 
avons également démontré que l’expression de MCL1 est fortement corrélée à l’expression de 
VEGF, confirmant le rôle de cette voie de signalisation dans la survie des lymphocytes 
tumoraux et suggérant que VEGF pourrait réguler positivement l’expression de MCL1 selon 
un mode autocrine. 
 
 Nous avons ensuite exploré la fonction télomérique en rapport avec les anomalies 
chromosomiques à valeur pronostique, reflets de l’instabilité génomique. Notre travail a 
contribué à démontrer la relation entre l’instabilité génomique et le statut télomérique, évalué 
par la longueur des télomères et l’expression de hTERT et des gènes du complexe shelterin. 
Nous avons ainsi mis en évidence trois groupes de patients présentant des profils 
cytogénétiques et télomériques distincts : le premier groupe combine une cytogénétique 
favorable, des télomères longs, une expression faible ou absente de hTERT et une expression 
forte des gènes du complexe shelterin ; le troisième groupe se caractérise par de multiples 
aberrations chromosomiques (notamment délétions 17p et 11q), une augmentation de 
l’expression de hTERT et une diminution de la longueur des télomères et des niveaux 
d’expression de TRF1, TRF2 et POT1 ; le deuxième groupe est intermédiaire. Ces résultats 
confirment l'existence d'un lien entre statut télomérique et instabilité génomique au cours de 
la LLC et soulignent le rôle de la perte de TP53 ou ATM dans cette dysfonction télomérique. 
L’altération du statut télomérique est par ailleurs associée à des caractéristiques de pronostic 
défavorable, comme l’absence de mutation des IgVH, l’expression de CD38 et le doublement 
rapide de la lymphocytose. 
 
 Enfin, nous avons évalué l’intérêt de la technique de MLPA pour la mise en évidence 
des anomalies cytogénétiques récurrentes à valeur pronostique de la LLC. Nous avons montré 
qu’il existe une bonne concordance entre la technique de référence et la MLPA, qui constitue 
une approche rapide et peu coûteuse pour la recherche d’anomalies génomiques présentes 
dans une majorité de cellules malignes. Nous avons cependant mis en évidence des cas 
intéressants de faux-positifs et de faux-négatifs avec la MLPA, indiquant que cette méthode 
ne peut pas remplacer les techniques classiques, mais constitue une approche complémentaire 
permettant une évaluation simultanée de divers déséquilibres. 
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ABSTRACT 

 

 Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a frequent lymphoid hemopathy characterized 
by an extremely variable clinical course. Although there are numerous prognostic markers in 
CLL, none is univocal. In this context, identifying new predictive factors and understanding 
the pathophysiology of previously established prognostic markers represent two important 
aims to improve therapeutic management of this hemopathy. 
 
 We first chose to study the prognostic value and mechanisms of regulation of anti-
apoptotic MCL1 gene expression. We showed that MCL1 expression is a predictive marker of 
overall survival within the whole patient cohort and among early stages; this marker is also a 
predictor of treatment free survival of stage A patients. Thus, MCL1 expression allows early 
identification of CLL forms with high risk and low risk of unfavourable evolution. We also 
demonstrated that MCL1 expression is strongly correlated to VEGF expression, confirming 
the role of this signalling pathway in tumour lymphocytes survival and suggesting that VEGF 
may be a positive autocrine regulator of MCL1 expression. 
 
 We then explored telomeric function regarding prognosis-related chromosomal 
anomalies, reflecting genomic instability. Our work contributed to demonstrate the 
relationship between genomic instability and telomeric status, evaluated by telomere length 
and expression of hTERT and shelterin complex genes. We described three groups of patients 
with distinct cytogenetic and telomeric profile: first group combines good-prognosis 
cytogenetics, long telomeres, low or negative hTERT expression and high expression of the 
shelterin complex genes; third group displays multiple chromosome aberrations (particularly 
17p and 11q deletions), increased hTERT expression and decreased telomere length and 
TRF1, TRF2 and POT1 expression levels; second group is intermediate. These results 
confirm the relationship between telomeric status and genomic instability in CLL and 
underline the role of TP53 or ATM loss in this telomeric dysfunction. The alteration of 
telomeric status is also associated with poor-prognosis features, such as unmutated IgVH, 
CD38 expression and rapid lymphocytosis doubling time. 
 
 Finally, we evaluated the contribution of MLPA approach for detection of recurrent 
prognosis-related cytogenetic anomalies. We found a good concordance between the gold-
standard technique and MLPA, which represent a time and cost-effective approach for the 
detection of genomic aberrations affecting most malignant cells. We however described 
interesting MLPA false-positive and false-negative cases, indicating that this method may not 
replace classic techniques, but may constitute a complementary approach allowing 
simultaneous evaluation of various imbalances. 
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Tableau 1: Score de Matutes, d’après Matutes et al., 1994 
Si le score est supérieur ou égal à 4, le diagnostic de LLC est retenu. Si le score est inférieur à 3, le diagnostic de 
LLC doit être écarté. Si le score est égal à 3, le diagnostic de LLC peut être retenu si les cellules lymphoïdes 
sanguines expriment les molécules CD5, CD23 et CD43, si l’expression du CD20 est faible et si la recherche de 
l’expression de cycline D1 est négative. 

 

ForteFaibleExpression IgS
monotypiques

-+CD5

ForteFaibleCD79b/CD22

+-FMC7

-+CD23

01Cotation par item

ForteFaibleExpression IgS
monotypiques

-+CD5

ForteFaibleCD79b/CD22

+-FMC7

-+CD23

01Cotation par item
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1. LA LEUCEMIE LYMPHOIDE CHRONIQUE 

________________________________________________ 

 

1.1. Définition 

D’après les critères IWCLL 2008 (International Workshop on CLL) et la classification 

OMS des hémopathies, la leucémie lymphoïde chronique (LLC) est un lymphome 

lymphocytique B avec phase leucémique, c’est-à-dire caractérisé par l’accumulation dans le 

sang de petits lymphocytes B d’aspect mature, d’origine monoclonale et présentant un 

phénotype particulier [Hallek et al., 2008] ; en effet, les lymphocytes monotypiques de LLC 

expriment des marqueurs B (CD19 et CD20), présentent de faibles taux d’immunoglobulines 

de membrane et de CD79b, co-expriment CD5 et CD23, et n’expriment pas FMC7 [Matutes 

et al., 1994]. Le score de Matutes (Tableau 1), établi selon la présence ou l’absence de ces 

marqueurs, permet d’affirmer le diagnostic de LLC (s’il est supérieur ou égal à 4) ou de 

l’éliminer (s’il est inférieur à 3). La lymphocytose monoclonale doit être supérieure à 5 G/L 

pour porter le diagnostic de LLC ; entre 4 et 5 G/L, il s’agit d’une lymphocytose B 

monoclonale (MBL). 

 

1.2. Incidence – Prévalence 

La LLC est la plus fréquente des leucémies des pays occidentaux, avec une incidence 

annuelle moyenne de 3/100 000 habitants et une prévalence de 30 à 50/100 000 individus 

(0,03-0,05%). L’âge médian au diagnostic est de 64 ans ; la répartition homme - femme est 

respectivement de 65% et 35%. 

 

1.3. Facteurs de risque 

 Les facteurs environnementaux ne semblent pas prépondérants dans la pathogénie de 

la maladie. La LLC est la seule leucémie pour laquelle il n'a pas été mis en évidence de 

corrélation avec l'irradiation ou l’exposition à des composants chimiques. 

 A l’inverse les facteurs génétiques semblent jouer un rôle dans la pathogénie de la 

maladie. En effet, l'incidence varie selon les pays : à titre d’exemple, elle représente 3,5% de 

toutes les leucémies de l'adulte au Japon, alors qu’elle atteint jusqu'à 38% au Danemark. Ce 

faible taux d’incidence dans les populations orientales est maintenu dans les populations 

migrantes et chez leur descendance, ce qui permet d’exclure l’existence de phénomènes 
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Tableau 2 : Classification de Rai, d’après Rai et al., 1975 

22 %Lymphocytose + plaquettes < 100 
G/L. Les organomégalies et l’anémie 
peuvent être ou ne pas être présentes

Stade IVMauvais 
pronostic

26 %Lymphocytose  + Hb < 110 g/L. Les 
organomégalies peuvent être ou ne 
pas être présentes

Stade IIIMauvais 
pronostic

526 %Lymphocytose + hépato- ou 
splénomégalie. Les adénopathies 
peuvent ne pas être présentes

Stade IIPronostic 
intermédiaire

935 %Lymphocytose + adénopathiesStade IPronostic 
intermédiaire

> 1031 %Lymphocytose > 4 G/LStade 0Bon pronostic

Survie médiane
(années)

Pourcentage des maladesCritères de définitionStadePronostic

22 %Lymphocytose + plaquettes < 100 
G/L. Les organomégalies et l’anémie 
peuvent être ou ne pas être présentes

Stade IVMauvais 
pronostic

26 %Lymphocytose  + Hb < 110 g/L. Les 
organomégalies peuvent être ou ne 
pas être présentes

Stade IIIMauvais 
pronostic

526 %Lymphocytose + hépato- ou 
splénomégalie. Les adénopathies 
peuvent ne pas être présentes

Stade IIPronostic 
intermédiaire

935 %Lymphocytose + adénopathiesStade IPronostic 
intermédiaire

> 1031 %Lymphocytose > 4 G/LStade 0Bon pronostic

Survie médiane
(années)

Pourcentage des maladesCritères de définitionStadePronostic

 

 

 

 

 

Tableau 3 : Classification de Binet, d’après Binet et al., 1981 

 

27 %Lymphocytose > 4 G/L 
Hémoglobine < 100 g/L et/ou plaquettes < 100 
G/L, quel que soit le nombre d’aires 
lymphoïdes atteintes.

Stade C
Mauvais pronostic

530 %Lymphocytose > 4 G/L 
Hb > 100 g/L
Plaquettes > 100 G/L
Atteintes d’au moins trois aires lymphoïdes 

Stade B
Pronostic intermédiaire

> 1063 %Lymphocytose > 4 G/L 
Hb > 100 g/L
Plaquettes > 100 G/L
Moins de 3 aires lymphoïdes atteintes(1)

Stade A
Bon pronostic

Survie médiane (années)Pourcentage 
des LLC

Critères de définition

27 %Lymphocytose > 4 G/L 
Hémoglobine < 100 g/L et/ou plaquettes < 100 
G/L, quel que soit le nombre d’aires 
lymphoïdes atteintes.

Stade C
Mauvais pronostic

530 %Lymphocytose > 4 G/L 
Hb > 100 g/L
Plaquettes > 100 G/L
Atteintes d’au moins trois aires lymphoïdes 

Stade B
Pronostic intermédiaire

> 1063 %Lymphocytose > 4 G/L 
Hb > 100 g/L
Plaquettes > 100 G/L
Moins de 3 aires lymphoïdes atteintes(1)

Stade A
Bon pronostic

Survie médiane (années)Pourcentage 
des LLC

Critères de définition

 
 (1)Les aires lymphoïdes considérées sont cervicales, axillaires, inguinales (uni- ou bilatérales), la rate et le foie 
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environnementaux ayant un effet sur les prédispositions génétiques [Boggs et al., 1987]. 

 De plus, des études épidémiologiques montrent l’existence, dans 5 à 10 % des cas, de 

prédispositions familiales [Yuille et al., 2000], avec au moins deux individus affectés dans 

une même famille. Le risque de développer la LLC est 2 à 7 fois plus important dans ce cas, 

comparé à la population générale [Capalbo et al., 2000]. Cette prédisposition familiale est 

accompagnée par ce que l’on appelle un phénomène d’anticipation [Wiernik et al., 2001], 

c'est-à-dire une apparition précoce de la maladie et une évolution plus sévère pour les 

descendants des patients atteints de LLC. 

 Les polymorphismes génomiques pourraient également intervenir comme facteurs de 

susceptibilité à la LLC ; on peut citer par exemple un polymorphisme du promoteur du gène 

MDM2 parmi la population chinoise [Dong et al., 2012]. 

 

1.4. Facteurs de pronostic : ARTICLE 1 en Annexe 

1.4.1. Classifications clinico-biologiques 

Le pronostic de la LLC a pendant longtemps été considéré comme imprévisible, car 

la survie de certains patients ne semblait pas raccourcie par l’affection, alors que pour 

d’autres, le décès survenait en quelques mois. Rai, en 1975, a publié une classification 

pronostique en cinq stades, très utilisée aux Etats-Unis (Tableau 2). Binet a ensuite proposé 

en 1981 une classification en 3 stades, largement utilisée en Europe car mieux adaptée à la 

réalisation d’essais thérapeutiques (Tableau 3). 

Les classifications clinico-biologiques discriminent très bien les formes graves de la 

maladie. Les patients asymptomatiques (stades A voire stades B indolents) bénéficient d’une 

surveillance attentive et d’une abstention thérapeutique en l’absence de signe d’évolutivité ; à 

l’inverse, les patients en stades B/C ou présentant une maladie active bénéficient 

généralement de la mise en route d’un traitement [Hallek et al., 2008]. 

Néanmoins, parmi les stades A qui représentent à l’heure actuelle 65% à 70% des 

cas, au moins 50% des patients vont rester stables pendant plusieurs années en abstention 

thérapeutique, alors que d’autres vont évoluer en stades B ou C. Pour tenter de prédire cette 

évolution, divers facteurs pronostiques complémentaires ont été décrits : certains sont 

reconnus, d’autre en cours d’évaluation. Parmi les facteurs de pronostic reconnus, les 

marqueurs biologiques classiques sont généralement distingués des marqueurs plus 

récemment rapportés. 
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Tableau 4 : Principaux facteurs de pronostic de la LLC 

 

PositiveNégativeZAP-70

Non mutés (homologie>98%)Mutés (homologie≤98%)IgVH

> 20%≤ 20%CD38

del(11q)
del(17p)

translocations
anomalies complexes

Normale
del(13q) isolée

Cytogénétique

Nouveaux

ElevésNormauxMarqueurs sériques (β2-microglobuline, LDH, TDK, CD23)

≤ 12 mois> 12 moisTemps de doublement de la lymphocytose

> 10%≤ 10%Pro-lymphocytes dans le sang (%)

diffuseNon diffuseInfiltration de la moelle osseuse

B, C
A’’

A
A’

Stade selon Binet
Sous-classification du stade A

Classiques

Pronostic DéfavorablePronostic FavorableParamètres

PositiveNégativeZAP-70

Non mutés (homologie>98%)Mutés (homologie≤98%)IgVH

> 20%≤ 20%CD38

del(11q)
del(17p)

translocations
anomalies complexes

Normale
del(13q) isolée

Cytogénétique

Nouveaux

ElevésNormauxMarqueurs sériques (β2-microglobuline, LDH, TDK, CD23)

≤ 12 mois> 12 moisTemps de doublement de la lymphocytose

> 10%≤ 10%Pro-lymphocytes dans le sang (%)

diffuseNon diffuseInfiltration de la moelle osseuse

B, C
A’’

A
A’

Stade selon Binet
Sous-classification du stade A

Classiques

Pronostic DéfavorablePronostic FavorableParamètres

 
 

 

 

 

 

Tableau 5 : Sous-classification des stades A, Groupe Coopérateur Français sur la LLC, 1987 

 

714 %Stade A avec lymphocytose > 30 G/L 
et/ou Hb < 120 g/L

> 10(1)49 %Stade A avec lymphocytose ≤ 30 G/L et 
Hb ≥ 120 g/L

Survie médiane (années)Pourcentage des LLCCritère de définition

714 %Stade A avec lymphocytose > 30 G/L 
et/ou Hb < 120 g/L

> 10(1)49 %Stade A avec lymphocytose ≤ 30 G/L et 
Hb ≥ 120 g/L

Survie médiane (années)Pourcentage des LLCCritère de définition

 

(1)Survie à 10 ans : 56 % 
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1.4.2. Marqueurs biologiques classiques 

 Cette catégorie, constituée de marqueurs pronostiques décrits dans les années 80-

90 (Tableau 4), comprend les sous-groupes A’ et A’’ [Groupe Coopérateur Français sur la 

LLC, 1987, Tableau 5], le temps de doublement de la lymphocytose, [Montserrat et al., 

1986], l’aspect cytologique des lymphocytes, et surtout le pourcentage de prolymphocytes, 

[Melo et al., 1987], l’aspect de l’envahissement de la biopsie médullaire, [Raphael et al., 

1988], les taux sériques de LDH, β2Microglobuline (β2M), CD23 sériques et thymidine 

kinase (TK) [Di Giovanni, et al., 1989 ; Molica et al., 1999 ; Sarfati et al., 1996 ; Hallek et 

al., 1999].  

 Les taux de β2M et de LDH reflètent la masse tumorale, alors que le temps de 

doublement de la lymphocytose et le taux de thymidine kinase traduisent le potentiel 

prolifératif de la maladie. A ce titre, le temps de doublement de la lymphocytose reste un 

marqueur de prolifération très utilisé en clinique ; en effet, un temps de doublement inférieur 

à 6 mois traduit l’évolutivité de la pathologie et constitue un critère de traitement selon les 

critères de l’IWCLL [Hallek et al., 2008]. Pepper et al. a récemment étudié l’impact des 

différents marqueurs du pronostic dans une large cohorte de patients en stade A (n=1154) : le 

temps de doublement demeure l’indicateur le plus puissant de la survie sans traitement en 

analyses uni- et multivariée (vs IGVH, CD38, ZAP70 et âge au diagnostic) [Pepper et al., 

2012].  

Néanmoins, ces marqueurs biologiques restent le reflet d’une situation évoluée ou 

évolutive et constituent des informations rétrospectives qui ne sont pas prédictives de 

l’évolutivité de la maladie. 

 

1.4.3. Marqueurs biologiques récents 

A partir des années 2000, de nouveaux facteurs de pronostic ont été rapportés 

(Tableau 4) en se basant sur la physiopathologie de la maladie. 

 Ainsi la présence ou l’absence de mutations somatiques dans les régions variables des 

gènes des chaînes lourdes des immunoglobulines (IgVH) [Hamblin et al., 1999 ; Damle et al., 

1999] ont été décrites comme marqueur prédictif majeur de l’évolution de la LLC. Ces 

mutations constituent un phénomène physiologique au cours de la différenciation des 

lymphocytes B ; elles surviennent dans les centres germinatifs des organes lymphoïdes 

secondaires dans le but d’obtenir une meilleure affinité de l’anticorps pour l’antigène. Ainsi, 
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la présence ou l’absence de mutations somatiques des gènes des immunoglobulines suggère 

que la transformation maligne pourrait survenir à différents stades de développement du 

lymphocyte B : les LLC exprimant des immunoglobulines non mutées correspondraient à la 

transformation maligne d’une cellule B naïve, n’ayant pas transité par le centre germinatif, 

alors que les LLC exprimant des immunoglobulines mutées correspondraient à la 

transformation maligne d’une cellule B mémoire ayant traversé le centre germinatif. [Damle 

et al., 1999 ; Hamblin et al., 1999]. Ce marqueur présente l’intérêt d’être stable au cours de 

l’évolution. Il est à noter que certains gènes IgVH semblent échapper à la classification 

mutée/non mutée et confèrent leur propre valeur pronostique. C’est le cas notamment du gène 

IgVH 3-21 dont la présence est défavorable, indépendamment du pourcentage d’homologie 

[Tobin et al., 2002]. Cependant, les difficultés techniques ne rendent pas accessible cette 

analyse en routine et des marqueurs de substitution ont été proposés, notamment l’expression 

membranaire de CD38 et l’expression cytoplasmique de ZAP-70. 

L’expression de CD38, qui permet de distinguer les cellules naïves des cellules 

mémoires, a initialement été rapportée comme inversement corrélée au stade mutationnel des 

IgVH, [Damle et al., 1999 ; Hamblin et al., 1999]. Cependant, il a par la suite été démontré 

que l’expression de CD38 ne constitue pas un marqueur de substitution mais un marqueur 

pronostique indépendant du statut mutationnel des IgVH [Ibrahim et al., 2001 ; Hamblin et al., 

2002]. 

Les puces d’expression ont mis en lumière l’expression différentielle de ZAP-70 –une 

tyrosine kinase normalement exprimée dans les cellules T- au cours des LLC mutées et non 

mutées [Rosenwald et al., 2001]. En effet, l’expression de ZAP-70 est induite par le BCR, 

dont la signalisation est active au cours des LLC naïves, ce qui semble contribuer à 

l’évolution plus agressive de ces patients [Chen et al., 2002]. Il a été confirmé 

secondairement que cette expression est fortement corrélée à l’absence de mutation des IgVH, 

alors que les LLC mutées n’expriment pas ZAP-70, ce qui permet de discriminer patients 

mutés et non mutés [Crespo et al., 2003 ; Wiestner et al., 2003 ; Orchard et al., 2004] ; 

l’utilisation de ce marqueur comme substitut au statut IgVH est cependant limitée par les 

difficultés de standardisation de la technique de cytométrie en flux, en particulier le problème 

du cut-off qui varie selon les publications. L’expression de ZAP-70 est par ailleurs corrélée à 

la progression de la maladie, à la survie et à la nécessité d’un traitement ; elle constitue à ce 

titre un marqueur pronostique indépendant puissant [Crespo et al., 2003 ; Wiestner et al., 

2003 ; Rassenti et al., 2004]. 
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 Enfin, les aberrations génomiques, correspondant aux anomalies cytogénétiques 

récurrentes et à la présence de mutations somatiques, ont également fait la preuve de leur 

impact prédictif puissant et indépendant. L’inactivation de TP53 -par délétion 17p ou par 

survenue d’une mutation- est le marqueur pronostique le plus puissant à l’heure actuelle ; 

cette anomalie s’accompagne d’une résistance aux chimiothérapies à base de fludarabine et 

d’alkylants et tient de fait une place particulière dans la prise en charge des patients. 

L’ensemble des anomalies génomiques et leur valeur pronostique sera détaillé ci-dessous 

(Données bibliographiques - Chapitre 5). 

 

1.4.4. Evaluation de la Maladie Résiduelle (MRD) 

L’éradication complète de la LLC est l’objectif du traitement. Néanmoins, la 

cytométrie en flux multicouleur et la qRT-PCR ont démontré que la plupart des patients qui 

atteignent une réponse complète selon les critères IWCLL présente toujours une maladie 

résiduelle détectable. En pratique, la MRD, généralement déterminée par cytométrie en flux, 

est un marqueur prédictif de la survie globale (OS) et de la survie sans progression (PFS) 

dans la LLC. En effet, un faible niveau de maladie résiduelle pendant et après traitement a été 

associé avec une PFS et une OS prolongées (PFS médiane de 68 mois si MRD < 10-4 versus 

15 mois si MRD ≥ 10-2) [Böttcher et al., 2012]. Ce marqueur constitue donc un outil 

d’évaluation de l’efficacité thérapeutique au cours des protocoles de recherche clinique. 

 

1.4.5. Facteurs pronostiques en cours d’évaluation 

Divers autres facteurs du pronostic corrélés au statut mutationnel ont été proposés, mais 

leur impact clinique nécessite d’être validé par des travaux complémentaires, notamment dans 

le cadre d’études prospectives. 

Ainsi, l’expression de la sous-unité catalytique de la télomérase (hTERT), déterminée 

par RT-PCR quantitative, permet de discriminer les LLC mutées des LLC non mutées dans 

89% des cas, aussi bien parmi les patients tous stades confondus que parmi les stades A 

(résultats obtenus sur une série de 115 patients) [Tchirkov et al., 2004]. La longueur des 

télomères, évaluée par PCR quantitative en temps réel, est également un facteur de pronostic 

qui, utilisé en combinaison avec le statut mutationnel des IgVH, permet d’identifier deux 

groupes de patients parmi les patients mutés, l’un avec des télomères plus longs et une survie 

plus favorable et l’autre avec des télomères raccourcis et une évolution défavorable 

[Grabowski et al., 2005]. 
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Figure 1 : Association des marqueurs prédictifs d’évolutivité dans la LLC selon le statut  
IgVH (non muté versus muté) 

 

IGVH 
non 
muté

IGVH 
muté

Survie médiane

8-10 ans

CD38+

ZAP70+

TP53 muté

Cytogénétique défavorable

del(11q)/del(17p)

Cytogénétique favorable

del(13q)

CD38-

ZAP70-

TP53 non muté

Survie médiane

25 ans

IGVH 
non 
muté

IGVH 
muté

Survie médiane

8-10 ans

CD38+

ZAP70+

TP53 muté

Cytogénétique défavorable

del(11q)/del(17p)

Cytogénétique favorable

del(13q)

CD38-

ZAP70-

TP53 non muté

Survie médiane

25 ans
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 Une expression élevée de l’ARN messager du gène AID (Activation-Induced cytidine 

Deaminase) est associée à l’absence de mutation des gènes des IgVH et à la présence 

d’anomalies cytogénétiques péjoratives [Heintel et al., 2004]. Des observations similaires ont 

été rapportées pour les gènes LPL (Lipoprotéine Lipase A) et ADAM29 (A Disintegrin And 

Metalloproteinase 29), qui ne sont pas exprimés par les lymphocytes normaux et peuvent à ce 

titre être évalués par RT-PCR quantitative [Oppezzo et al., 2005]. 

L’augmentation de l’expression du gène CLLU1 est corrélée au statut IgVH non muté, à 

l’expression de ZAP-70 et de CD38, et à l’absence de délétion 13q ; elle est associée à une 

PFS et une OS raccourcie [Gonzales et al., 2010]. 

Une relation directe entre le niveau plasmatique de la thrombopoïétine (TPO) et des 

gènes IgVH non mutés a également été rapportée [Koller et al., 2006]. 

Un niveau sérique élevé de VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), déterminé par 

ELISA, serait prédictif du risque de progression des formes précoces de LLC [Molica et al. 

1999]; par ailleurs il existe une corrélation positive entre le niveau de VEGF circulant et 

l’expression de ZAP-70, l’expression de CD38 et le statut mutationnel des IgVH [Molica et 

al., 2007]. 

TCL-1 est un proto-oncogène et un modulateur d’AKT exprimé différentiellement au 

cours de la LLC. Des niveaux élevés de TCL-1 ont été fortement associés à des 

caractéristiques d’agressivité de la maladie, comme un stade clinique avancé et un temsps de 

doublement de la lymphocytose court [Herling et al., 2009]. Une expression forte de TCL-1 

est également un prédicteur indépendant d’une survie sans progression raccourcie, quel que 

soit le traitement administré, particulièrement pour les tumeurs ZAP-70+. 

 

1.4.6. Place dans la prise en charge thérapeutique 

 En définitive, les marqueurs du pronostic de la LLC sont très nombreux, et la revue de 

la littérature ci-dessus n’est pas exhaustive, mais aucun n’est univoque et ne permet à lui seul 

d’appréhender l’évolutivité de la pathologie. La Figure 1 résume l’association des marqueurs 

prédictifs majeurs entre eux en fonction du statut IgVH. 
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NGIPossibleAbdominal ultrasound

NGINGIMRI, lymphangiogram, gallium scan, PET scans
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Tableau 6 : Place de l’étude des marqueurs du pronostic lors de la prise en charge 
thérapeutique, recommandations de l’IWCLL d’après Hallek et al., 2008 
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 L’évaluation de l’ensemble des marqueurs du pronostic décrits précédemment n’est 

pas réalisée en routine, du fait du coût et de la difficulté technique de certaines analyses, 

notamment de l’étude du statut IgVH. Le Tableau 6 (d’après Hallek et al., 2008) indique la 

place de chaque examen lors de la prise en charge thérapeutique, en routine ou au cours d’un 

essai clinique. Depuis ces recommandations IWCLL, datant de 2008, la recherche de délétion 

17p est devenue indispensable avant toute décision thérapeutique, aussi bien en recherche 

qu’en routine. De la même façon, l’étude des mutations de TP53 devient incontournable dans 

les protocoles de recherche. 

 

1.5. Principes de traitement 

Pour les formes précoces (stades A et « petits » stades B), l’abstention thérapeutique 

et la surveillance attentive est de mise. 

Chez certains patients, l’accumulation progressive des cellules tumorales entraîne une 

hyperleucocytose parfois très importante, l’apparition d’adénopathies, de splénomégalie, 

d’une insuffisance médullaire et de cytopénies. Les infections récurrentes sont fréquentes. 

Des cytopénies auto-immunes peuvent également survenir. En cas de progression de la 

maladie, se traduisant par la présence d’un syndrome tumoral significatif et/ou de cytopénies, 

un traitement sera entrepris, en fonction de l’état général du patient. Les caractéristiques 

cliniques et biologiques conduisant à la mise en route d’un traitement ont été clairement 

définies en 2008 par l’IWCLL [Hallek et al., 2008]. 

Les options thérapeutiques sont en nombre croissant. Néanmoins, la chimiothérapie ne 

permet pas d’obtenir une guérison définitive à l’heure actuelle. La fludarabine, une drogue de 

la classe des analogues des purines, assure l’obtention de taux de réponse plus élevés et de 

survie sans progression (PFS) plus prolongée que les alkylants [Rai et al., 2000]. La 

combinaison de fludarabine et de cyclophosphamide (FC) en première ligne permet 

d’augmenter le taux de réponse ainsi que la PFS [O'Brien et al., 2001 ; Hallek et al., 2001; 

Eichhorst et al., 2006]. La triple association rituximab-fludarabine-cyclophosphamide (RFC) 

est supérieure à FC et augmente considérablement le taux de réponse complète (44% avec 

RFC vs 22% avec FC), le nombre de patients ayant une maladie résiduelle minime et la PFS à 

3 ans (65% avec RFC vs 45%) [Hallek et al., 2010]. Ce traitement par RFC est actuellement 

le traitement de référence en première ligne pour des patients à l’état général conservé, sans 

altération de la fonction p53. 
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A la rechute, après la première ligne ou les suivantes, l’évolution dépendra de 

différents facteurs. L’un des éléments déterminants est l’état général du patient, compte tenu 

de la morbidité et de la mortalité des phénomères infectieux. Les patients altérés seront traités 

de façon plus prudente, avec adaptation de doses. Pour les patients en bon état général, 

l’utilisation de traitement plus efficaces, mais également plus toxiques, pourra être proposée, 

afin d’obtenir la meilleure réponse possible. Le nombre et le type des lignes de traitement 

précédents, tout comme la qualité et la durée des réponses obtenues, ont également une valeur 

pronostique majeure. Les patients rechutant dans les 2 ans (voire dans les 3 ans) après une 

première ligne contenant de la fludarabine présentent des réponses de mauvaise qualité en 

deuxième ligne ainsi qu’une survie raccourcie [Keating et al., 2009]. L’absence de réponse ou 

la rechute dans les 6 mois suivant un traitement contenant de la fludarabine définit le statut 

réfractaire à la fludarabine, associé à un pronostic très péjoratif et une OS de l’ordre de 10 

mois [Keating et al., 2002 (a)]. La taille des adénopathies est également importante, car 

certains traitements sont moins efficaces en cas de forte masse tumorale, comme l’allogreffe 

ou les anticorps monoclonaux, en particulier l’alemtuzumab [Keating et al., 2002 (b) ; Sorror 

et al., 2008]. Enfin, la présence d’une anomalie de TP53 (délétion et/ou mutation) est une 

information cruciale avant le choix thérapeutique. 
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Figure 2 : A/ Origine cellulaire des lymphomes à cellules B ; B/ Un modèle pour l’origine 
cellulaire de la LLC (d’après Klein et al., 2010) 
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2. PHYSIOPATHOLOGIE DE LA LLC 

_______________________________________ 

 

2.1. Origine cellulaire de la LLC 

 En se fondant sur les caractéristiques cytologiques et phénotypiques des lymphocytes 

de LLC, cette hémopathie a longtemps été considérée comme dérivant d'un lymphocyte B 

naïf au repos. L’immunophénotype des lymphocytes de LLC est néanmoins différent de 

celui de toute cellule B normale. 

 Une avancée majeure dans la compréhension de la LLC est survenue en 1999, quand 

différentes équipes ont indépendamment démontré que le taux de mutations somatiques dans 

les gènes des domaines variables des chaînes lourdes des immunoglobulines (IgVH) 

permettait de subdiviser la maladie en deux groupes distincts ayant des évolutions cliniques 

différentes [Hamblin et al., 1999 ; Damle et al., 1999]. La LLC n’apparaît alors plus comme 

une entité unique mais comme l’association dans une même entité nosologique de deux sous-

types de maladies dérivant d’une cellule à des stades de maturation différents. Les LLC 

mutées (~50%) pour les IgVH dériveraient d’une cellule dont l’origine est centro-germinative 

ou post-centre germinatif tandis que les LLC non mutées (~50%) proviendraient d'une cellule 

naïve d’origine pré-centre germinatif ou indépendante du centre germinatif. Cette dichotomie 

constitue une particularité au sein des hémopathies lymphoïdes B, car la plupart des 

lymphomes présentent des IgVH mutés, indiquant que la cellule transformée appartient au 

centre germinatif ou a transité par cet environnement (à l’exception des lymphomes du 

manteau qui comportent seulement 20% de patients mutés) (Figure 2A) [Küppers et al., 

1999]. 

 Les études de profil d’expression globale démontrent que les LLC présentent pourtant 

un profil homogène, quel que soit leur statut mutationnel, suggérant malgré tout l’existence 

d’un précurseur cellulaire commun [Klein et al., 2001 ; Rosenwald et al., 2001]. Ces 

analyses révèlent également que ce profil d’expression est proche de celui de cellules B 

ayant expérimenté l’antigène, ce qui inclut les cellules B mémoires classiques et les cellules 

B de la zone marginale, qui peuvent être somatiquement mutées ou non. 

 Au total, un des modèles proposé pour l’origine cellulaire de la LLC est schématisé 

Figure 2B. Les cellules B naïves peuvent être entraînées dans une réponse immunitaire T-

dépendante (avec hypermutation des IgVH dans le centre germinatif) ou T-indépendante (sans  
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hypermutation des IgVH). Selon l’achèvement des réponses, la cellule se différencie en cellule 

B de la zone marginale ou en cellule B mémoire. Sous l’effet d’une stimulation antigénique 

chronique, la cellule reste activée et acquiert avec le temps des altérations génétiques menant 

à la survenue d’un clone phénotypement anormal (MBL), puis à la transformation 

oncogénique. 

 

2-2. Rôle de la stimulation antigénique du BCR 

 Plusieurs constatations, issues de l’analyse de la structure des IgVH, plaident 

clairement en faveur d’une cellule originelle ayant expérimenté l’antigène et étayent le rôle 

fort de l’antigène dans la physiopathologie de la LLC. 

 Tout d’abord, l'expression du répertoire des gènes des immunoglobulines des cellules 

de LLC est biaisée et se distingue du répertoire des cellules B normales par une utilisation 

préférentielle de certains gènes IgVH : certains gènes (par exemple IgVH 1-69) sont 

préférentiellement utilisés dans les réarrangements non mutés, alors que d'autres gènes (par 

exemple IgVH 4-34) sont plus fréquents dans les réarrangements mutés [Stevenson & 

Caligaris-Cappio, 2004]. Par ailleurs, certains patients présentent une très forte similarité de 

leurs BCR, dit « stéréotypés », qui utilisent les mêmes gènes dans leur réarrangement et 

possèdent, de plus, un CDR3 quasiment identique [Tobin et al., 2003]. En considérant les 

événements combinatoires qui se déroulent lors de la synthèse des immunoglobulines 

(réarrangement V D J), ajoutés aux mécanismes de diversité des immunoglobulines 

(hypermutation somatique, N-diversité et commutation de classe), la probabilité d'avoir deux 

clones de cellules B indépendants qui exprimeraient à leur surface des récepteurs d'antigènes 

identiques est pratiquement nulle. La restriction très importante des possibilités de diversité 

du BCR (jusqu’à 1% de BCR identiques) est donc en faveur de l'hypothèse de l'intervention 

d'un nombre limité d'anticorps dans la leucémogénèse et suggère que la liaison entre un 

antigène et un récepteur peut faire une différence en termes de pathogenèse de la maladie, de 

présentation clinique et, par conséquent, de pronostic [Laoutaris et al., 2008]. 

 La nature de ces antigènes reste à ce jour encore inconnue, mais on peut émettre 

l'hypothèse que des virus latents ou des bactéries commensales activent répétitivement des 

clones de cellules B. La LLC serait dans ce cas la conséquence directe ou indirecte 

d'infections spécifiques et serait entretenue par celles-ci d'une manière semblable à ce qui a 

été décrit pour les lymphomes gastriques qui évoluent en réponse à Helicobacter pylori 

[Cavalli et al., 2001]. D'autre part, des antigènes environnementaux ou des auto-antigènes 
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Figure 3 : Rôle promoteur de la stimulation antigénique et des signaux transmis par le 
microenvironnement, d’après Chiorazzi et al., 2005 
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pourraient entraîner une expansion clonale, car les cellules de LLC ont fréquemment des 

récepteurs polyréactifs qui lient de multiples antigènes, incluant les autoantigènes, ce qui 

permet leur stimulation simultanée par des auto-antigènes et des antigènes microbiens 

[Chiorazzi et al., 2005]. De plus, étant donné qu’un « signaling » constitutif faible existe dans 

les cellules B normales via le BCR, l’antigène pourrait ne pas être nécessaire à la persistance 

ultérieure de l’expansion clonale ; une stimulation indépendante peut survenir à travers le 

BCR. Néanmoins, le BCR doit propager un signal efficace vers le noyau pour que la 

stimulation antigénique permette l’expansion clonale : cette capacité varie d’un sous-groupe 

de LLC à l’autre et survient majoritairement dans les LLC non mutées. 

 Une fois la transduction du signal initiée par le BCR, la cellule va soit progresser dans 

le cycle cellulaire soit mourir. La stimulation par une IgM à la surface des cellules de LLC 

peut entraîner ou inhiber l'apoptose (Figure 3), tandis que la stimulation par une IgD de 

surface inhibe invariablement l'apoptose [Bernal  et al., 2001 ; Zupo et al., 2002], si bien que 

l'évolution de chaque cellule de LLC dépend de la balance entre ces signaux. Il a été 

également démontré qu’un signal soutenu via le BCR induit l’expression de MCL1 et 

favorise la survie cellulaire [Petlickovski et al., 2005].  

 Au total, la stimulation antigénique du BCR, en parallèle avec les interactions des 

cellules accessoires et des cytokines, est un facteur de promotion entraînant la 

prolifération des cellules de LLC et permettant d’éviter la mort cellulaire.  

 

 La signalisation du BCR s’accompagne d’une signature génomique forte au cours de 

la LLC, bien différente des autres hémopathies lymphoïdes [Klein et al., 2001] ; cette 

signature comporte notamment l’inactivation de voies de l’apoptose. 

 Quelques centaines de gènes sont cependant exprimés différemment entre les 2 formes 

mutées et non mutées [Rosenwald et al., 2001]. Parmi ceux-ci, les gènes d’activation B sont 

les plus discriminants. L'expression du gène ZAP-70 est en particulier très fortement 

corrélée à l'absence de mutations des gènes IgVH [Wiestner et al., 2003]. Cette tyrosine 

kinase, membre de la famille SYK, était connue comme essentielle à la signalisation des 

cellules T et NK, mais rare dans les cellules B normales ; il s’est avéré ensuite que ZAP-70 

est exprimée dans une partie des LLC, où cette kinase potentialise la signalisation du BCR et 

semble impliquée dans le maintien du BCR à la membrane. 
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Figure 4 : Représentation schématique des 2 voies de l’apoptose, d’après Chiorazzi et al., 2005 
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 Enfin, il faut noter qu’une activation cellulaire répétée peut entraîner une érosion 

significative des télomères [Martens et al., 2002]. Dans les cellules B normales, l’activation 

de la télomérase, médiée par le BCR, permet de contrer ce phénomène et d’assurer la 

longévité des cellules [Igarashi et al., 1997]. Dans les cellules de LLC non mutées pour les 

IgVH, l’activation du BCR indépendante des cellules T augmente effectivement l’activité de 

la télomérase et la survie cellulaire de façon évidente, même en l’absence de prolifération 

cellulaire majeure ; ce phénomène n’est par contre pas mis en évidence dans les cellules de 

LLC mutées [Damle et al., 2012]. Ceci souligne que la qualité de l’antigène (valence, 

affinité) peut déterminer la longévité cellulaire dans la LLC ; ces résultats suggèrent 

également que d’autres interactions stimulant le BCR (dépendantes des cellules T par 

exemple) pourraient permettre la régulation positive de la télomérase dans les LLC mutées. 

 

2.3. Résistance à l’apoptose 

2.3.1. Voies de l’apoptose 

Il est communément admis que la LLC se caractérise par une dysrégulation de 

l’apoptose conduisant à une accumulation de cellules. 

 De façon générale, il existe deux voies principales d’apoptose (Figure 4) convergeant 

sur les caspases qui représentent les effecteurs clés de l’exécution de la cascade apoptotique. 

La voie intrinsèque est activée par un large spectre de signaux tels les drogues cytotoxiques, 

l’irradiation, la privation de facteurs de croissance et les stress cellulaires. Elle implique la 

libération de protéines mitochondriales, en particulier le cytochrome c qui va s’unir à la 

protéine cytosolique APAF-1, l’ensemble provoquant une cascade d’activation de caspases, 

de la caspase 9 jusqu’à la caspase effectrice, la caspase 3, aboutissant ainsi aux changements 

morphologiques et biochimiques qui définissent l’apoptose. La voie extrinsèque est activée 

par des récepteurs de mort, membres de la famille TNF, présents à la surface cellulaire et 

possédant un domaine de mort commun intracytoplasmique (DD). Ces récepteurs, dont le 

plus connu est la molécule FAS (CD95), déclenchent directement la cascade des caspases à 

partir de la caspase 8 qui va se lier à la protéine FA (DD) et entraîner l’apoptose. Dans la 

LLC, c’est essentiellement l’activation de la caspase 9 qui est en cause, c’est-à-dire la voie 

intrinsèque de l’apoptose. 
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Figure 5 : Représentation schématique de la structure des molécules de la famille BCL2 
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 2.3.2. Membres de la famille BCL2 

 Les molécules de la famille BCL2 peuvent agir comme des activateurs ou des 

inhibiteurs de l’apoptose. Elles sont caractérisées par la présence de 1 à 4 séquences courtes 

comportant moins de 20 acides aminés, appelés domaines BH (BCL2 homologie). Plus de 20 

membres ont été identifiés et sont classés en 3 sous-familles (Figure 5) : le sous-groupe 

antiapoptotique, comportant BCL2, BCLXL et MCL1 qui contiennent 4 domaines BH (BH1-

BH4) ; le groupe des protéines pro-apoptotiques telles que BAX, BAK et BOK contenant 3 

domaines BH (BH1-BH3) ; le troisième groupe de protéines pro-apoptotiques telles que BIM, 

BAD et BID contenant seulement un domaine BH3. C’est l’expression relative de l’activité 

de ces protéines de la famille BCL2 qui va déterminer de façon critique la sensibilité à 

l’apoptose. La coordination de ces fonctions n’est pas clairement connue mais une cible clé 

apparaît être la libération par la mitochondrie du cytochrome c et par là, l’activation de la 

cascade des caspases [Packham et al., 2005]. 

Dans la LLC, les mécanismes moléculaires de régulation de l’apoptose ne sont que 

partiellement compris, mais l’importance des protéines pro et anti-apoptotiques de la famille 

BCL2 est reconnue. En effet, plusieurs études ont mis en évidence un niveau élevé de la 

protéine anti-apoptotique BCL2 par rapport à la protéine pro-apoptotique BAX, les ratios 

BCL2/BAX élevés étant souvent corrélés avec une maladie agressive ou une mauvaise 

réponse au traitement [Pepper et al., 1996 ; Kitada et al., 1998 ; Saxena et al., 2004]. Une 

hypométhylation du promoteur du gène BCL2 a longtemps été considérée comme étant à 

l’origine de la surexpression de BCL2 [Hanada et al., 1993]. Cependant, il a été ensuite 

démontré que miR-15a et miR-16-1 sont délétés ou sous-exprimés dans la majorité des LLC, 

ces 2 micro-ARN étant connus pour réguler négativement l’expression de BCL2 au niveau 

post-traductionnel [Cimmino et al., 2005]. D’autre part, l’antigène CD38, associé aux LLC 

agressives, module la signalisation intracellulaire et entraîne une augmentation d’expression 

de BCL2 et une inhibition de l’apoptose [Lin et al., 2002]. 

Par la suite, le gène MCL1 (Myeloid Cell Leukemia-1), un membre anti-

apoptotique de la famille BCL2, a été reconnu comme impliqué dans la régulation de 

l’apoptose au cours de la LLC : les données de la littérature concernant MCL1 sont 

développées ci-dessous (Données Bibliographiques - Chapitre 3). 

 Enfin, il est important de considérer que d'autres régulateurs classiques de 

l'apoptose, tels p53 et ATM, sont également fréquemment altérés dans les cellules 

leucémiques (Données Bibliographiques - Chapitre 5). 
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2.3.3. Apoptose chimio-induite 

 En dépit d’options thérapeutiques efficaces, la rechute après chimiothérapie 

conventionnelle est caractéristique de la LLC, ce qui en fait un modèle de résistance à 

l’apoptose chimio-induite. Ces mécanismes de chimiorésistance ne sont que partiellement 

compris. L’un des phénomènes documentés est l’inactivation de la voie p53 qui entraîne une 

résistance à la chimiothérapie conventionnelle, en particulier la fludarabine et les alkylants. 

Les altérations d’autres membres de la voie p53, incluant ATM et mir-34a, peuvent 

également induire une chimiorésistance [Zenz et al., 2009]. Le rôle de la surexpression de 

protéines anti-apoptotiques de la famille BCL2, comme BAX et BFL-1, a également été 

suggéré [Bosanquet et al., 2002 ; Olsson et al., 2007]. Enfin, il a été démontré que la présence 

de cellules stromales confère une résistance au nouvel inhibiteur de BCLXL et BCL2A1 

(nommé ABT-737), soulignant le rôle du microenvironnement [Vogler et al., 2009]. 

 

2.4. Rôle du microenvironnement 

 Les signaux délivrés par des facteurs solubles ou par des contacts directs de cellule 

à cellule, qui peuvent survenir parallèlement ou non à la stimulation du BCR, favorisent 

probablement la croissance des cellules B [Chiorazzi et al., 2005]. En effet, la résistance à 

l’apoptose in vivo, qui définit la maladie, et à l’inverse l’augmentation de l’apoptose 

spontanée lorsque les cellules sont cultivées ex vivo, impliquent que ces cellules ont perdu des 

facteurs nécessaires à leur survie. Ces interactions surviennent préférentiellement dans les 

pseudofollicules (centres de croissance ganglionnaires et médullaires), ce qui peut être mis en 

évidence par l’expression de Ki-67, marqueur des cellules en cycle, par les cellules 

leucémiques présentes dans ces sites. 

 Les cellules leucémiques possèdent à leur surface le récepteur de chemokine CXCR4 

(CD184), dont le ligand CXCL12, secrété par les cellules stromales de la moelle et les 

cellules nurse-like dérivées des monocytes du sang, leur permet d’échapper à l’apoptose par 

contact direct de cellule à cellule [Burger et al., 1999]. 

 De la même manière, l’interaction entre CD38 et son ligand naturel CD31, exprimé 

par les mêmes cellules du microenvironnement, favorise la croissance de la population 

leucémique, d’autant plus que le contact de ces deux molécules entraîne l’expression du 

récepteur CD100, une sémaphorine impliquée dans le maintien de la croissance cellulaire des 

cellules proliférantes [Deaglio et al., 2005 ; Deaglio et al., 2006]. 
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 Les cellules de LLC expriment aussi à leur surface le marqueur CD40 qui, sous 

l’action de son ligand spécifique CD40L/CD154, secrété par les cellules T CD4 activées, vont 

déclencher la synthèse de la survivine, molécule inhibitrice de l’apoptose. Ainsi, la 

stimulation de CD40, qui appartient à la famille des récepteurs du TNF, contribue à protéger 

les cellules de LLC de l’apoptose et à favoriser leur prolifération [Granziero et al., 2001]. 

 Un autre mécanisme de survie des cellules leucémiques qui a été proposé est 

l’ induction de MCL1 par les cellules folliculaires dendritiques via le marqueur CD44 

[Pedersen et al., 2001]. D’autres cytokines qui peuvent être augmentées dans la LLC 

contribuent à la survie et/ou la prolifération du clone leucémique, en particulier l’IL4, le 

VEGF, et un facteur de croissance spécifique des cellules B, APRIL [Ghia et al., 2005 ; 

Kern et al., 2004]. 

 

2.5. Prolifération 

 Outre un dysfonctionnement des mécanismes de l'apoptose observé chez tous les 

patients atteints de LLC, plusieurs constatations témoignent qu’il existe une part 

proliférative dans la population B leucémique. Celle-ci se traduit par la variabilité des 

présentations cliniques et l’hétérogénéité des marqueurs biologiques à valeur pronostique qui 

lui sont reliée : le temps de doublement de la lymphocytose, l’augmentation du taux sérique 

de la thymidine kinase et du CD23 soluble, la présence de marqueurs d’activation à la surface 

cellulaire, en particulier le CD38, et l’expression de la protéine ZAP-70. 

 Le compartiment prolifératif, localisé dans la moelle et dans les ganglions au sein des 

centres de prolifération ou pseudofollicules, a pu être mis en évidence et quantifié par des 

études in vivo utilisant en particulier des techniques de marquage avec l’eau deutériée (2H2O) 

[Messmer et al., 2005]. Ces études ont révélé que les cellules de LLC sont plus dynamiques 

que ce qui avait été initialement décrit. Le taux de croissance, compris entre 0,1% à plus de 

1% du clone par jour, conduit à évaluer que 109 à 1010 nouvelles cellules leucémiques sont 

fabriquées chaque jour pour un patient qui a approximativement 1012 cellules leucémiques ; 

ces taux de division cellulaire sont suffisants pour permettre l’apparition de nouveaux clones. 

Il existe donc une association entre le taux de croissance cellulaire et la progression de la 

maladie. Par conséquent, le temps de doublement de la lymphocytose est significatif 

cliniquement, car il reflète la capacité proliférative des cellules leucémiques, ainsi que leur 

potentiel à promouvoir la survenue de lésions de l’ADN [Montserrat et al., 1986 ; Pepper et 
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 al., 2012]. Ceci peut également expliquer pourquoi les télomères, qui raccourcissent à 

chaque division cellulaire, sont plus courts chez les patients appartenants aux sous-groupes de 

LLC avec des évolutions péjoratives [Roos et al., 2008]. 

 

2.6. Anomalies génétiques au cours de la LLC 

 2.6.1. Anomalies chromosomiques 

 Par comparaison avec les autres lymphomes B, les translocations réciproques 

équilibrées sont remarquablement rares au cours de la LLC [Döhner et al., 2000]. La LLC est 

à l’inverse caractérisée par des anomalies chromosomiques déséquilibrées, en particulier 

des délétions et des amplifications, dont les plus fréquentes sont les délétions 13q, 11q, 17p et 

la trisomie 12. Leurs caractéristiques cytogénétiques et conséquences physiopathologiques 

sont détaillées ci-dessous (Données Bibliographiques – Chapitre 5). 

 Le faible nombre de translocations réciproques équilibrées impliquant les locus 

des gènes des chaînes lourdes ou légères des gènes des immunoglobulines (Ig) suggère que la 

cellule originelle n’est pas centro-germinative, mais plutôt post-centre germinatif ou 

indépendante du centre germinatif, si bien qu’elle est préservée des phénomènes de 

remodelage des locus des gènes des immunoglobulines nécessaires aux hypermutations 

somatique et la commutation de classe, phénomènes qui favorisent les cassures doubles brins 

et les translocations chromosomiques impliquant les Ig [Klein et al., 2010]. A l’inverse, les 

aberrations génomiques conduisant à la transformation oncogénique semblent survenir après 

ces phénomènes, probablement durant la prolifération des cellules B induite par l’antigène 

(Figure 2). De la même façon, la leucémie à tricholeucocytes, dérivant elle-aussi des cellules 

B post-centre germinatif ayant expérimenté l’antigène, se distingue des autres 

lymphoproliférations B par l’absence de translocations réciproques équilibrées [Haglung et 

al., 1994]. 

 

2.6.2. Phénomènes mutationnels 

 Les hypermutations somatiques permettent physiologiquement la substitution 

nucléotidique dans les régions variables des gènes des immunoglobulines des cellules B du 

centre germinatif, afin d’augmenter l’affinité d’un anticorps pour un antigène spécifique. Des 

hypermutations somatiques aberrantes (ASHM) ont également été décrites : elles induisent 

des mutations multiples des séquences codantes de proto-oncogènes impliqués dans la 

lymphomagenèse, comme C-MYC ou PAX5. De façon intéressante, ces ASHM ne sont pas  
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observées au cours de la LLC, alors qu’elles constituent un mécanisme commun à l’origine 

des lésions génétiques des lymphomes B diffus à grandes cellules (DLBCL) [Khodabakhshi 

et al., 2012]. 

 Les approches de séquençage haut-débit montrent d’ailleurs que le nombre de 

mutations récurrentes est relativement faible dans la LLC, de l’ordre de 4 à 20 selon les 

études [Puente et al., 2011 ; Fabbri et al., 2011 ; Landau et al., 2013]. Au cours des DLBCL, 

le nombre de mutations récurrentes est bien supérieur (322 gènes dans l’étude récente de 

Zhang et al., 2013) avec un nombre moyen de mutations par patients de l’ordre de 16, ce qui 

traduit l’hétérogénéité génétique au sein de ces pathologies [Zhang et al., 2013]. 

 

 2.6.3. Longueur des télomères 

 De façon intéressante, il existe une corrélation entre absence de mutation des gènes 

IgVH et télomères courts ; cette relation pourrait refléter la longueur initiale des télomères de 

la cellule originelle. En effet, les cellules B normales présentent physiologiquement une 

activation de la télomérase qui rallonge les télomères lors du passage dans le centre 

germinatif. Ainsi, les cellules mutées pour les IgVH ont logiquement des télomères plus longs 

que les celulles non mutées. De plus, Sellman et al. [2011] a récemment démontré que la 

longueur des télomères ne diminue pas de façon significative au cours du temps ou après 

traitement. Les résultats de Lin et al., [2010] montrent également l’absence de variations 

significatives dans la longueur des télomères entre patients précédemment traités ou non. 

Cependant, pour d’autres auteurs, l’existence de télomères courts dans des cellules de 

LLC démontre indirectement qu’il existe une division cellulaire significative lors de la 

progression de la maladie. Ceci est illustré par l’association entre forte expression de hTERT 

et temps de doublement de la lymphocytose inférieur à 6 mois dans l’étude de Rampazzo et 

al. [2012] ; cependant, il est important de préciser que cette association n’est pas 

statistiquement significative dans cette série. 

 Dans un cas comme dans l’autre, ce raccourcissement des télomères parmi les LLC 

non mutées peut rendre compte de l’existence d’une instabilité génomique -reflétée par une 

fréquence plus élevée d’anomalies génomiques complexes- et par conséquent du pronostic 

plus péjoratif de ces patients [Haferlach et al., 2007 ; Roos et al., 2008 ; Rampazzo et al., 

2012]. 
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2-7. Conclusion 

 En dépit des considérables avancées dans la compréhension des mécanismes du 

fonctionnement de la cellule leucémique, la physiopathologie de la LLC reste à explorer. Le 

concept de maladie accumulative de cellules B fixées en stade G0/G1 du cycle cellulaire, qui 

serait liée à un défaut d’apoptose, est rapidement apparu insuffisante devant l’émergence de 

multiples interrogations et l’incapacité à définir de façon univoque la nature de ce défaut. En 

effet, la mise en évidence d’une évolution clonale et d’une instabilité génomique traduisant 

l’existence d’une part proliférative au sein de de la population leucémique, la sensibilité des 

cellules aux signaux délivrés par le microenvironnement et enfin la multiplicité des 

évolutions cliniques laissent supposer des mécanismes intriqués et complexes. 

 

 

Parmi ces mécanismes, nous avons choisi d’étudier 2 axes physiopathologiques :  

 1/ les anomalies de l’apoptose, en particulier l’expression et la régulation du gène 

anti-apoptotique MCL1, 

 2/ l’instabilité génomique, en rapport avec la fonction télomérique et le statut 

TP53. 

Les données bibliographiques de chacun de ces domaines physiopathologiques sont 

détaillées ci-dessous. 
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3- ROLES DES GENES ANTI-APOPTOTIQUES 

MCL1, IL6 ET VEGF 

___________________________________________ 

 

3.1. Myeloid Cell Leukemia 1 (MCL1) 

3.1.1. Gène et protéine MCL1 

Ce gène MCL1 a été initialement identifié comme un gène induit de façon précoce par 

une exposition à du TPA dans une lignée de cellules leucémiques myéloïdes humaines ML-

1 ; le TPA provoque une régulation positive de MCL1 et entraîne la différenciation des 

cellules ML-1 qui, de myéloblastes immatures, deviennent des monocytes ou macrophages 

matures [Revue par Craig, 2002]. Ainsi, l’expression de MCL1 est requise pour maintenir la 

viabilité cellulaire et promouvoir la différenciation cellulaire, alors que la diminution 

d’expression de MCL1 induit l’apoptose des cellules ML-1 [Kozopas et al., 1993]. Cette 

protéine est également essentielle pour l’embryogenèse, l’inactivation du gène empêchant le 

développement préimplantatoire et l’implantation de l’embryon [Rinkenberger et al., 2000]. 

A l’inverse, la surexpression de MCL1 chez des souris transgéniques accélère la croissance 

des cellules hématopoïétiques et entraîne une immortalisation des cellules de la lignée 

myéloïde [Zhou et al., 1998]. La protéine MCL1 est également exprimée abondamment dans 

le compartiment de cellules B du centre germinatif, où elle est indispensable au 

développement et au maintien des lymphocytes B et T [Opferman et al., 2003]. De plus, 

MCL1 module la progression dans le cycle cellulaire [Fujise et al., 2000]. En définitive, en 

raison de sa large expression dans les tissus humains et de ses effets sur l’apoptose, la 

différenciation et le cycle cellulaire, MCL1 est un oncogène qui favorise la tumorigenèse, la 

protection envers l’apoptose et la résistance des cellules au traitement. Une dysfonction de la 

régulation, de l’expression ou de la dégradation de MCL1 est observée dans de nombreuses 

néoplasies (cancers de l’ovaire, de la prostate, de l’estomac, du sein, mélanomes, sarcomes, 

cholangiocarcinome…) ainsi que dans certaines hémopathies dont le myélome multiple [Le 

Gouill et al., 2004] et la LLC [Saxena et al., 2004 ; Pedersen et al., 2002]. 
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Figure 6 : Structure du gène MCL1 et mécanismes de régulation de son expression, 

d’après Le Gouill et al., 2004 
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 Ce gène est situé sur le chromosome 1 en q21 et comprend trois exons (Figure 6). La 

protéine classique MCL1L est constituée de 350 acides aminés et contient 3 domaines 

d’Homologie à BCL2 (domaines BH allant de BH1 à BH3) impliqués dans les interactions 

entre protéines de la famille BCL2 et jouant un rôle important pour la régulation de 

l’apoptose, ainsi qu’un domaine transmembranaire, permettant entre autre sa localisation sur 

la membrane mitochondriale externe, mais aussi au niveau du réticulum endoplasmique et de 

l’enveloppe nucléaire. Contrairement aux autres membres de la famille BCL2, MCL1 a un 

domaine N-terminal étendu contenant 2 séquences PEST [Kozopas et al., 1993]. Ces 

domaines PEST sont associés à un turn-over rapide de la protéine, via une dégradation par le 

protéasome, avec une demi-vie de la protéine MCL1 estimée entre 30 minutes et 3h. Cette 

régulation rapide permet une réponse adaptée aux changements environnementaux. La 

diminution d’expression de MCL1 est un point de contrôle central des événements de 

l’apoptose mitochondriale et précède le relargage du cytochrome C et l’activation des 

caspases [Nijhawan et al., 2003 ; Zhou et al., 1997]. A l’inverse, la surexpression de MCL1 

retarde l’apoptose induite par divers agents tels que la surexpression de c-MYC ou la 

privation de facteurs de croissance [Chao et al., 1998 ; Reynolds et al., 1994]. MCL1 

empêche l’apoptose en se liant aux protéines pro-apoptotiques de la famille BCL2 comme 

BIM ou BAK par exemple ; la formation d’hétérodimères avec ces protéines entraîne alors 

leur neutralisation. 

 

3.1.2. Mécanismes de régulation de l’expression de MCL1 

 La régulation transcriptionnelle de MCL1 dépend du type cellulaire et est modulée 

par des signaux de survie ou de différenciation comme les cytokines (IL-3, IL-5, IL6 et IL-

15), les facteurs de croissance (VEGF, EGF), les facteurs stimulant les colonies (G-CSF, GM-

CSF, SCF), l’interféron (IFN) et le TPA. MCL1 est également induit par des stimulus pro-

apoptotiques comme les radiations ou certains traitements cytotoxiques (Figure 6). La voie 

JAK/STAT, la voie de p38/MAPK, la voie MEK/ERK et la voie de la PI3K ont toutes été 

impliquées, seules ou en combinaison, dans la stimulation de la transcription du gène MCL1 

par l’intermédiaire d’un élément spécifique de réponse aux facteurs de transcription situé 

dans son promoteur [Craig et al., 2002]. 

 Sur un plan post-transcriptionnel, MCL1 subit un épissage alternatif de l’exon 2 

aboutissant à une deuxième isoforme, MCL1S/∆TM. La partie N-terminale de la protéine de 



 74 



 75 

271 acides aminés (comprenant les domaines PEST et BH3) reste identique à MCL1L, mais 

MCL1S/∆TM perd les domaines BH1, BH2 et la région transmembranaire [Bae et al., 2000 ; 

Bingle et al., 2000]. En opposition avec MCL1L, la surexpression de MCL1S/∆TM a un effet 

pro-apoptotique [Michels et al., 2005]. Les deux isoformes de MCL1 peuvent en effet 

s’hétérodimériser et se neutraliser. 

 MCL1 peut aussi faire l’objet d’une régulation post-traductionnelle. Ainsi, la 

phosphorylation directe de MCL1 joue un rôle dans le contrôle de l’expression et de la 

fonction de MCL1 : dans les cellules ML-1, le TPA active la voie MEK/ERK et provoque la 

phosphorylation de MCL1 sur la Thr163, ce qui ralenti le turn-over de MCL1 et favorise de 

cette façon la survie cellulaire. Cependant, la phosphorylation de sites additionnels entraîne 

au contraire la mort cellulaire [Inoshita et al., 2002 ; Domina et al., 2004]. Par ailleurs, 

l’expression de MCL1 est régulé négativement durant l’apoptose, contrairement aux autres 

protéines anti-apoptotiques BCL2 et BCLXL, et cette régulation post-transcriptionnelle 

survient notamment par le biais des caspases qui clivent la protéine au sein des domaines 

PEST (sur les résidus Asp127 et Asp157), ce qui génère parallèlement un fragment C-terminal à 

l’effet pro-apoptotique puissant [Craig et al., 2002]. De plus, ce fragment pro-apoptotique 

pourrait participer une boucle de rétrocontrôle positif perpétuant l’activation des caspases. On 

voit que la phosphorylation et le clivage par les caspases interviennent au sein des domaines 

PEST, soulignant le rôle fondamental de ces séquences. 

 

MCL1 a donc une structure unique au sein de la famille BCL2, et l’association de 

domaines PEST, d’une demi-vie courte et de sa capacité de liaison à diverses protéines pro-

apoptotiques rend compte de son rôle « de première ligne » dans la régulation de 

l’homéostasie cellulaire et de la réponse aux stimulus extracellulaires. 

 

3.1.3. Expression de MCL1 au cours de la LLC 

Les lymphocytes de LLC présentent un défaut d’apoptose entraînant une 

accumulation de cellules in vivo ; cependant, in vitro, ces cellules rentrent rapidement en 

apoptose, ce qui souligne le rôle majeur des signaux de survie émanant du 

microenvironnement dans la dérégulation de l’apoptose au cours de la LLC. Lorsqu’ils sont 
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co-cultivés avec une lignée de cellules dendritiques folliculaires HK, on observe une 

prolongation stable de la survie de ces lymphocytes de LLC. Cette survie in vitro est associée 

à une expression augmentée de MCL1 ; l’usage de séquences antisens supprime cette 

protection envers l’apoptose. L’existence d’un contact intercellulaire est nécessaire à 

l’obtention de cette protection envers l’apoptose induite par les cellules HK, et l’introduction 

de divers anticorps neutralisant dirigés contre des molécules d’adhésion montre que le CD44 

est impliqué dans cette prolongation de la survie lymphocytaire [Pedersen et al., 2002]. 

Sur un plan clinique dans la LLC, l’expression augmentée de MCL1 -déterminée 

par Western Blot chez 51 patients auparavant non traités- a été associée à l’absence de 

rémission complète après traitement cytotoxique, sans corrélation au stade selon Rai. A 

l’inverse, une expression faible de MCL1 semble être nécessaire à l’obtention d’une 

rémission complète après traitement [Saxena et al., 2004]. Un travail antérieur avait 

également évalué l’expression de MCL1 par Western Blot dans le sang périphérique de 58 

patients non traités : des niveaux élevés de la protéine MCL1 sont corrélés à l’absence 

d’obtention de rémission complète après traitement par chlorambucil ou fludarabine [Kitada 

et al., 1998]. 

 

 Au total, MCL1 est un gène de survie qui semble être impliqué dans la résistance 

à l’apoptose des lymphocytes de LLC et dans la réponse au traitement. De nombreux 

facteurs entrent en jeu dans la régulation de son expression, parmi lesquels une 

cytokine, l’IL6, et un facteur de croissance angiogénique, VEGF. 

 

3.2. Interleukine-6 (IL6) 

3.2.1. Gène et protéine IL6 

Le gène codant l’IL6 se situe en 7p21-p14 et comprend 5 exons. Il code un ARN 

messager de 1,3 kb. L’IL6 est un polypeptide de 184 acides aminés et de masse moléculaire 

de 21 kDa. Cette protéine sécrétoire est synthétisée sous forme d’un précurseur de 212 résidus 

doté d’un peptide signal N-terminal. 

L’IL6 est une cytokine multifactorielle identifiée à l’origine comme une protéine 

capable de stimuler la production d’anticorps par les plasmocytes ; elle joue également un 

rôle important dans la régulation de l’hématopoïèse, l’inflammation, le métabolisme osseux et 

le développement neuronal. Elle n’est pas produite de façon constitutive dans des conditions  
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Figure 7 : Représentation schématique des voies de transduction du signal induit par 
l’IL6 
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basales, mais son expression est induite par divers stimulus, comme une infection virale ou 

une exposition à d’autres cytokines ou facteurs de croissance, telles que l’IL-1, l’IL-3, le 

TNF-α, le PDGF, et le GM-CSF. 

 

 

3.2.2. Transduction du signal induit par l’IL6 

Les récepteurs impliqués dans la reconnaissance de l’IL6 sont de 2 types 

(Figure 7) [Heinrich et al., 1998] : i/ le récepteur α (IL6R-α) qui n’est pas impliqué dans la 

transduction du signal ; c’est une protéine membranaire qui existe également sous forme 

soluble. L’IL6 se lie spécifiquement à ce récepteur ; ii/  la protéine gp130 qui est le récepteur 

transducteur de signal. Elle est recrutée par le complexe IL6-récepteur α, qui entraîne son 

homodimérisation. 

La transduction du signal implique la mise en jeu de 2 voies principales : la voie 

JAK/STAT  et la cascade des MAPK  (Figure 7). La voie de la PI3K  peut également être 

activée. 

Les kinases JAK1, JAK2 et TYK2, associées à la gp130, sont activées par la liaison 

de l’IL6 au récepteur ; l’extrémité cytoplasmique de la gp130 est phosphorylée sur des 

résidus tyrosines, qui sont des sites d’amarrage des STATs (principalement STAT3 et 

STAT1). Les STATs sont alors phosphorylés sur des résidus tyrosine, ils s’hétérodimérisent 

et sont transloqués activement dans le noyau pour réguler la transcription de gènes cibles, 

comme les gènes de prolifération et de survie cellulaire, dont par exemple MCL1 et 

VEGF, ou encore c-MYC, cycline D1, BCLXL et Survivine [Puthier et al., 1999 (a) ; Xu et 

al., 2005]. 

La gp130 phosphorylée recrute également la protéine SHP2, qui elle-même est 

phosphorylée par JAK1 ; SHP2 activée se lie au complexe GRB2/SOS et /ou à GAB1 

[Schaper et al., 1998]. Le recrutement de SOS près de la membrane plasmique permet 

l’activation de Ras, qui à son tour stimule la cascade RAS-RAF-MAPK. Gab1 est également 

impliquée dans l’activation de cette cascade. L’IL6 active ERK1 et ERK2, des MAPK 

connues pour leurs effets sur le maintien de la survie cellulaire, mais également p38 et JNK, 

les MAPK activées par le stress, la cascade des MAPK étant globalement une voie de 

prolifération cellulaire  [Zauberman et al., 1999]. 
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L’IL6 peut activer une cascade supplémentaire impliquant la PI3K : cette enzyme 

modifie certains phosphoinositides, de sorte que la sérine/thréonine PKB/AKT est recrutée à 

la membrane plasmique et phosphorylée par la protéine PDK1. Les substrats d’AKT sont 

entre autre le facteur de transcription FKHR et le facteur pro-apoptotique BAD, dont la 

phosphorylation est associée avec une survie cellulaire prolongée et une stimulation de la 

croissance cellulaire. 

 

3.2.3. Mécanismes d’action de l'IL6 et régulation du gène MCL1 

Il est important de noter que l’IL6 pourrait être impliquée dans la régulation de 

MCL1. En effet, l’expression de MCL1 est inductible par l’IL6 dans des lignées cellulaires de 

myélome et dans des cellules myélomateuses hautement purifiées [Puthier et al., 1999 (b)] ; il 

a été ensuite démontré que cette régulation met en jeu la voie JAK2/STAT3 dans ces cellules 

myélomateuses. En effet, STAT3 phosphorylé se dimérise et est alors transloqué dans le 

noyau où il induit l’expression de MCL1 par l’intermédiaire d’éléments de réponse situé dans 

le promoteur du gène [Puthier et al., 1999 (a)]. Bien que l’effet anti-apoptotique de l’IL6 soit 

médié par MCL1, une régulation positive de MCL1 survenant indépendamment de l’IL6 

protège également la cellule myélomateuse de l’apoptose [Jourdan et al., 2003]. Par ailleurs, 

l’induction de MCL1 par l’IL6 dans des lignées de myélome ne suffirait pas seule à bloquer 

l’apoptose [Brocke-Heidrich et al., 2004]. De plus, MCL1 interviendrait également dans la 

prolifération cellulaire induite par l’IL6, puisque le travail de Le Gouill et al. [2004] a montré 

que l’IL6 ne peut pas induire la prolifération de fibroblastes embryonnaires murins 

MCL1∆/nul. Plus récemment,  Isomoto et al. [2005] a montré dans des lignées cellulaires de 

cholangiocarcinome humain l’existence d’une activation constitutive de STAT3 dépendante 

de l’IL6, cette cascade IL6/STAT3 induisant la transcription de MCL1 par l’intermédiaire 

d’un élément de réponse à STAT3 situé dans le promoteur de MCL1.  

Concernant la LLC, les cellules endothéliales produisent une forme dimérique d’IL6 

qui inhibe l’apoptose des lymphocytes de LLC par un mécanisme paracrine [Moreno et al., 

2001]. Par ailleurs, Freeman et al. [1989] a montré une expression du gène de l’IL6 très faible 

dans les lymphocytes B normaux, alors que l’étude de Biondi et al. retrouve une expression 

constitutive d’IL6 dans des lymphocytes de LLC, avec production d’une protéine 

biologiquement active [Biondi et al., 1989]. Enfin, le travail de Lavabre-Bertrand et al. 

[1995] retrouve l’expression de l’IL6R chez la majorité des patients porteurs de LLC (18 sur 

26 patients). Ces données suggèrent un mécanisme d’action de l’IL6 de type paracrine mais 
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aussi autocrine dans la LLC. 

 

3.2.4. Expression d’IL6 dans les pathologies tumorales : données cliniques 

Sur un plan clinique, il est clairement démontré que la plupart des tumeurs gliales 

produit de l'IL6. L’IL6 est surexprimée dans les gliomes humains en raison d’une 

amplification de son gène ; cette surexpression est corrélée à l’agressivité de la tumeur 

[Tchirkov et al., 2001]. De plus, les lignées cellulaires de glioblastome humain produisant 

constitutivement de l’IL6 sont hautement radiorésistantes [Dubost et al., 2002]. 

Par ailleurs, différents travaux sur des lignées tumorales humaines (prostate, rein, 

mélanome) ont montré une corrélation entre la production d'IL6 et la résistance à divers 

cytostatiques [Borsellino et al., 1995 ; Mitzutani et al., 1995 ; Lu et al., 1996]. De plus, la 

neutralisation de cette cytokine par anticorps ou séquence antisens induit une 

chimiosensibilité aux mêmes drogues via une induction de l'apoptose [Mitzutani et al., 1995 ; 

Lanza et al., 1999]. Il a été montré récemment que l’action anti-apoptotique de l’IL6 était le 

résultat d’une activation de la voie STAT3 dans le cancer de l’œsophage [Leu et al., 2003]. 

L’IL6 est donc un facteur de survie cellulaire impliqué dans l’agressivité tumorale 

et la résistance des cellules néoplasiques aux traitements. 

 

Plusieurs études ont précédemment suggéré un rôle possible d’une production 

anormale d’IL6 dans les lymphopathies B. Par exemple, l’ARN messager de l’IL6 et la 

protéine ont été mis en évidence dans des cellules lymphomateuses par des techniques 

d’immunohistochimie, et leur degré de positivité est corrélé au taux de prolifération des 

cellules malignes [Yee et al., 1989 ; Muller et al., 1992]. L’expression d’IL6 exogène dans 

des cellules humaines infectées par l’EBV leur confère un avantage prolifératif et un caractère 

tumorigène [Scala et al., 1990] ; enfin, chez les souris transgéniques, la surexpression d’IL6 

est associée au développement de lymphomes [Woodroofe et al., 1992]. 

 Des niveaux sériques élevés d’IL6 sont corrélés à un risque augmenté de 

développement de lymphomes chez des patients atteints de SIDA et chez des transplantés 

rénaux [Tosato et al., 1993]. De plus, l’élévation de l’IL6 sérique dans les lymphomes diffus 

à grandes cellules est associée à des caractéristiques pronostiques péjoratives, comme une 

survie sans rechute et une survie globale plus courte [Seymour et al., 1995]. Elle peut aussi 

être élevée et être corrélée à un mauvais pronostic dans la maladie de Hodgkin [Kurzrock et 

al. 1993] et dans les lymphomes non hodgkinien de bas grade [Fayad et al., 1998]. 
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 Dans le myélome multiple, les taux sériques d’IL6 et d’IL6R sont des facteurs de 

pronostic reflétant la fraction proliférative des cellules tumorales ; la sécrétion d’IL6 est 

autocrine par les cellules myélomateuses, mais aussi paracrine par les cellules stromales de la 

moelle osseuse [Hideshima et al., 2004]. 

 

3.2.5. Expression d’IL6 dans la LLC : données cliniques 

Avant notre travail, deux études cliniques ont évalué l’intérêt pronostique des taux 

d’IL6 sériques dans la LLC. 

Fayad et al. a mesuré l’IL6 sérique par technique ELISA chez 151 patients atteints de 

LLC [Fayad et al., 2001] : 36 patients (24%) ont une valeur d’IL6 au dessus de la norme. Ces 

niveaux sériques élevés sont corrélés aux stades III et IV de la maladie selon Rai, à la 

réalisation d’un traitement antérieur, à des taux augmentés de β2microglobuline (≥ 2 mg/l), à 

des taux élevés de LDH et à l’âge (≥ 60 ans). Pour 15 de ces patients ayant un taux initial 

d’IL6 élevé, des échantillons sériques prélevés lors d’une rémission complète (3 mois après le 

dernier traitement) montrent une normalisation de l’IL6 sérique. De plus, les niveaux d’IL6 

sérique montrent une corrélation significative à la survie globale, avec une survie diminuée 

pour les patients ayant des taux d’IL6 augmentés. Dans cette étude, les cellules leucémiques 

ne semblent pas être la source d’IL6 (mesurée par cytométrie en flux). 

Une seconde étude a mesuré l’IL6 sérique par ELISA chez 100 patients atteints de LLC 

[Lai et al., 2002]. Là aussi, les patients en stade III ou IV selon Rai présentent des taux d’IL6 

significativement plus élevés que les patients en stade 0, I ou II. L’augmentation du taux 

sérique d’IL6 est également corrélée à une élévation de la β2-microglobuline (> 3,5 mg/L), à 

l’âge (> 60 ans), au degré d’anémie et à la leucocytose. Par contre, il n’y a pas de corrélation 

avec la numération plaquettaire ni avec les anomalies cytogénétiques de mauvais pronostic. 

Enfin, l’expression d’IL6 est un élément prédictif de la survie chez les patients ayant des 

stades avancés de la maladie. 

 

Au total, l’IL6 est un facteur anti-apoptotique jouant un rôle dans la survie 

cellulaire de nombreuses tumeurs solides et hémopathies, et qui semble corrélé à 

l’agressivité de la maladie et à la survie globale dans la LLC. Cette cytokine intervient 

en outre dans la régulation de l’expression de MCL1. 
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Figure 8 : Transduction du signal induit par VEGF, d’après Hoeben et al., 2004 
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3.3. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) 

3.3.1. Gène et protéine VEGF 

VEGF est un gène codant une glycoprotéine homodimérique agissant comme facteur 

de croissance de l’endothélium vasculaire et induisant la migration et la prolifération des 

cellules endothéliales. Cette protéine est largement exprimée dans les tissus humains 

normaux.  

Le gène codant VEGF se situe en 6p21.3 et comprend 8 exons et 7 introns. Par 

épissage alternatif, VEGF donne 9 formes moléculaires différentes : VEGF121, VEGF145, 

VEGF148, VEGF162, VEGF165, VEGF165b, VEGF183, VEGF189 et VEGF206 ; la région N-

terminale de liaison à VEGFR, codée par les exons 1 à 5, est commune à toutes ces 

isoformes. L’isoforme VEGF165 est physiologiquement la plus abondante [Ferrara, 1996] ; 

elle se lie aux différents récepteurs à VEGF avec une affinité plus importante pour VEGFR2. 

L’hypoxie, le stress cellulaire et des conditions pro-inflammatoires sont autant de 

facteurs induisant VEGF. Notons que les conditions pro-inflammatoires font intervenir des 

cytokines, dont l’IL6. 

 

3.3.2. Transduction du signal induit par VEGF 

Il y a trois récepteurs à VEGF connus, qui appartiennent tous à la famille des 

récepteurs tyrosine kinase : VEGFR1, VEGFR2 et VEGFR3 [Ferrara et al., 2003]. 

VEGFR1 se lie à VEGF avec une affinité 10 fois supérieure à celle de VEGFR2, mais sa 

capacité de signalisation est faible. On considère que VEGFR2 est le récepteur le plus 

important qui entraîne la transduction du signal de VEGF dans les cellules endothéliales. 

VEGFR3 contrôle le développement et la croissance du système lymphatique ; ce récepteur 

est retrouvé principalement dans l’endothélium des vaisseaux lymphatiques [Karkkainen et 

al., 2000]. 

Lorsque VEGF se lie à VEGFR2, le récepteur s’autophosphoryle sur divers résidus 

tyrosine (Figure 8) [Hoeben et al., 2004 ; Claesson-Welsh & Welsh, 2013]. Parmi celles-ci, 

1175-Tyr-P est le site de liaison du domaine SH2 de la Phospholipase Cγ (PLCγ), qui est elle-

même phosphorylée sur des tyrosines et qui active ensuite en aval la voie des MAP kinases 

comprenant la protéine kinase C (PKC), c-RAF, MEK et ERK. Contrairement aux autres 

représentants de la famille des récepteurs tyrosine kinase, VEGFR2 n’active que très peu la 

protéine RAS. De la même façon, la présence du ligand induit la phosphorylation de 

VEGFR1 sur divers résidus tyrosine, mais la voie de signalisation en aval reste méconnue, 
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même si la voie de la PI3K semble en cause dans certaines conditions. 

 

3.3.3. Mécanismes d’action de VEGF et régulation du gène MCL1 

De nombreuses tumeurs solides, comme les cancers du sein, du poumon, du colon, de 

la prostate et les gliomes secrètent VEGF, ce qui entraîne la formation de « clusters » de 

capillaires autour des cellules produisant cette protéine [Claesson-Welsh & Welsh, 2013]. 

VEGF a dans ce contexte un rôle pro-angiogénique selon un mécanisme d’action 

paracrine [Gerber & Ferrara, 2003]. L’angiogenèse tumorale et la croissance tumorale qui en 

découle sont inhibées in vivo par des anticorps dirigés contre VEGF, par des récepteurs 

solubles à VEGF et par l’expression de récepteurs Flk-1 dominant-négatifs [Kim et al., 1993 ; 

Kendall & Thomas, 1993 ; Millauer et al., 1994]. Ces constatations ont montré l’importance de 

l’étude des fonctions de VEGF dans la compréhension de l’angiogenèse des tumeurs solides. 

Des travaux ont également suggéré que l’angiogenèse serait impliquée dans la pathogenèse de 

certaines hémopathies. Par exemple, une étude sur 88 patients porteurs de lymphomes à 

cellules B a montré une augmentation de densité des microvaisseaux dans les ganglions 

pathologiques qui est corrélée à la sévérité de la maladie [Ribatti et al., 1996]. Un autre 

travail a révélé une augmentation du nombre des microvaisseaux dans la moelle d’enfants 

porteurs de leucémie aiguë lymphoblastique, en comparaison au tissu normal [Perez-Atayde 

et al., 1997]. Néanmoins, dans la LLC, il n’a pas été mis en évidence d’augmentation de la 

vascularisation de la moelle osseuse dans une série de 32 patients par rapport au tissu sain 

[Aguayo et al., 2000]. 

Outre son rôle dans l’angiogenèse, VEGF a également été reconnu comme facteur de 

survie pour divers types cellulaires. Il a été démontré que VEGF régule la survie des cellules 

souches hématopoïétiques par un mécanisme d’action autocrine [Gerber et al., 2002]. 

Gerber et al. rapporte également que VEGF protège des lignées de cellules endothéliales de 

veine ombilicale de l’apoptose induite par la privation de sérum, ce qui s’accompagne d’une 

augmentation d’expression significative des protéines anti-apoptotiques BCL2 et A1 par 

l’intermédiaire du récepteur VEGFR2 et la voie de la PI3K/Akt [Gerber et al., 1998 (a) et 

1998 (b)]. Nor et al. [1999] a observé que des cellules endothéliales de microvaisseaux du 

derme humain cultivés sur des gels de collagène de type I présentent une réduction 

significative de l’apoptose en présence de VEGF. Là aussi, la survie cellulaire prolongée 

s’associe à une augmentation dose-dépendante de l’expression de BCL2. Enfin, Le Gouill et 

al. [2004] a démontré que VEGF induit une prolifération cellulaire et inhibe l’apoptose de
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cellules myélomateuses par l’intermédiaire d’une augmentation d’expression de MCL1. 

Les cellules de LLC produisent et sécrètent VEGF in vitro et in vivo [Chen et al., 

2000 ; Bairey et al., 2001] et les trois types de récepteurs à VEGF sont exprimés par ces 

lymphocytes pathologiques [Bairey et al., 2004]. Cette expression combinée de VEGF et de 

ses récepteurs suggère fortement dans cette pathologie un mécanisme d’action autocrine. Les 

résultats de Lee et al. sont également en faveur d’une boucle d’action autocrine de VEGF 

dans la LLC [Lee et al., 2004]. En effet, les auteurs démontrent que la présence dans le 

milieu de culture de VEGF recombinant protège les lymphocytes de LLC de l’apoptose. En 

outre, l’addition de VEGF entraîne une augmentation significative de l’expression des 

protéines anti-apoptotiques MCL1 et XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein). 

 

3.3.4. Expression de VEGF dans les pathologies tumorales : données cliniques 

Dans les cancers bronchiques non à petites cellules, une expression forte de la protéine 

VEGF (déterminée par immunomarquage) est corrélée à une survie sans rechute et à une 

survie globale raccourcie chez les patients porteurs de formes précoces de la maladie [Yilmaz 

et al., 2007]. Dans le carcinome épidermoïde de l’œsophage, l’expression de VEGF par la 

tumeur est associée à la présence de ganglions lymphatiques métastatiques [Han et al. 2007], 

tout comme dans le cancer du sein [Nakamura et al., 2003]. De la même façon, une 

expression forte de VEGF est un marqueur du pronostic dans le cancer colorectal, corrélé à la 

présence de métastases et à une survie globale plus courte [Hu et al., 2007]. 

 

3.3.5. Expression de VEGF dans la LLC : données cliniques 

Sur un plan clinique, il a été démontré que les niveaux de VEGF plasmatiques 

mesurés par ELISA sont significativement augmentés dans la LLC par rapport aux patients 

contrôle [Aguayo et al., 2000 ; Smolej et al., 2006]. Des taux élevés de VEGF sérique 

seraient même prédictifs du risque de progression des LLC précoces sur une série de 41 

patients en stade A selon Binet [Molica et al., 1999]. Plus récemment, il a été montré que les 

niveaux de VEGF circulant sont corrélés à l’expression de ZAP-70, à l’expression de CD38 et 

au statut mutationnel des IgVH dans une série de 47 patients [Molica et al., 2007]. Ces 

résultats ne concordent pas avec ceux de Smolej et al. [2006] qui ne retrouve pas de 

différence de VEGF plasmatique entre les patients mutés et non mutés (n=49). 
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 Un autre travail s’est intéressé aux niveaux de VEGF cellulaire mesurés par Western-

Blot et radio-immunologie chez 225 patients : aucune corrélation n’a été retrouvée avec le 

stade de la maladie ou le taux de β2M [Aguayo et al., 2000]. Il est intéressant de noter que 

Bairey et al. ne retrouve pas de corrélation entre les taux de VEGF sériques et cellulaires dans 

une série de 85 patients [Bayrey et al., 2001]. 

 

Au total, ces données suggèrent que VEGF est non seulement un gène à effet pro-

angiogénique, mais est aussi un gène de survie cellulaire agissant selon un mécanisme 

autocrine et qui semble être impliqué dans la survie des lymphocytes pathologiques de 

LLC en intervenant -entre autres- dans la régulation de l’expression de MCL1. Par 

ailleurs, le niveau de la protéine VEGF semble être corrélé avec la progression de la 

maladie. 

 

 

L’un des objectifs de notre travail est d’évaluer la valeur pronostique de l’expression 

du gène anti-apoptotique MCL1 et de préciser les mécanismes de la régulation de son 

expression, notamment en recherchant des corrélations entre l’expression des gènes 

MCL1, IL6 et VEGF. 
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4. TELOMERES ET INSTABILITE GENOMIQUE 

_____________________________________________ 

 

4.1. Définition et fonctions des télomères  

Les extrémités des chromosomes eucaryotes linéaires sont appelés télomères. Ces 

télomères assurent la protection -ou « capping »- des extrémités chromosomiques, et par 

conséquent de l’intégrité du génome. L’un de leur rôle majeur, découvert dès la fin des 

années 30 par Barbara McClintock et Herman Muller à partir de l’étude du comportement des 

chromosomes [revue de la littérature par Gall et al., 1995], est de permettre à la cellule de 

distinguer les extrémités chromosomiques normales des cassures chromosomiques, ce qui 

évite la survenue de phénomènes de réparations aberrants, en particulier de fusion d’une 

extrémité chromosomique et d’une cassure double-brin, ou de fusion d’extrémités 

chromosomiques entre elles. D’autre part, la présence de télomères empêche la dégradation 

des extrémités chromosomiques par des nucléases, les phénomènes de recombinaison au 

niveau ou à proximité du télomère, et permet de réguler la maintenance des télomères par la 

télomérase [Blackburn et al., 2001].  

Les télomères interviennent également dans la régulation de la transcription des 

gènes situés à proximité par un phénomène nommé « effet de position télomérique » [Baur et 

al., 2001]. La présence de modifications des histones de la chromatine subtélomérique 

indique que cette répression transcriptionnelle est de nature épigénétique. 

D’autre part, il a été récemment découvert que l’ADN télomérique est transcrit, au 

moins chez les levures et les mammifères ; ces transcrits télomériques, nommés TERRA 

(pour TElomeric Repeat containing RNA), sont impliquées dans la formation de la 

chromatine télomérique, dans la protection des télomères et dans la régulation négative de la 

télomérase [Feuerhahn et al., 2010 ; Schoeftner et al., 2008]. Ces transcrits télomériques 

interviennent également dans les interactions entre les protéines télomériques TRF1, TRF2 et 

leurs facteurs accessoires spécifiques [Schoeftner et al., 2008]. 
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Figure 9 : Structure des télomères humains. 
 
(a) les extrémités chromosomiques se terminent par un ensemble de répétitions TTAGGG, de 
longueur variable. A la partie proximale de ces répétitions se trouve un segment de séquences répétées 
dégénérées et d’éléments répétés subtélomériques. La terminaison télomérique comprend une 
extrémité 3’ simple-brin riche en G 
 
(b) Schématisation de la t-loop : la taille de cette boucle est variable, d’après Palm et De Lange, 2008 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Le complexe Shelterin 

Deux modèles sont représentés : (A) télomère « ouvert » avec une extrémité 3’ sortante liée par 
POT1 ; (B) télomère « fermé » replié en T-loop : POT1 se lie au brin riche en G déplacé par l’invasion 
de l’extrémité 3’. 
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4.2. Structure des télomères 

Les télomères sont des structures nucléoprotéiques constituées de séquences 

répétitives d’ADN associées à de nombreuses protéines, appartenant ou non à un complexe 

protéique nommé télosome. 

 

4-2-1. Séquences répétées 

Chez l’homme, les séquences répétées sont constituées d’hexamères 5’-TTAGGG-3’ 

double-brin, sur une longueur de 2 à 20 kb, et d’une extrémité 3’ simple-brin riche en 

guanine, dont la taille varie de 50 à 500 nt [Palm et De Lange, 2008] (Figure 9). Le nombre des 

répétitions TTAGGG varie entre les chromosomes d’une même cellule et d’une cellule à 

l’autre. 

La microscopie électronique a révélé que les télomères sont généralement organisés en 

une structure double-brin « en lasso », nommée boucle t, ou t-loop [Griffith et al., 1999]. 

Cette t-loop se forme par invasion de l’extrémité libre au sein des séquences répétées double-

brin. L’extrémité libre forme alors des duplexes avec l’extrémité riche en C, déplaçant 

l’extrémité riche en G qui forme alors la boucle D (Figure 9). L’élément clé de la t-loop 

réside dans le fait que l’extrémité libre est séquestrée dans la boucle, ce qui laisse penser que 

cette conformation constitue une solution architecturale au problème de protection de 

l’extrémité chromosomique, puisque celle-ci est rendue inaccessible à la machinerie de 

réparation des lésions de l’ADN et aux réactions d’élongation par la télomérase. Il faut noter 

que la taille de la partie circulaire de la t-loop ne semble pas influer sur sa fonction. 

Néanmoins, à côté de cet état « fermé », il existe aussi un état « ouvert » dans lequel 

les protéines du télosome sont présentes et protègent le télomère (cf ci-dessous) mais laissent 

l’extrémité 3’ accessible à la télomérase [Stansel et al., 2001].  

 

4.2.2. Complexe shelterin ou télosome 

Organisation générale du complexe shelterin 

Parmi les protéines télomériques, un ensemble de 6 protéines nommé télosome ou 

complexe shelterin joue un rôle majeur dans la structure et la fonction télomérique. Ce 

télosome regroupe les protéines POT1 (Protection Of Telomeres 1), TRF1, TRF2 (Telomeric 

Repeat binding Factor 1 et 2), TIN2 (TRF1-Interacting Nuclear protein 2), RAP1 

(Repressor/Activator Protein 1, encore nommé TERF2IP pour telomeric repeat binding factor 

2, interacting protein) et TPP1 (TIN2 and POT1 interacting Protein) (Figure 10). 
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Figure 11 : Structure et interactions des protéines du complexe shelterin, d’après Palm et 

De Lange, 2008 
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 Ces protéines, spécifiquement localisées au niveau des télomères, sont présentes lors 

de toutes les phases du cycle cellulaire et n’ont aucune autre fonction dans le noyau [Palm et 

De Lange, 2008]. La spécificité du complexe shelterin pour l’ADN télomérique s’explique 

par la reconnaissance des répétitions TTAGGG par 3 de ses composants : TRF1, TRF2 et 

POT1. En effet, TRF1 et TRF2 se lient directement à l’ADN double-brin ; POT1 se lie aux 

séquences simple-brin de l’extrémité 3’ libre et de la boucle D. TIN2 lie TRF1, TRF2 et 

TPP1 tandis que TPP1 lie TIN2 et POT1. RAP1 n’est lié qu’à TRF2. Ces protéines forment 

un complexe stable, même en l’absence d’ADN télomérique ; néanmoins, les composants du 

télosome sont quantitativement associés aux télomères, leur assemblage étant fonction du 

nombre de répétitions TTAGGG.  

 
Structure des protéines du complexe shelterin (Figure 11) 

Les protéines TRF1 et TRF2 comportent de façon très similaire un domaine 

d’homologie TRF (TRFH), intervenant dans leur dimérisation et le recrutement d’autres 

protéines, ainsi qu’un domaine C-terminal de liaison à l’ADN SANT/Myb, qui reconnaît les 

motifs TTAGGG double-brin ; ces 2 domaines sont reliés entre eux par un domaine charnière 

flexible [Palm et De Lange, 2008]. La partie N-terminale de TRF2 contient un domaine GAR 

(Riche en Glycine et Arginine). A contrario, TRF1 comporte des acides aminés acides à son 

extrémité N-terminale. Les protéines TRF1 et TRF2 forment chacune des homodimères et des 

oligomères hautement organisés, permettant la présence dans le complexe de multiples 

domaines de liaison à l’ADN et l’association à de larges séquences répétées ; cette 

organisation améliore l’affinité de TRF1 et TRF2 pour l’ADN télomérique et leur permet 

d’agir comme facteurs architecturaux, en modifiant la structure de l’ADN substrat. Malgré 

leur forte homologie, les domaines TRFH de TRF1 et TRF2 ne leur permettent pas de 

s’hétérodimériser ; de plus, ces domaines TRFH reconnaissent différentes cibles, ce qui 

permet à TRF1 et TRF2 de recruter des protéines accessoires spécifiques. TRF1 et TRF2 sont 

extrêmement abondantes, chaque télomère étant recouvert de milliers de dimères. 

 

RAP1 est un partenaire de liaison essentiel de TRF2, mais qui demeure mal 

caractérisé [Li et al., 2000]. RAP1 comprend 3 domaines distincts : un domaine Myb qui 

permet des intéractions protéines-protéines avec un partenaire inconnu ; un domaine N-

terminal, assurant probablement la reconnaissance de peptide phosphorylé ; un domaine 

C-terminal qui permet l’interaction avec une région du domaine charnière de TRF2. Cette 

protéine RAP1 forme un complexe avec TRF2 dont elle dépend pour sa localisation 
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télomérique et sa stabilité, étant donné qu’elle ne possède pas de domaine propre de liaison à 

l’ADN : en cas de délétion de TRF2, la grande majorité des protéines RAP1 sont également 

perdues [Celli et al., 2005]. 

 

TIN2 occupe une place centrale dans le complexe shelterin du fait de ses liaisons avec 

TRF1, TRF2 et TPP1, formant ainsi un pont entre les protéines liées à l’ADN télomérique 

double-brin et celles liées aux séquences simple-brin [Palm et De Lange, 2008 ; Ye et al., 

2004]. L’interaction TRF1-TIN2 est médiée par le domaine TRFH et un motif spécifique de 

la région C-terminale de TIN2, tandis que la région N-terminale de TIN2 s’associe au 

domaine charnière de TRF2 [Chen et al., 2008]. Ces interactions peuvent être simultanées, 

permettant à TIN2 de relier TRF1 et TRF2. TIN2 recrute également TPP1 (et par conséquent 

POT1) par le biais d’un troisième site d’interaction situé dans sa région N-terminale, distinct 

du site de liaison à TRF2. Par conséquent, une déplétion en TIN2 ou l’expression de TIN2 

mutant a un effet déstabilisateur puissant sur l’ensemble du complexe shelterin [Ye et al., 

2004]. 

 

TPP1 connecte POT1 à TIN2 via son domaine central d’interaction avec POT1 et son 

domaine C-terminal de liaison à TIN2 [Palm et De Lange, 2008]. Entre ces 2 régions 

d’interaction protéine-protéine se trouve un domaine riche en Sérine, de fonction inconnue. A 

la partie C-terminale, un repli OB (oligonucleotide –or oligosaccharide- binding domain) 

interagit avec la télomérase, indiquant la probable implication de TPP1 dans le recrutement 

ou la régulation de cette enzyme [Xin et al., 2007 ; Ye et al., 2004]. 

 

POT1 comporte également 2 replis OB N-terminaux, qui reconnaissent le brin 

télomérique riche en G in vitro [Baumann et al., 2001]. Les analyses de séquences suggèrent 

la présence d’un troisième repli OB [Theobald et al., 2004]. Enfin, POT1 comporte un 

domaine d’interaction avec TPP1 situé dans la région C-terminale. Bien que POT1 présente 

une préférence pour le site TAGGGTTAG constituant la terminaison 3’, le complexe POT1-

TPP1 peut se lier à différentes positions le long de l’extrémité 3’ simple-brin [Lei et al., 

2004 ; Loayza et al., 2004]. Cette caractéristique permet également la liaison de POT1-TPP1 

au brin riche en G de la boucle D. 
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Tableau 7: Fonctions des protéines du complexe Shelterin 

 

Protéine Fonctions principales 

TRF1 

 

Régulation négative de la longueur des télomères 
Régulation du fuseau mitotique 

 

TRF2 

 

Régulation négative de la longueur des télomères 
Mise en place de la t-loop 

 

POT1 
 

Régulation négative de l'activité de la télomérase 
 

TPP1 

 

Recrutement de la télomérase  
Régulation de l’activité de la télomérase 

 

RAP1 
 

Inhibition de la réparation de l'ADN télomérique 
 

TIN2 

 

Régulation négative de la longueur des télomères 
Interaction avec TRF1 participant à la formation de la t-loop 
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Fonctions du complexe shelterin 

De façon générale, au moins 3 effets distincts de ce complexe ont été identifiés : le 

complexe shelterin détermine la structure de la terminaison télomérique, est impliqué dans la 

formation de la t-loop et contrôle la synthèse d’ADN télomérique par la télomérase [Stansel 

et al., 2001 ; Kelleher et al., 2005 ; Xin et al., 2007 ; Yang et al., 2005 ; Smogorzewska et al., 

2000]. 

Chaque protéine du complexe shelterin assume un (ou des) rôle(s) plus ou moins 

spécifique(s), qui sont résumés dans le Tableau 7. 

Au total, la présence de ce complexe permet à la cellule de distinguer les extrémités 

chromosomiques naturelles des cassures de l’ADN. L’altération d’un ou plusieurs 

composants de ce complexe shelterin aboutit à un télomère « déprotégé » dysfonctionnel. 

 

4.2.3. Protéines télomériques accessoires : rôle de la protéine ATM 

Le complexe shelterin exerce ses fonctions grâce au recrutement transitoire de facteurs 

accessoires, qui n’appartiennent pas stricto sensu au complexe shelterin et qui sont souvent 

mieux connus pour leur rôle dans les voies de réparation de l’ADN [De Lange et al., 2005]. 

Le télosome agit comme une plate-forme d’assemblage pour ces facteurs accessoires, dont les 

interactions moléculaires avec les sous-unités du télosome sont pour partie mal comprises à 

l’heure actuelle. Pour TRF1 et TRF2, ces interactions se mettent en place via un motif 

d’amarrage commun contenu dans le domaine TRFH [Chen et al., 2008]. Les fonctions de 

chacun de ces facteurs accessoires sont résumées dans le Tableau 8. 

Certains de ces facteurs accessoires sont associés à TRF1, comme la tankyrase, 

PINX1, la voie PIN1-FBX4 ou GNL3L. D’autre sont spécifiquement associés à TRF2, 

comme Apollo, le complexe MRN (formé des protéines MRE11, RAD50 et NBS1), les 

protéines PNUTS, MCPH1, WRN, FEN1, le complexe ORC (origin recognition complex) ou 

le complexe ERCC1/ERCC4. Enfin, certains facteurs accessoires impliquent TRF1 et TRF2, 

comme le complexe Ku ou la protéine ATM, dont la fonction peut être altérée au cours de la 

LLC. 

La protéine ATM est une sérine kinase de 370 kd située majoritairement dans le 

noyau et codée par le gène ATM (localisé en 11q22.3 et contenant 66 exons, dont 4 non 

codants). Il s’agit d’un membre de la famille PIKK (Phosphoinositide 3-kinase related protein 

kinase family), tout comme ATR et DNA-PK. ATM est classiquement induite par la présence  
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Tableau 8 : Facteurs accessoires du complexe shelterin, d’après Diotti et al., 2011 

 

Activation en cas de perte de POT1 ou TPP1ATR

Fonction télomériqueAutres

Inhibition des recombinaisons intra-télomèresComplexe Ku

Régulation négative par TRF2ATM

Traitement de l’extrémité 3’ sortante ; Inhibition des recombinaisons ; Contrôle de la 
longueur des télomères

XPF/ERCC1

Réplication des extrémités télomériques ; Inhibition des recombinaisons intra-
télomères

Complexe ORC

Réplication des extrémités télomériques ; Inhibition des recombinaisons intra-
télomères ; Rôle dans la voie ALT

WRN/FEN1

Régulation de la longueur des télomères PNUTS

Traitement de l’extrémité 3’ sortante (en cas de dysfonction télomérique) ; Contrôle 
de la longueur des télomères

Complexe MRN

Traitement de l’extrémité 3’ sortante ; Réplication des extrémités télomériquesApollo

Fonction télomériqueFacteurs associés à TRF2

Inhibition des recombinaisons intra-télomèresComplexe Ku

Phosphorylation de TRF1 ; régulation de la longueur des télomèresATM

Régulation de la stabilité de TRF1GNL3L

Régulation de la stabilité de TRF1PIN1-FBX4

Inhibition de la télomérasePINX1

PARsylation de TRF1 ; Protection ; Séparation des chromatides sœursTankyrase

Fonction télomériqueFacteurs associés à TRF1

Activation en cas de perte de POT1 ou TPP1ATR

Fonction télomériqueAutres

Inhibition des recombinaisons intra-télomèresComplexe Ku

Régulation négative par TRF2ATM

Traitement de l’extrémité 3’ sortante ; Inhibition des recombinaisons ; Contrôle de la 
longueur des télomères

XPF/ERCC1

Réplication des extrémités télomériques ; Inhibition des recombinaisons intra-
télomères

Complexe ORC

Réplication des extrémités télomériques ; Inhibition des recombinaisons intra-
télomères ; Rôle dans la voie ALT

WRN/FEN1

Régulation de la longueur des télomères PNUTS

Traitement de l’extrémité 3’ sortante (en cas de dysfonction télomérique) ; Contrôle 
de la longueur des télomères

Complexe MRN

Traitement de l’extrémité 3’ sortante ; Réplication des extrémités télomériquesApollo

Fonction télomériqueFacteurs associés à TRF2

Inhibition des recombinaisons intra-télomèresComplexe Ku

Phosphorylation de TRF1 ; régulation de la longueur des télomèresATM

Régulation de la stabilité de TRF1GNL3L

Régulation de la stabilité de TRF1PIN1-FBX4

Inhibition de la télomérasePINX1

PARsylation de TRF1 ; Protection ; Séparation des chromatides sœursTankyrase

Fonction télomériqueFacteurs associés à TRF1
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de cassure double-brin de l’ADN -par exemple après irradiation- et cette protéine est activée 

par autophosphorylation sur un résidu sérine, qui provoque la dissociation de dimères inactifs 

en monomères actifs [Bakkenist et al., 2003]. 

Lorsque la protéine ATM est activée, elle intervient dans l’arrêt du cycle cellulaire 

et la réparation de l’ADN, en phosphorylant diverses protéines d’aval, comme p53, BRCA1, 

les kinases CHK2, RAD17, RAD9, et la protéine de réparation de l’ADN NBS1. Cette 

protéine ATM -et la kinase ATR qui lui est apparentée- constituent donc des points de 

contrôle essentiels pour l’intégrité du génome. Ces kinases ATM et ATR sont également 

capables d’induire les voies de réparation de l’ADN au niveau télomérique lorsque l’activité 

du complexe shelterin est altérée ou réduite, par exemple lors du raccourcissement des 

télomères lors de la sénescence [D’Adda di Fagagna et al., 2003]. Ainsi, dans des cellules 

murines dont les télomères sont déprotégés, la fomation de TIF (marqueurs cytologiques du 

dysfonctionnement télomériques) dépend d’ATM et d’ATR [Lazzerini et al., 2007]. 

Il a été démontré que TRF2 est impliquée dans la répression d’ATM au niveau 

télomérique dans des fibroblastes de souris [Celli et al., 2005]. Ce rôle de TRF2 dans le 

contrôle négatif de l’activation d’ATM a également été mis en évidence dans des cellules 

humaines [Karlseder et al., 1999]. De plus, la surexpression de TRF2 induit une inhibition 

globale de la réponse ATM après irradiation, ce qui comprend une réduction de l’activation 

de p53 et de ses gènes d’aval p21, BAX et HDM2. L’interaction entre TRF2 et ATM est 

néanmoins indépendante de l’existence de lésions de l’ADN. L’une des kinases d’aval 

d’ATM, CHK2, est également complexée à TRF2 ; il est possible que TRF2 inhibe non 

seulement ATM, mais également la phosphorylation de sa cible CHK2 par liaison direct 

[Buscemi et al., 2009]. 

Il existe également un lien entre ATM et TRF1 [Kishi et al., 2001]. TRF1 présente 

3 sites pouvant être reconnus par ATM : Ser219, Ser271 et Ser367. La phosphorylation d’un de 

ces sites (Ser219) par ATM a été observée après irradiation. Dans cette situation, le rôle de 

TRF1 phosphorylé n’est pas clair à l’heure actuelle, mais il semble que ce facteur participe à 

une voie d’arrêt du cycle cellulaire dépendante d’ATM. L’expression d’une protéine TRF1 

mutée dominante-négative entraîne un phénotype sembable à celui de la phosphorylation de  
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Figure 12 : Problème de réplication terminale 

 

Ce schéma illustre le problème de la réplication terminale au niveau du brin retardé. L’élimination de 
la dernière amorce ARN en 5’ conduit à un raccourcissement progressif des télomères au cours des 
divisions cellulaires et génère une extrémité 3’ sortante. L’action d’une exonucléase 5’-3’ pourrait 
expliquer la génération d’extrémité 3’ sortante au niveau du brin avancé. 
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la Ser219, concomitant d’un allongement des télomères, suggérant qu’ATM jouerait un rôle de 

régulation négative de TRF1. La phosphorylation des résidus Ser271 et Ser367 s’accompagne 

d’une diminution de la liaison de TRF1 à l’ADN télomérique, tandis que la phosphorylation 

de la Ser219 n’a pas d’effet sur cette liaison. 

Au total, ATM joue un rôle complexe au niveau des télomères par le biais d’une 

interaction avec TRF1 et TRF2 et intervient dans la protection des télomères et dans la 

régulation de la longueur des télomères médiée par TRF1. La protéine ATM interagit 

également avec la protéine p53 en cas de lésion de l’ADN. Les fonctions d’ATM peuvent 

être perturbées au cours de la LLC, par délétion du bras long du chromosome 11 emportant le 

gène ATM et/ou par mutation du gène ATM (voir Données Bibliographique, Chapitre 5). 

 

4.3. Réplication terminale, raccourcissement des télomères et vieillissement 

J. D. Watson décrit en 1970 « le problème de la réplication terminale » des 

chromosomes linéaires. En effet, l’ADN polymérase ne réplique pas complètement 

l’extrémité 5’ terminale des chromosomes, entraînant de ce fait la perte d’une partie des 

télomères (Figure 12). Ce phénomène s’explique par l’utilisation d’amorces d’ARN pour 

l’initiation de la réplication de l’ADN dans le sens 5’-3’ : la suppression de la dernière 

amorce sur le brin retardé génère une extrémité 3’ terminale libre simple-brin. Cependant, la 

perte de cette dernière amorce induit la perte d’environ 10b par division au niveau de 

l’extrémité 3’ terminale du brin fils [Stewart et al., 2003]. Or la perte de matériel 

chromosomique par division est plus importante, entre 50 et 150 pb, indiquant que les 

extrémités chromosomiques sont activement dégradées. A l’heure actuelle, les mécanismes de 

formation de l’extrémité 3’ simple-brin libre ne sont pas parfaitement connus, notamment au 

niveau du brin avancé, mais la résection de l’extrémité complémentaire riche en C est 

globalement admise [Makarov et al., 1997] ; différentes molécules semblent intervenir dans 

cette résection, notamment l’exonucléase 5’-3’ Apollo et le complexe MRN. Le rôle de la 

télomérase a été formellement exclu [Hemann et al., 1999]. 

De nombreuses études ont démontré que la longueur des télomères présents dans les 

lymphocytes humains se raccourcit progressivement en fonction de l’âge des individus 

analysés [Weng et al., 1998]. Les télomères les plus courts sont retrouvés chez les octogénaires 
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Figure 13 : Dynamique de la longueur des télomères dans les cellules humaines, 

dépendante de la télomérase, d’après Zimmerman et Martins, 2008 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Régulation transcriptionnelle du gène hTERT : fixation des différents 

facteurs de transcription sur le promoteur du gène hTERT 

 

ERE : Estrogen responsive element, Sp1 : Stimulating protein 1, MZF-2 : Myeloid zinc finger 
2, WT1 : Wilms tumor 1, Ets : E twenty six specific ; + : activateur de la transcription, - : 
répresseur de la transcription 
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(4000 à 6000 pb), tandis que, chez les nouveau-nés, la longueur des télomères oscille entre 

8000 à 12000 pb. 

 

4.4. Télomérase et régulation de la longueur des télomères 

La télomérase maintient la longueur des télomères, ou les allonge dans certains cas, en 

ajoutant des répétitions TTAGGG à l’extrémité 3’ des chromosomes [Bodnar et al., 1998]. 

Cette enzyme est une ribonucléoprotéine constituée de 2 composants majeurs 

indissociables de son activité. Le premier est la sous-unité catalytique, c’est-à-dire une 

transcriptase inverse hautement conservée nommée hTERT  (Telomerase Reverse 

Transcriptase). Le second est une matrice ARN nommée hTERC (Telomerase RNA 

Component) dont une partie de la séquence est complémentaire à TTAGGG et sert de matrice 

pour la synthèse de novo de séquences télomériques.  

Si la plupart des cellules somatiques humaines expriment constitutivement la matrice 

ARN, hTERC, ce n’est pas le cas de la sous-unité catalytique hTERT qui s’exprime 

uniquement dans les cellules à haute activité proliférative, comme les cellules germinales et 

les cellules souches [revue par Bryan & Cech, 1999]. Par conséquent, l’activité de la 

télomérase est physiologiquement nulle dans la très grande majorité des cellules somatiques, 

qui subissent l’érosion progressive de leurs télomères à chaque division cellulaire du fait du 

problème de réplication terminale. Néanmoins, même dans les cellules souches exprimant la 

télomérase, la taille des télomères diminuent avec l’âge (Figure 13).  

 L’expression de hTERT est fortement régulée d’une cellule à l’autre. Il a d’ailleurs été 

démontré que l’expression de hTERT constitue le facteur limitant de l’activité télomérase et 

que son expression ectopique permettait de rétablir une activité télomérase dans des cellules 

qui en étaient dépourvues [Kirkpatrick et al., 2003]. 

 La régulation transcriptionnelle de hTERT est complexe et fait appel à de multiples 

facteurs de transcription (Figure 14). Des phénomènes épigénétiques pourraient également en 

partie expliquer la différence d’expression de la télomérase entre les cellules normales et les 

cellules cancéreuses [Wang & Zhu, 2003]. 

 



 110 

 

Figure 15 : Organisation du gène hTERT avec les exons (en noir) et les sites d’épissage 

alternatif (insertions 1 à 4 et délétions alpha et beta) 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Hypothèse télomérique du cancer : implication des télomères et de la 

télomérase dans la tumorigénèse, d’après Zimmermann et Martens, 2008 
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 Sur un plan post-transcriptionnel, l’expression de hTERT peut être régulée par un 

épissage alternatif de son ARN messager [Ulaner et al., 1998]. Il existe en effet plusieurs 

variants d’épissage résultant de quatre insertions possibles de séquences introniques et de 

deux délétions (Figure 15). Seul le transcrit entier, sans les délétions ni les insertions, donne 

lieu à une protéine hTERT active. 

 Enfin, des étapes de régulation post-traductionnelle sont décrites : l’activité de la 

télomérase dépend en effet de l’assemblage des différentes sous-unités, de la translocation au 

noyau -où s’exerce son activité catalytique- et de phénomènes de phosphorylation. 

Le complexe shelterin intervient également dans la régulation en cis de l’action de la 

télomérase. Cette régulation se fonde sur un modèle de « comptage des protéines », dans 

lequel de grandes quantités de complexes shelterin inhibent fortement la télomérase, 

possiblement par l’occupation de l’extrémité libre 3’ simple-brin par POT1, ou par le biais de 

modification post-traductionnelles de POT1 ou d’un facteur accessoire [Diotti et al., 2011]. 

Une diminution de l’expression de TRF1 et TRF2, induite par l’introduction d’allèles 

dominant-négatifs, entraîne une élongation des télomères par la télomérase, confirmant le rôle 

du télosome dans la régulation négative de la télomérase. Néanmoins, la dualité et la 

complexité de la fonction du télosome sont illustrées par le rôle apparemment contradictoire 

de recrutement de la télomérase par TPP1. 

 

4.5. Télomères et instabilité génomique : hypothèse télomérique du cancer  

Au fur et à mesure des divisions cellulaires, la taille des télomères diminue dans les 

cellules somatiques jusqu’à atteindre une taille minimale critique (Figure 16). Lorsque cette 

taille critique est atteinte, le nombre de complexes shelterin devient insuffisant pour protéger 

l’extrémité chromosomique, ce qui déclenche un signal de lésion de l’ADN provoquant un 

arrêt irréversible de la croissance cellulaire nommée sénescence [Blackburn et al., 2001]. De 

cette façon, les télomères agissent comme une « horloge » qui détermine la durée de vie de la 

cellule. De nombreux travaux ont évalué le nombre minimal de répétitions télomériques 

requises pour la protection efficace de l’extrémité chromosomique. Les premières expériences 

de transfection ont montré que 500 pb suffisent à la formation d’un télomère totalement 

fonctionnel [Farr et al., 1991], puis les expériences d’inhibition de la télomérase ont indiqué 

que la réduction de la taille du télomère à moins d’1 kb est nécessaire pour induire la 

sénescence dans des lignées de cellules tumorales [Damm et al., 2001]. 
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 Ce signal de lésion de l’ADN, lié au raccourcissement extrême des télomères, est 

médié par des voies de signalisation impliquant les protéines p53 et RB, qui régulent la 

réponse cellulaire aux dommages de l’ADN et provoque l’apoptose des cellules altérées. 

Cependant, par inactivation de p53 et/ou RB, certaines cellules peuvent échapper à ce point 

de contrôle et poursuivre les divisions cellulaires, ce qui s’accompagne d’une poursuite de 

l’érosion télomérique [Shay et al., 1991]. Cette érosion s’accompagne de la perte de la 

fonction de protection, entraînant une instabilité génomique, c’est-à-dire l’apparition 

d’anomalies chromosomiques, comme par exemple des fusions des extrémités 

chromosomiques entre elles. On parle à ce stade de « crise », qui s’accompagne d’une mort 

cellulaire massive. 

Néanmoins, certaines cellules en crise vont échapper à la mort cellulaire par 

réactivation de l’expression de la télomérase, ce qui leur permet de maintenir la taille des 

télomères et d’atteindre une forme d’immortalisation [Bodnar et al., 1998]. Ainsi, 90% des 

tumeurs humaines expriment la télomérase ; cette expression constitue l’une des voies 

moléculaires requises pour la transformation maligne des cellules et contribue à la perte de 

contrôle de la croissance cellulaire observée dans de nombreux cancers [Kim et al., 1994].  

 

4.6. Télomères et LLC 

 4.6.1. Valeur pronostique du couple télomères-télomérase 

 Plusieurs études ont mis en évidence une activité de la télomérase dans des cellules 

de LLC en utilisant la technique de TRAP (Telomeric Repeat Amplification Protocol) 

[Bechter et al., 1998 ; Trentin et al., 1999 ; Damle et al., 2004 ; Verstovsek et al., 2004]. 

L’étude de Trentin et al [1999], portant sur une cohorte réduite (15 patients), montrait que 

l’activité télomérasique était plus élevée chez les patients évolutifs que chez les patients 

porteurs d’une maladie stable. Dans le travail de Bechter et al. [1998], une forte activité 

télomérasique semblait être prédictive d’une évolution défavorable avec une survie 

raccourcie. Cependant, ce résultat n’était pas confirmé par l’étude de Damle et al. [2004], qui 

rapportait une activité télomérasique plus élevée parmi les patients de pronostic défavorable 

non mutés pour les IgVH que parmi les patients mutés, sans pour autant mettre en évidence de 

lien entre activité télomérasique et survie. Enfin, pour Verstovsek et al. [2004], l’activité 

télomérase ne pouvait être considérée comme un marqueur du pronostic de la LLC, car aucun 

lien n’était mis en évidence dans cette étude entre l’activité télomérase et le stade de la  
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maladie, l’existence de traitement antérieur ou la survie ; cependant, 41% des échantillons 

seulement présentaient une activité télomérase détectable dans cette série. 

 Par la suite, l’expression de hTERT (étudiée cette fois par qRT-PCR) a été mise en 

évidence chez 59% des patients dans une série de 90 patients [Tchirkov et al., 2004]. Dans 

cette cohorte, les patients exprimant hTERT présentaient une survie significativement 

raccourcie par rapport aux patients n’exprimant pas hTERT, quelque soit le stade de la 

maladie. D’autre part, le niveau d’expression de hTERT était significativement plus élevé 

chez les patients non mutés que chez les patients mutés pour les IgVH. La valeur pronostique 

de ce marqueur moléculaire a ensuite été confirmée par l’étude de Terrin et al. [2007] menée 

sur 134 patients, qui montrait une différence de survie entre les patients exprimant faiblement 

ou fortement hTERT. De façon intéressante, les patients non mutés exprimant faiblement 

hTERT présentaient une survie globale proche de celle des patients mutés exprimant 

fortement hTERT ; la combinaison de ces 2 marqueurs permettraient donc s’identifier des 

sous-groupes de patients ayant une évolution distincte. 

 

 La longueur des télomères constitue également un facteur pronostique reconnu au 

cours de la LLC [Bechter et al., 1998 ; Grabowski P et al., 2005 ; Ricca et al., 2007 ; Roos et 

al., 2008 ; Rossi et al., 2009 ; Lin et al., 2010 ; Sellman et al., 2011]. Les télomères courts 

sont en particulier associés à un raccourcissement de la survie globale et de la survie sans 

événement. Il existe par ailleurs une corrélation entre absence de mutation des gènes IgVH et 

télomères courts ; cette relation pourrait refléter la longueur initiale des télomères de la 

cellule originelle, conséquence du passage ou non à travers le centre germinatif. 

 

 Enfin, il existe une corrélation inverse entre la longueur des télomères et le niveau de 

l’expression de hTERT [Rampazzo et al., 2012 ; Damle et al., 2004 ], indiquant que 

l’activation de la télomérase est la conséquence du raccourcissement des télomères.  

 

 4.6.2. Dysfonction télomérique et instabilité génomique 

 La longueur des télomères est corrélée à la nature et à la complexité des 

anomalies génomiques, les télomères courts étant particulièrement associés à la survenue 

d’anomalies cytogénétiques défavorables [del(17p), del(11q), anomalies multiples], alors que 

les télomères longs sont associés aux anomalies cytogénétiques favorables [del(13q) isolée ou 
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caryotype normal] [Roos et al., 2008 ; Rampazzo et al., 2012]. Ceci suggère que les 

télomères raccourcissent jusqu’à atteindre une taille critique, à partir de laquelle ils 

deviennent dysfonctionnels, ce qui se traduit par la survenue d’anomalies génomiques. Dans 

ce sens, le travail de Brugat et al. [2010], mené dans des cellules de LLC résistantes à 

l’apoptose, montre que ces cellules ont des télomères plus courts que les cellules sensibles à 

l’apoptose, forment des TIF et présentent une augmentation des quantités télomériques de 

protéines intervenant dans la réparation de l’ADN (de type NHEJ). Ces cellules présentent 

également des délétions télomériques, sur une chromatide ou les deux. Ces altérations 

télomériques sont concomitantes de la présence de multiples aberrations chromosomiques et 

de caryotype complexes, traduisant l’instabilité génomique [Brugat et al., 2010]. 

 Chez les patients présentant des télomères très courts, les analyses de CGH-array 

(hybridation génomique comparative sur puce à ADN) ont également mis en évidence des 

réarrangements génomiques de grande taille, concentrés dans les régions télomériques ; 

ces anomalies ne sont pas retrouvées chez les patients ayant des télomères longs [Lin et al., 

2010]. Dans cette étude menée chez 41 patients, la fréquence des télomères courts et des 

événements de fusion augmente avec l’évolution de la maladie, indiquant que l’érosion 

télomérique est critique pour la progression de la LLC. Cependant, de telles dysfonctions 

télomériques sont également observées dans une partie des patients en stade précoce, 

suggérant que ces altérations télomériques peuvent précéder la progression de la maladie. 

Ceci a été récemment confirmé par l’étude de Augereau et al. [2013], menée sur 23 patients 

en stade A au diagnostic, qui montre une augmentation significative du recrutement de 

facteurs de réparation de l’ADN au niveau télomérique par rapport à des sujets sains, sans 

raccourcissement notable des télomères. Il s’y associe une diminution de l’expression de 

TPP1 et TIN2. La déprotection télomérique mimant des lésions de l’ADN ne semble donc pas 

uniquement liée au raccourcissement de l’extrémité télomérique, mais également à une 

altération du complexe shelterin, pouvant survenir précocement dans l’évolution de la 

maladie. 

 Des modifications d’expression de gènes du complexe shelterin ont d’ailleurs été 

mises en évidence au cours de la LLC, comme une diminution de l’expression de TRF1, 

RAP1 et POT1, ou une augmentation de l’expression de TPP1 [Poncet et al., 2008]. Des 

modifications d’expression d’autres gènes codant des protéines multifonctionnelles 

intervenant au niveau des télomères ont également été rapportées dans cette étude, avec une 
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diminution de l’expression de la dyskérine, de hTERT, de RAD50 et KU80, et une 

augmentation de l’expression de RPA1. Ces profils d’expression suggèrent l’existence d’une 

dysfonction télomérique globale au cours de la LLC. 

 

 

Au total, diverses études ont démontré dans la LLC l’impact clinique du 

raccourcissement télomérique et l’existence d’une association entre télomères courts et 

nature des anomalies génomiques. D’autres travaux ont suggéré l’existence d’altérations 

du complexe shelterin, mais la relation entre cette dysfonction et la longueur de 

télomères, l’activité de la télomérase ou l’existence d’anomalies génomiques n’a pas 

encore été explorée. 

L’un des objectifs de notre travail est d’étudier de façon globale et descriptive la 

relation entre la présence d’une dysfonction télomérique -évaluée par l’étude combinée 

de la longueur des télomères, de l’expression de hTERT, de l’expression des gènes du 

complexes shelterin- et l’existence d’anomalies cytogénétiques, reflet de l’instabilité 

génomique. 
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Tableau 8 : Principales anomalies chromosomiques récurrentes au cours de la LLC 
 

 

Caryotype et/ou FISH

CGH array

--Défavorable16%Complexes

BCL2
BCL3
CDK6

BCL11A
MYC

18q21
19q13
7q21

2p13-p16
8q24

Favorable
Défavorable

-
-

Défavorable

2,2%
0,6%

Très rare
Très rare

Translocations Ig

PIK3CA3q26-5,6%dup(3q)

C-MYC8q24Défavorable3,7%dup(8q)

-20q13.12-19% dup(20q)
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28% des stades B/C

dup(2p)
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5. ANOMALIES GENOMIQUES DE LA LLC 

________________________________________ 

 

5.1. Cytogénétique conventionnelle et moléculaire 

 5.1.1. Données générales 

En 1990, Juliusson et al. fut le premier à démontrer que les aberrations 

chromosomiques mises en évidence par le caryotype présentent une valeur pronostique 

indépendante dans la LLC ; cependant, à l’époque, le faible index mitotique in vitro des 

lymphocytes B pathologiques ne permettait de détecter des anomalies clonales que dans 40 à 

50% des cas. Le développement de la FISH interphasique, qui s’affranchit de l’obtention 

d’une division cellulaire in vitro, a permis de contourner cette limite ; ainsi Döhner et al. a 

démontré en 2000 que la FISH peut détecter des déséquilibres chromosomiques dans 82% des 

LLC. Plus récemment, l’utilisation d’agents mitogènes spécifiques des lymphocytes B 

(Interleukine-2 et Oligonucléotides CpG) a permis d’obtenir un caryotype analysable dans 

plus de 90% des cas, et des anomalies clonales dans 53% à 83% des cas selon les séries. 

[Haferlach et al., 2007 ; Put et al., 2009; Struski et al., 2009]. En pratique, ces 2 approches 

sont actuellement combinées en routine pour mettre en évidence les anomalies récurrentes 

classiques, principalement recherchées par FISH, ainsi que les déséquilibres plus rarement 

décrits et les remaniements complexes révélés par le caryotype. La technique d’hybridation 

génomique comparative sur puce à ADN peut compléter de façon intéressante cette 

approche ; elle a en particulier permis de préciser la nature de certains déséquilibres et de 

mettre en évidence de nouvelles anomalies récurrentes. 

 

5.1.2. Principales anomalies récurrentes 

Les 4 anomalies les plus fréquemment observées sont la délétion 13q, la délétion 11q, 

la trisomie 12 et la délétion 17p (Tableau 8). Ces anomalies peuvent être mises en évidence 

au diagnostic ou apparaître au cours de l’évolution de la pathologie. 

 

Délétion 13q 

 La délétion 13q est mise en évidence par FISH chez 55 à 60% des patients, de façon 

mono-allélique ou bi-allélique. Cette anomalie est considérée comme favorable lorsqu’elle est  
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Figure 17 : Impact des anomalies cytogénétiques sur la survie, d’après Döhner et al., 2000 
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isolée, avec une survie sans traitement et une survie globale de 92 et 133 mois dans la cohorte 

historique de Döhner (contre 49 et 111 mois en cas de FISH normale, Figure 17) [Döhner et 

al, 2000]. 

 La région minimale de délétion est située en 13q14.3 et contient les séquences codant 

pour deux microARN, miR15a et miR-16-1, au sein de l’intron 4 du gène LEU2. Ces 

microARN sont connus pour leur rôle suppresseur de tumeur, du fait d’une induction de 

l’apoptose et d’une inhibition de la prolifération et de l’invasion [Cimmino et al., 2005]. 

L’expression de miR-15a et miR-16-1, déterminée par Northern Blot et microarray, est 

fréquemment diminuée au cours de la LLC comparativement à un tissu sain, ce qui semble 

indiquer que ces micro-ARN joueraient un rôle dans l’homéostasie cellulaire, rôle qui serait 

perdu lors de la leucémogenèse. Récemment, l’étude du niveau d’expression de miR-15a par 

RT-PCR quantitative a démontré l’existence d’un gradient d’expression entre les patients 

normaux, les patients porteurs d’une délétion mono-allélique et les patients porteurs d’une 

délétion bi-allélique [Smonskey et al., 2012]. Néanmoins, la délétion 13q est paradoxalement 

associée à une survie plus prolongée, sans différence de pronostic entre les délétions bi et 

mono-alléliques [Garg et al., 2011]. D’autre part, la délétion 13q n’est pas le seul mécanisme 

à l’origine de la diminution de niveau d’expression de miR-15a et miR-16-1 : en effet, une 

mutation ponctuelle, en aval de miR-16-1, a été décrite comme responsable d’une down-

régulation en l’absence d’aberrations chromosomiques [Raveche et al., 2007]. Des 

phénomènes épigénétiques ou des défauts de synthèse des micro-ARN peuvent également 

être mis en cause. Enfin, étant donné que p53 régule la transcription de miR-15a et miR-16-1, 

l’inactivation de l’activité transcriptionnelle de p53 peut provoquer une diminution 

d’expression des microARN en l’absence de délétion 13q. 

 Plus récemment, les analyses de SNP-array ont permis de mieux définir l’anatomie de 

ces délétions 13q [Ouillette et al., 2011] : 2 sous-groupes de délétions 13q ont été 

individualisés, constitués des délétions de type I (~30% de l’ensemble des patients) excluant 

le gène RB1 (13q14.2) et des délétions de type II (~20% de l’ensemble des patients) incluant 

le gène RB1. Les délétions de type II sont associées à un raccourcissement de la survie, et 

surtout à une complexité génomique marquée, suggérant que ces délétions 13q de grande 

taille pourraient contribuer à la désorganisation du génome et à la progression de la maladie. 

La recherche de la délétion RB1 pourrait donc avoir un intérêt clinique, surtout en cas de 

délétion 13q isolée. Dans cette étude, le niveau d’expression de miR-15a et miR-16-1 n’est 

pas corrélée à la présence d’une délétion ne présente pas de valeur pronostique significative. 



 124 

 



 125 

Trisomie 12 

La trisomie 12, observée chez 15% à 20% des patients, est associée à un pronostic 

intermédiaire, avec une survie sans traitement et une survie globale de 33 et 114 mois 

respectivement [Döhner et al., 2000]. Cette anomalie est particulièrement observée au cours 

des LLC atypiques sur un plan cytologique et immunophénotypique. Cette trisomie 12 est le 

plus souvent totale, parfois partielle ; l’étude des cas de trisomie 12 partielle par FISH a 

permis de restreindre la « région minimale de duplication » au segment 12q13q22 [Dierlamm 

et al., 1997]. Cette région contient un grand nombre de gènes candidats pouvant expliquer les 

particularités phénotypiques (MDM2, CDK2, CDK4, GLI1, HMGA2…). Néanmoins, les 

phénomènes physiopathologiques associés à cette anomalie restent mal connus à l’heure 

actuelle. 

 

Délétion 11q 

La délétion 11q (10 à 18%), est associée aux formes tumorales de LLC et à un 

pronostic défavorable (survie sans traitement et survie globale de 13 et 79 mois 

respectivement) [Döhner et al., 1997 ; Döhner et al., 2000]. Cette anomalie est surtout 

prédictive d’une mauvaise réponse aux chimiothérapies générant des dommages à ADN ; 

cette chimiorésistance est cependant amendée par l’ajout d’anticorps anti-CD20. La délétion 

11q est plus fréquente chez les sujets jeunes, et son impact péjoratif sur la survie est plus 

marqué avant 55 ans. 

Sur le plan moléculaire, le gène candidat semble être le gène ATM (Ataxia 

Telangiectasia Mutated) intervenant dans la réparation des lésions double-brin de l’ADN. Il 

se situe en effet dans la région minimale de délétion identifiée en 11q22.3q23.1, initialement 

évaluée à 2 à 3 Mb et récemment restreinte à 416 kb [Rose-Zerilli et al., ASH 2012]. De plus, 

les patients atteints d’Ataxie-Télangiectasie montrent une prédisposition particulière à 

développer des tumeurs lymphoïdes B ou T. Cependant, une expression absente ou diminuée 

d’ATM  n’a été mise en évidence que chez seulement 40% des patients porteurs d’inactivation 

bi-allélique d’ATM [Stankovic et al., 1999], et d’autres études n’ont retrouvé qu’un taux 

modeste de mutations de l’allèle ATM restant dans des LLC 11q-, suggérant l’existence 

d’autres gènes cibles que ATM, comme par exemple RDX (Radixine), FDX1 (Ferredoxine 1), 

ou encore NPAT, CUL5 et PPP2R1B [Schaffner et al., 1999 ; Stilgenbauer et al., 1996 ; Kalla 

et al., 2007]. Récemment, le travail de Ouillette et al. [2010] a démontré que les délétions 11q 

sont également responsables de perte mono-allélique de MRE11A et H2AFX, deux gènes eux- 
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aussi impliqués dans la réparation des lésions de l’ADN double-brin. Ces résultats suggèrent 

l’existence d’une altération complexe des phénomènes de réparation de l’ADN dans les LLC 

11q- pouvant expliquer le lien fréquemment observé entre délétion 11q et anomalies 

génomiques multiples [Haferlach et al., 2007]. 

 

Délétion 17p 

La délétion 17p représente 7% à 10% des patients non traités [Döhner et al., 2000 ; 

Dicker et al., 2009] ; l’incidence de la délétion 17p est plus élevée à la rechute et au cours des 

LLC réfractaires à la chimiothérapie (jusqu’à 50% des patients). Elle est responsable de la 

perte de la région 17p13.1, site du gène suppresseur de tumeur TP53.  

Sur le plan cytogénétique, au moins deux translocations déséquilibrées récurrentes ont 

été décrites à l’origine de cette délétion : il s’agit de translocations dicentriques, 

dic(4;17)(p11;p11) et dic(17;18)(p11;p11) [Döhner et al., 1995 ; Callet-Bauchu et al., 1996].  

La délétion 17p est associée à un pronostic très défavorable, avec une survie sans 

traitement et une survie globale respectivement de 9 et 32 mois dans l’étude de Döhner ; par 

la suite, de nombreux essais prospectifs et études monocentriques ont confirmé la valeur 

pronostique majeure des délétions 17p [Oscier et al., 2002 ; Zenz et al. 2008 ; Hallek et al., 

2010 ; Grever et al., 2007 ; Tam et al., 2009 ; Wierda et al., 2011 ; Fischer et al., 2011 ; 

Doubek et al., 2011 ; Bullian et al., 2012]. Il s’agit à l’heure actuelle du facteur pronostique 

le plus puissant, avant le stade et l’âge, avant le statut IgVH, celui qui s’accompagne des 

survies globales les plus courtes. 

Cet impact péjoratif s’explique en partie par la non-réponse au traitement contenant 

de la fludarabine ou des alkylants ; en effet, ces traitements agissent sur les cellules 

leucémiques par la mise en jeu de l’apoptose p53-dépendante qui est altérée en cas de 

délétion 17p. Les traitements alternatifs comme l’alemtuzumab et l’allogreffe restent 

efficaces, ainsi que les agents cytotoxiques agissant de façon indépendante de p53 [Lozanski 

et al., 2004]. 

Par ailleurs, la présence de cette anomalie est associée à un risque plus important de 

reprise évolutive après traitement et à un risque accru de syndrome de Richter. 

 Il existe également une relation entre délétion 17p et complexité des anomalies 

chromosomiques qui participent vraisemblablement à l’agressivité de la pathologie 

[Haferlach et al., 2007]. Les travaux de Zenz et al. [2008] ont confirmé que le nombre de 

gains ou de pertes chromosomiques était significativement augmenté en cas de délétion 17p 
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(3,75 versus 1,65). Une étude récente a démontré que le pronostic des patients ayant une 

délétion 17p est modulé par le taux allélique de la délétion et par la complexité des anomalies 

génomiques associées [Delgado et al., ASH 2012]. La présence d’au moins 3 déséquilibres 

est particulièrement prédictive de la survie sans traitement chez les patients porteurs d’une 

délétion 17p de novo et précédemment non traités. 

 

5.1.3. Autres anomalies chromosomiques 

Anomalies déséquilibrées 

Bien que moins fréquentes, d’autres anomalies récurrentes déséquilibrées ont été 

rapportées, notamment grâce à l’utilisation de l’hybridation génomique comparative sur puce 

à ADN (Tableau 8). On retient la délétion 6q (4,5% à 6%), la trisomie 19 (1,7% à 4,7%), les 

gains des régions 2p, 8q24, 3q26 et 20q13, la délétion 14q, ces déséquilibres étant pour la 

plupart considérés comme défavorables [Juliusson et al., 1990 ; Schwaenen et al., 2004 ; 

Sellmann et al., 2007 ; Coll-Mulet Gil et al., 2009 ; Chapiro et al., 2010 ; Rinaldi et al., 

2011 ; Brown et al., 2012 ; Rodriguez et al., 2012 ; Mian et al., 2013]. 

 

Translocations réciproques 

Bien que les délétions et amplifications soient les anomalies les plus fréquentes, les 

translocations réciproques, équilibrées ou non, ne sont pas rares, puisqu’elles représentent 

20% à 34% des patients selon les séries [Mayr et al., 2006 ;. Haferlach et al., 2007 ; Put et al., 

2009]. Elles peuvent parfois impliquer les gènes des immunoglobulines IGH, IGK ou IGL, (5 

à 7%), leurs partenaires les plus fréquents étant BCL2, BCL3, BCL11A et CDK6 (Tableau 8). 

Hormis la rare translocation 14;18 IGH-BCL2 qui est associée à une évolution favorable (2% 

des LLC), la présence de translocations chromosomiques -impliquant ou non les gènes des 

immunoglobulines- est un facteur de pronostic péjoratif [Mayr et al., 2006 ; Cavazzini et al., 

2008 ; Put et al., 2009 ; Ngyuen-Khac et al., 2011]. La translocation 14;19 IGH-BCL3 et les 

translocations impliquant MYC (8q24) sont associées à un pronostic particulièrement 

défavorable [Put et al., 2012]. 

 

Caryotypes complexes et évolutions clonales 

Enfin, la présence de caryotypes complexes (≥ 3 anomalies) et/ou d’évolution 

clonale constituent des marqueurs péjoratifs [Mayr et al., 2006 ; Haferlach et al., 2007 ; 
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Figure 18 : Modélisation des étapes de transformation au cours de la LLC, d’après 

Landau et al., 2013 
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Stilgenbauer et al., 2007 ; Janssens et al., 2012]. A titre d’exemple, dans une étude récente, la 

survie après évolution clonale est de 32 mois (n=105) [Cavazzini et al., 2012]; dans cette 

série, les évolutions clonales correspondent à des translocations impliquant le gène IGH@ et 

des délétions 17p, 11q, 13q et 14q32 qui surviennent en un délai médian de 64 mois chez 

14% des patients. 

 De façon générale, l’évolution clonale est un élément clé de la rechute et de la 

progression au cours des cancers. En ce sens, l’étude de Landau et al. [2013] a évalué les 

fractions cellulaires porteuses de mutations et de variation du nombre de copies dans une 

série de 149 patients atteint de LLC (par séquençage « whole exome » et SNP-array). Ce 

travail identifie 20 mutations (TP53, ATM, MYD88, SF3B1, NOTCH1, DDX3X, ZMYM3, 

FBXW7, MAPK1, XPO1, CHD2, POT1, NRAS, KRAS, BCOR, EGR2, MED12, RIPK1, 

SAMHD1, ITPKB, HIST1H1E) et 5 déséquilibres chromosomiques récurrents (délétion 8p, 

délétion 13q, délétion 11q, trisomie 12 et délétion 17p). Certaines de ces anomalies sont 

initiatrices (« drivers »), précoces, spécifiques de la transformation des cellules B et 

exclusivement clonales (MYD88, trisomie 12, délétion 13q). Leur apparition est favorisée par 

l’âge et la présence de mutation des IgVH, qui constituent 2 facteurs facilitant également 

l’accumulation de mutations somatiques non récurrentes (« passengers ») (Figure 18). 

D’autres drivers apparaissent ensuite tardivement, lors de la progression ; ces anomalies sous-

clonales ne sont pas nécessairement des drivers spécifiques de la LLC et sont fréquemment 

observées dans d’autres cancers, (SF3B1, TP53, délétion 11q, RAS). Selon la nature des sous-

clones, leur agressivité et l’administration d’un traitement, l’évolution clonale peut être 

linéaire ou non linéaire. Dans la plupart des LLC non traitées et dans quelques LLC traités, 

l’équilibre des sous-clones se maintient dans le temps. Par contre, en cas de driver fort, le 

traitement peut perturber cet équilibre et favoriser l’émergence d’un sous-clone initialement 

faiblement représenté. Ainsi, parmi 18 patients testés de façon séquentielle, 10/12 patients 

traités par chimiothérapie ont présenté une évolution clonale, incluant essentiellement des 

drivers qui s’expandent avec le temps (contre 1/6 patients non traités). 

 

Les anomalies complexes, corrolaires de l’évolution clonale, sont souvent sous-

estimées par la cytogénétique conventionnelle (16% à 18% des cas) : elles peuvent être 

étudiées de façon optimale par la technique de CGH-array. Brugor et al. a récemment  
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Figure 19 : Structure du gène TP53 et de la protéine p53 
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rapporté l’intérêt d’une nouvelle technique de CGH-array extrêmement résolutive dans une 

série de 58 patients (nommmée ROMA, pour Representional Oligonucleotide Microarray 

Analysis). Seul un patient de la série (1,7%) présente un profil génomique normal, contre 

20% avec la FISH, 17% avec le caryotype conventionnel et 15% avec d’autres puces à ADN. 

Cette méthode confirme par ailleurs que les anomalies, récurrentes ou non, sont plus 

fréquemment des délétions que des amplifications, ont une taille médiane de 933 kb et sont 

présentes en nombre très variable selon les patients ; cette approche permet également de 

borner de façon précise les déséquilibres et de mettre en évidence des évolutions clonales. 

 Il a récemment été démontré que les altérations de TP53, les délétions 11q, les 

délétions 13q14 (type II emportant RB1) et l’expression de CD38 constituent des marqueurs 

indépendant prédictifs de la complexité génomique au cours de la LLC ; les anomalies de 

TP53 prédisent à elles seules 50% des anomalies complexes [Ouillette et al., 2010]. 

 

5.2. Mutations somatiques 

 5.2.1. Mutations du gène TP53 

  5.2.1.1. Structure du gène TP53 et de la protéine p53 

 Le gène TP53, long d’environ 23 kb, est localisé en 17p13.1 [revue par Xu-Monette et 

al., 2012]. Il comporte 11 exons et 10 introns, le premier exon étant non codant. Le gène est 

sous le contrôle de 2 promoteurs dont le premier est situé en amont du premier exon et le 

second au début du premier intron. 

 La protéine p53 canonique est constituée de 393 acides aminés et sa masse 

moléculaire est de 53kDa. Elle est composée de 5 domaines fonctionnels : un domaine de 

transactivation NH2-terminal, un domaine riche en proline, un domaine central de liaison 

spécifique à l’ADN, un domaine d’oligomérisation et un domaine de régulation (Figure 19).  

 Ces cinq domaines permettent de définir la protéine p53 comme facteur de 

transcription . Le domaine central suffit à déterminer la reconnaissance des sites consensus 

de liaison de p53 au niveau de ses cibles transcriptionnelles, alors que les domaines N- et C- 

terminaux peuvent être remplacés par des domaines fonctionnellement homologues à d’autres 

facteurs de transcription. 
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Figure 20 : Représentation schématique de la voie p53 
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  5.2.1.2. Régulation de l’expression de p53 

Transcription du gène 

 La protéine p53 est constitutivement exprimée dans tous les types cellulaires. Le 

promoteur de TP53 contient des séquences de fixation de différents facteurs de transcription 

tels que NF1, C-MYC, SP1, NFkB, et même p53 (rétrocontrôle négatif direct de TP53 par son 

propre produit) [Deffie et al., 1993]. 

 

Régulation post-transcriptionnelle et stabilité de la protéine 

 Les quantités intracellulaires de p53 sont régulées essentiellement au niveau post-

transcriptionnel (Figure 20). En effet, une boucle de régulation négative a été mise en 

évidence entre les protéines p53 et MDM-2. La protéine p53 est capable d’activer la 

transcription de MDM-2 par l’intermédiaire d’une séquence de liaison à p53 localisée dans le 

premier intron du gène MDM-2. La protéine MDM-2, qui se lie à p53 dans sa région N-

terminale, empêche toute interaction avec les facteurs de la machinerie transcriptionnelle et 

ubiquitinyle p53 qui ensuite va être dégradée rapidement par le protéasome. Ce phénomène 

d’auto-régulation explique la ½ vie très courte de la protéine dans les cellules au repos (20 à 

30 minutes). 

 En cas de stress cellulaire (radiations, agents toxiques, lésions de l’ADN, carence en 

facteur de croissance, etc…), p53 est stabilisée par des modifications post-transcriptionnelles 

et s’accumule dans le noyau. Les phénomènes de phosphorylation, acétylation et méthylation 

dissocient MDM2 et p53, qui échappe ainsi à l’ubiquitinylation et est activée. A l’inverse, la 

sumoylation et la neddylation augmente la stabilité de p53 en inhibant l’ubiquinylation, mais 

réprime sa fonction [Xu-Monette et al., 2012]. 

 

  5.2.1.3. Rôles de TP53 

   5.2.1.3.1. Données générales 

 Le gène TP53, considéré comme suppresseur de tumeur et gardien de l’intégrité 

du génome, code pour la protéine p53 qui agit comme facteur de transcription impliqué dans 

le développement, la différenciation cellulaire et le vieillissement. 

 L’effet de l’activation de p53 dépend de la séquence temporelle de régulation de ses 

nombreuses cibles. De façon générale, ses gènes cibles vont collectivement forcer la cellule à 

stopper la réplication de l’ADN, soit en induisant l’apoptose, soit en favorisant un arrêt 

transitoire ou permanent du cycle cellulaire (Figure 20) [Oren et Rotter, 1999]. Ainsi, la  
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Figure 21 : Effets de p53 dépendants et indépendants de l’activité transcriptionnelle, 

d’après Xu-Monette et al., 2012 

 

 

 

Figure 22 : Illustration de l’activité transcriptionnelle de p53 dans les lymphocytes, 

d’après Xu-Monette et al., 2012 

Les pointillés rouges indiquent une régulation positive de l’expression des gènes et les 
pointillés verts une régulation négative. 
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protéine p53 peut être comparée à un « arrêt d’urgence » qui conduit la cellule à stopper sa 

prolifération lorsque les conditions de réplication correcte de l’ADN ne sont pas rassemblées, 

afin d’éviter la survenue d’aberrations génomiques pouvant participer au développement d’un 

cancer. Le choix entre arrêt du cycle cellulaire et apoptose dépend du type cellulaire, du stade 

dans le cycle cellulaire, de la gravité des lésions de l’ADN, du niveau de p53, des facteurs de 

survie externes et des paramètres cellulaires internes [Vousden et Lu, 2002]. Les lymphocytes 

sont plutôt sujets à l’apoptose en cas de stress, par comparaison avec d’autres types cellulaires 

[Gudkov et Komarova, 2003]. 

 La fonction suppresseur de tumeur de p53 va s’exercer de façon dépendante ou 

indépendante de son rôle transcriptionnel (Figure 21). 

 

Effets dépendants de l’activité transcriptionnelle  

 En cas d’activation, la protéine p53 peut se lier sous forme tétramérique à ses 

séquences cibles et réguler positivement ou négativement l’expression de centaines de gènes 

cibles, qui incluent des régulateurs du cycle cellulaire, de l’apoptose, de la réparation de 

l’ADN et de la différenciation (Figure 22). Les cibles prédominantes de p53 sont les gènes 

suivants : 

- P21 qui code un inhibiteur des complexes cyclineE/cdk2 et constitue un médiateur de 

l’activité antiproliférative de p53 [El-Deiry et al., 1993], 

- MDM-2 (Murine double minute 2) qui code une protéine complexant p53 et inhibant 

son activité transcriptionnelle [Barak et al., 1993], 

- GADD45 (Growth Arrest & DNA Damage) qui code une protéine antipoliférative 

[Kastan et al., 1992], 

- BAX impliqué dans l’induction de l’apoptose [Miyashita et Reed, 1995], 

- et PUMA (p53-upregulated modulator of apoptosis), un gène pro-apoptotique, 

membre de la famille BCL2, modulant l’activité de BAX pour faciliter le relargage du 

cytochrome C et ainsi induire une cascade apopototique [Yu et al., 2001]. 

 

 De façon intéressante, p53 régule la transcription de nombreux microARN, courtes 

séquences d’ARN simple-brin qui se lient à des séquences complémentaires d’ARN cibles, 

induisant leur dégradation ou l’absence de traduction [Xu-Monette et al., 2012]. Parmi ces 

microARN dont l’expression est transactivée par p53 se trouvent mir-15a et miR-16-1 (qui 

ciblent l’oncogène MYB et les gènes anti-apoptotiques BCL2 et MCL1), mir-34a (qui cible 

l’oncogène FOXP1 et BCL2), miR-34b et mir34c (qui cible ZAP70). 
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Figure 23 : Représentation schématique du rôle non transcriptionnel de p53 dans 

l’apoptose et l’autophagie 

 
Les flèches vertes indiquent les interactions protéines-protéines positives ; les lignes rouges 
indiquent les interactions protéines-protéines négatives ;  Ub indique ubiquitinylation : 
MOMP signifie perméabilisation de la membrane mitochondriale externe ; and VDAC1, 
voltage-dependent anion-selective channel protein 1 
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Effets indépendants de l’activité transcriptionnelle 

 Ce mode d’action de p53, indépendant de son rôle de facteur de transcription, 

intervient dans l’induction de l’apoptose mitochondriale et l’inhibition de l’autophagie ; il est  

médié par des intéractions protéines-protéines avec les membres de la famille BCL2 et de la 

voie mTOR (Figure 23). 

 

   5.2.1.3.2. Contrôle du cycle cellulaire 

 Une des fonctions la mieux connue de p53 est sa capacité à induire un arrêt du cycle 

cellulaire en phase G1. Ce contrôle de l’entrée en phase S semble être essentiellement relié à 

son activité transcriptionnelle sur P21 [El-Deiry et al., 1993]. La régulation positive de P21 

par p53, en réponse à des altérations génomiques, inhibe l’activité de la cycline E/cdk2, ce 

qui permet alors l’accumulation de RB sous sa forme hypophosphorylée [Demers et al., 1994] 

et l’arrêt du cycle cellulaire. 

 L’intervention de p53 au point de restriction G1/S est essentielle mais p53 intervient 

également dans l’arrêt  entre les phases G2 et M du cycle cellulaire [Taylor et al., 2001]. Le 

facteur clé pour cette transition G2/M est le complexe cycline B1/CDC2 qui est 

cytoplasmique et ne rentre dans le noyau qu’au moment de la mitose. Le gène 14-3-3s, 

transactivé par p53, est capable de séquestrer ce complexe cycline B1/CDC2 dans le 

cytoplasme pour provoquer un arrêt de la division en G2. Un second gène transactivé par p53, 

GADD45, est également important pour le contrôle de la transition G2/M. L’invalidation de 

ce gène chez les souris conduit à un phénotype très proche de celui des souris nullizygotes 

pour le gène TP53 : une forte aneuploïdie et de nombreuses anomalies chromosomiques. La 

surexpression de GADD45 est capable d’induire un blocage de la division cellulaire en phase 

G2. 

  

   5.2.1.3.3. Apoptose 

 Une fonction importante de p53 réside dans sa capacité à induire l’apoptose par 

l’activation transcriptionnelle de gènes pro-apoptotiques (par exemple PUMA, APAF, NOXA, 

BAX ou FAS) et par la répression transcriptionnelle de gènes anti-apoptotiques (par exemple 

BCL2, BCLXL ou survivine). 

 p53 intervient également dans l’apoptose par des interactions directes protéines-

protéines (Figure xx). En cas de stress, PUMA sequestre BCL2 et BCLXL, qui s’associent 

avec p53 cytoplasmique. En 30 minutes, p53 cytoplasmique liée à ces protéines 

antiapoptotiques transloque dans la mitochondrie, où elle libère BAX, BAK, BIM et BID de 
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Figure 24 : Profil mutationnel de TP53 au cours de la LLC (données issues de la base de 

données IARC mise à jour en novembre 2012, version R16 [Petitjean et al., 2007]) 

A/ Répartition des mutations entre exons et introns. B/ Types de mutations C/ Effet 
fonctionnel des mutations ponctuelles 
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BCL2, BCLXL, BCL2A et MCL1. NOXA agit de la même façon que TP53. BAX, BAK et 

BID forment des hétéro- ou homo-oligomères et provoquent la perméabilisation de la 

membrane mitochondriale externe, entraînant la libération du cytochrome C. Le cytochrome 

C s’associe alors avec APAF-1 ; ils activent ensemble la cascade des caspases menant à 

l’apoptose, précédant une deuxième vague d’apoptose induite par l’activité transcriptionnelle 

de p53. 

 

   5.2.1.3.4. Autres fonctions 

 p53 intervient dans l’autophagie selon un mécanisme non transcriptionnel mal connu à 

l’heure actuelle. D’autres travaux ont montré le rôle de p53 dans la sénescence réplicative 

[Bond et al., 1994], la réplication et la réparation de l’ADN [Wang et al., 1995], la 

différenciation [Aloni-Grinstein et al., 1993], l’angiogénèse [Dameron et al., 1994] et le 

développement [Sah et al., 1995]. 

 

  5.2.1.4. Inactivation de p53 au cours de la LLC 

 Il existe plusieurs modes d’inactivation des fonctions suppressives de p53, qui 

surviennent au niveau de l’ADN, de l’ARN ou de la protéine. 

 

 Au niveau génomique, il s’agit le plus souvent d’une inactivation bi-allélique par 

délétion d’un allèle et mutation somatique de l’autre : 80% à 90% des patients porteurs d’une 

délétion 17p présentent une mutation sur l’allèle restant [Zenz et al., 2008]. Cependant, des 

mutations sans délétion allélique sont également observées dans 4 à 5% des cas de LLC. Des 

mutations bi-alléliques ont également été décrites. 

 La majorité des mutations sont des mutations ponctuelles situées au niveau du 

domaine de liaison à l’ADN ; ce sont fréquemment des mutations faux-sens, moins souvent 

des insertions-délétions, des mutations non-sens ou des mutations des sites d’épissage 

(Figure 24A et 24B) [Petitjean et al., 2007 ; Zenz et al., 2010 (a)]. Bien que les codons 175, 

179, 209, 248, 273 soient plus fréquemment touchés, la localisation des mutations est 

hautement variable ; la base de données IARC recence 188 mutations différentes à l’heure 

actuelle dans la LLC. Ces mutations entraînent la plupart du temps une perte de fonction 

totale ou partielle ; certains mutants conservent cependant leur fonction de transactivation 

(Figure 24C) [Kato et al., 2003 ; Petitjean et al., 2007 ]. Les mutations TP53 résultent 
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souvent en une diminution de la dégradation par le protéasome via MDM2, conduisant à 

l’accumulation de protéine p53 mutante [Brosh & Rotter, 2009] ; celle-ci exerce fréquemment 

un effet dominant-négatif sur la liaison à l’ADN et l’action transactivatrice de la protéine 

sauvage, ce qui peut expliquer les anomalies fonctionnelles de TP53 même en cas de 

mutation mono-allélique sans délétion associée [Petitjean et al., 2007]. D’autres travaux, 

menés sur des souris hétérozygotes TP53+/-, porteuses d’un allèle nul et d’un allèle 

fonctionnel, démontrent que la diminution du dosage génique est suffisante pour favoriser le 

développement de cancers, sans nécessairement que l’inactivation de TP53 soit bi-allélique 

[Venkatachalam et al., 1998]. 

 Des silencing de TP53 par méthylation de son promoteur ou de son UTR ont 

également été rapportés dans la LLC [Xu-Monette et al., 2012]. 

 

 Au niveau de l’ARN, l’épissage alternatif, éventuellement favorisé par une mutation 

de site d’épissage, peut induire une activité transcriptionnelle sélective de p53, ou au contraire 

une perte d’activité transcriptionnelle. Certains microARN (miRs-25, -30d, -92a, -125b, 504, 

-1285, -141, -15 et -16) peuvent également interférer au niveau post-transcriptionnel et 

diminuer la traduction de p53. 

 

Au niveau protéique, une inactivation fonctionnelle de p53 (exprimée dans ce cas de 

façon normale) peut être la conséquence d’une interaction inhibitrice avec une autre protéine 

ou d’une séquestration cytoplasmique empêchant son activité transcriptionnelle. 

L’inactivation d’ATM, fréquente au cours de la LLC, peut également entraîner une 

diminution de l’activation de p53. Enfin, la présence de SNP (Single Nucleotide 

polymorphism) au niveau du codon 72 de TP53 (Arg/Pro) et au niveau du codon 31 de P21 

(Ser/Arg) pourrait affecter la fonction de TP53 et avoir une influence sur l’évolution clinique 

au cours de la LLC, au même titre que les mutations du gène TP53 [Johnson et al., 2009 ; 

Bilous et al., ASH 2012]. 

 

  5.2.1.5. Fréquence et conséquences cliniques des mutations TP53 au cours 

de la LLC 

 Des mutations de TP53 sont présentes chez 4% à 37% des patients atteints de LLC 

selon les séries; elle est plus fréquente à la rechute ou chez les patients réfractaires (environ 

10% dans les séries de patients non sélectionnés, 30% chez les patients en rechute et jusqu’à  
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37% chez les patients réfractaires à la fludarabine) [Grever et al., 2007 : El Rouby et al., 

1993 ; Fenaux et al., 1992 ; Gaidano et al., 1991 ; Trbusek et al., 2006 ; Wattel et al., 1994 ; 

Zenz et al., 2007 ; Lin et al., 2002 ; Dicker et al., 2009 ; Schnaiter et al., ASH 2012]. 

  

 Au même titre que la délétion 17p, la présence de mutations TP53 (avec ou sans 

délétion 17p associée) est associée à la résistance au traitement par les analogues de 

purines, comme la fludarabine utilisée dans l’association de première ligne RFC, par les 

agents alkylants et par les irradiations γ. La présence d’une mutation de TP53 constitue à ce 

titre d’un facteur de pronostic très péjoratif en terme de survie globale et survie sans 

traitement [Zenz et al., 2008 ; Malcikova et al., 2009 ; Zenz et al., 2009 ; Dicker et al., 2009 ; 

Rossi et al., 2009 ; Zenz et al., 2010 (b) ; Gonzales et al., 2011]. Au sein de l’ensemble des 

mutations du gène TP53, les mutations faux-sens survenant au niveau du domaine de liaison à 

l’ADN se distingueraient par un impact pronostique extrêmement défavorable [Trbusek et al., 

2011]. 

 Les résultats à 6 ans de l’essai allemand GCLLSG CLL3X démontrent cependant que 

l’allogreffe non-myéloablative constitue une option thérapeutique permettant le contrôle à 

long terme de la maladie même en cas de mutation TP53 [Dreger et al., 2013].  

 

 L’inactivation de p53 prédipose de façon générale à l’accumulation de multiples 

aberrations génomiques, du fait de la perte de contrôle de l’entrée en phase S. Au cours de 

la LLC, la présence de mutations TP53 (tout comme la délétion 17p) est effectivement 

associée à un nombre significativement plus élevé d’anomalies génomiques (2,4 anomalies en 

cas de mutation TP53 versus 1,3 anomalies en l’absence de mutations TP53, d’après Zenz et 

al., 2008), ce qui participe également à expliquer le pronostic très péjoratif des patients 

TP53mut. 

 Ainsi, cette inactivation, qui survient la plupart du temps durant l’évolution de la 

maladie, participe à la progression des pathologies tumorales, notamment en favorisant 

l’accumulation d’anomalies génomiques. Deux hypothèses sont discutées pour expliquer la 

survenue de mutations TP53 durant l’évolution de la maladie : soit la mutation TP53 survient 

de novo lors de la progression de la maladie, soit la mutation est présente dès le diagnostic, 

dans un clone initial de petite taille qui se développera sous la pression sélective du 

traitement. Dans une étude récente, aucune évolution clonale (sous forme de nouvelles 

mutations TP53) n’a été mise en évidence après chimiothérapie, immunothérapie ou greffe de  
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moelle [Pekova et al., 2011]. D’autre part, le profil mutationnel dans la LLC n’est pas 

différent avant et après traitement dans la série de 254 patients étudiés par Zenz et al. [2010 

(a)] suggérant que le mécanisme de développement des mutations est le même dans les 2 cas ; 

il serait donc indépendant du traitement. Cependant, très récemment, le travail d’analyse 

séquentielle du statut mutationnel de Grossmann et al. [ASH 2012] démontre qu’une faible 

fraction de LLC comporte un sous-clone muté pour TP53 dès le diagnostic, sous-clone qui 

augmente en taille lors de l’évolution. De plus, dans de nombreuses études, la présence de 

mutations TP53 est fortement associée à la réalisation d’une chimiothérapie préalable. Il a 

d’ailleurs été suggéré que l’exposition aux agents alkylants serait responsable du 

développement des mutations TP53 et de la résistance au traitement de 2ème ligne [Sturm et 

al., 2003]. 

 

 5.2.2. Mutations du gène ATM 

A l’image des mutations TP53 associées aux délétions 17p, des mutations de l’allèle 

ATM restant ont été mises en évidence chez les patients porteurs de délétion 11q ; ces 

inactivations bi-alléliques par mutation+délétion sont cependant moins fréquentes que pour 

TP53 et concernent 36% des LLC 11q- [Austen et al., 2007]. Des mutations sporadiques 

mono ou bi-alléliques d’ATM ont également été rapportées en l’absence de toute délétion 

chez 7% à 20% des patients [Stankovic et al., 1999 ; Austen et al., 2005 ; Britt-Compton et 

al., 2012 . Skowronska et al., 2012 (a)]. Il s’agit majoritairement de mutation troncantes et de 

mutations faux-sens. 

Dans certains cas, la présence d’une mutation mono-allélique d’ATM est un 

événement germinal, suggérant que les patients hétérozygotes pour l’Ataxie-Télangiectasie 

seraient prédisposés à la survenue de LLC [Bullrich et al., 1999]. L’étude de la fréquence de 

ces mutations constitutionnelles chez des patients atteints de LLC porteurs ou non de délétion 

11q a permis de démontrer que l’hétérozygotie germinale d’ATM n’intervient pas dans 

l’initiation de la LLC mais influence la progression rapide de la maladie via la perte de 

l’allèle ATM sain [Skowronska et al., 2012 (b)].  

Sur un plan clinique, les mutations du gène ATM ont été rapportées comme marqueurs 

défavorables s’accompagnant d’une survie globale et d’une survie sans traitement raccourcies 

[Austen et al., 2005]. Plus récemment, dans l’essai anglo-saxon CLL4, ce sont les anomalies 

bi-alléliques d’ATM qui ont été spécifiquement associées à une survie sans progression et à  
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Figure 25 : Mutations récurrentes de la LLC : rôle des gènes concernés dans les voies de 

signalisation ou processus cellulaires, d’après Landau et al., 2013 
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une survie globale plus courte qu’en cas d’anomalie mono-allélique [Skowronska et al., 2012 

(a)]. Dans cette série, la survie sans progression des patients présentant une altération bi-

allélique d’ATM est d’ailleurs semblable à celles des patients porteurs d’une altération de 

TP53. A l’inverse, la survie sans progression des patients non mutés pour ATM et des 

patients porteurs d’une mutation mon-allélique isolée est similaire (28,6 mois vs 30, 7 mois). 

D’autre part, l’observation dans cette série d’une survie sans progression plus courte 

en cas de délétion mono-allélique d’ATM (17,1 mois) qu’en cas de mutation mono-allélique 

d’ATM sans délétion 11q associée (30,7 mois) constitue un argument supplémentaire pour 

penser que d’autres gènes, situés sur le bras long du chromosome 11, sont impliqués dans la 

pathogénie des LLC. En ce sens, il a récemment été démontré que le gène BIRC3, situé en 

11q22, joue un rôle dans la physiopathologie des formes chimiorésistantes de LLC [Rossi et 

al., 2012]. 

 

 5.3. Nouvelles mutations 

Les techniques de séquençage haut débit ont récemment permis de mettre en évidence 

de nouvelles mutations récurrentes [Puente et al., 2011 ; Quesada et al., 2011 ; Wan et al., 

ASH 2011], dont la valeur pronostique a ensuite été démontrée. Les gènes atteints sont 

impliqués dans diverses voies de signalisation ou processus cellulaires résumés dans la 

Figure 25. 

 

Mutations de BIRC3 

 Le gène BIRC3, qui code un régulateur négatif de la voie NFkB non canonique, peut 

être muté au cours de la LLC. Les mutations ciblent 3 hotspots situés dans les exons 5, 7 et 

10. Ces mutations sont rares au diagnostic (4%) et semblent inexistantes au cours des MBL 

[Rossi et al., 2012]. Les patients évolutifs mais sensibles à la fludarabine sont également 

exempts de telles mutations. Par contre, elles affectent les patients réfractaires à la fludarabine 

(24%) ; de façon intéressante, les mutations de BIRC3 et les altérations de TP53 sont 

mutuellement exclusives dans ce sous-groupe de patients. Les mutations de BIRC3 

constitueraient donc un nouveau marqueur génétique de la chimiorésistance. Elles sont de 

plus associées à une évolution défavorable similaire à celles des patients délétés ou mutés 

pour TP53 ; dans la série de Rossi et al. [2012], leur valeur pronostique est indépendante de 

celles des facteurs pronostiques reconnus. 
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 Cependant, un travail récent a démontré que la délétion totale ou partielle du gène 

BIRC3, situé en 11q22, est toujours associée à la perte d’ATM, du fait d’un même et unique 

événement de délétion [Rose-Zerilli et al., ASH, 2012]. Dans cette série enrichie en patient 

porteurs de délétion 11q, 83% des patients 11q- présentent une co-délétion des gènes BIRC3 

et ATM. Les autres délétions 11q identifiées n’intéressent ni ATM ni BIRC3. D’autre part, 

parmi les patients 11q- (avec délétion de BIRC3), seuls 3 patients (5%) présentent une 

mutation de l’allèle restant de BIRC3. Ainsi, devant la concordante entre la délétion d’ATM et 

de BIRC3 et la faible incidence des mutations de BIRC3, il semble nécessaire pour les auteurs 

de réévaluer la valeur pronostique de la disruption de BIRC3 dans des cohortes de patients 

non traités. 

 

Mutations de NOTCH1 

Les mutations du gène NOTCH1, codant une protéine transmembranaire agissant 

comme facteur de transcription induit par un ligand, se situent préférentiellement dans le 

domaine PEST (exon 34). Elles ont été associées à un pronostic défavorable, avec une 

survie globale et une survie sans traitement raccourcie dans plusieurs études rétrospectives 

[Fabbri et al., 2011; Rossi et al., 2011 ; Del Giudice et al., 2012]. 

Elles concernent environ 10% des patients au diagnostic ; leur incidence est plus 

fréquente au cours des transformations en syndrome de Richter (30%) et des LLC réfractaires 

à la chimiothérapie (20%) [Fabbri et al., 2011]. Les mutations de NOTCH1 sont également 

plus fréquentes en cas de trisomie 12 (24 à 41% des cas), ce qui confèrerait un pronostic plus 

péjoratif qu’en cas de trisomie 12 isolée [Balatti et al., 2012 ; Del Giudice et al., 2012 ; Lopez 

et al., 2012]. Cependant, au sein des LLC réfractaires à la fludarabine, cette corrélation entre 

mutation de NOTCH1 et trisomie 12 n’a pas été retrouvée. Enfin, les mutations de NOTCH1 

sont associées à l’absence de mutation des IgVH, à une expression forte de CD38 et ZAP70, à 

un stade avancé et à un taux de LDH élevé [Puente et al., 2011 ; Quesada et al., 2011 ; Rossi 

et al., 2012 ; Schnaiter et al., ASH 2012 ; Villamor et al., 2012 ; Oscier et al., 2013]. 

Une étude propective récente a évalué l’impact des mutations de NOTCH1 dans une 

cohorte de 494 patients traités par chlorambucil + fludarabine +/- cyclophosphamide en 

première ligne (protocole UK LRF CLL4) [Oscier et al., 2013]. Ces mutations sont corrélées 

à une diminution de la survie globale (54,8 vs 74,6 mois, p =0,02) et sans progression (22 vs 

26,4 mois, p = 0,02). En analyse multivariée, malgré l’impact prédictif majeur des anomalies 

de TP53 pour la survie, les mutations de NOTCH1 présentent une valeur pronostique 

indépendante. 
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L’analyse séquentielle de 200 patients a démontré que l’acquisition de la mutation 

NOTCH1 au cours de l’évolution de la maladie est rare (0,5%) [Villamor et al., 2012]. De la 

même façon, elle persiste en général après traitement (seuls 1% des patients perdent la 

mutation). Dans cette étude, les patients NOTCH1mut en stade A ou B selon Binet présentent 

une survie sans traitement raccourcie. D’autre part, la présence d’une mutation NOTCH1 

augmente significativement le risque de transformation en lymphome B diffus à grandes 

cellules, indépendamment du statut IgVH. Ce marqueur permettrait donc d’identifier 

précocement un sous-groupe de patient à haut risque de transformation et à évolution 

défavorable. 

De façon intéressante, l’étude récente de Ysebaert et al. [ASH 2012] n’a pas mis en 

évidence de corrélation entre les mutations de NOTCH1 et la survie (survie globale et survie 

sans traitement) parmi une cohorte de 164 patients, dont 108 ont été traités de façon 

homogène par RFC ; ce travail suggère que ce traitement par RFC pourrait gommer la valeur 

pronostique péjorative conférée par la présence de la mutation NOTCH1. Enfin, parmi les 

patients réfractaires à la fludarabine traités par alemtuzumab (essai CLL2H), la survie sans 

progression est significativement plus prolongée en cas de mutation NOTCH1 (médiane 15.47 

mois (muté) vs 6.74 mois (WT), p=.025), mais il n’y a pas de différence entre les 2 groupes 

en terme de survie globale (médiane non atteinte (muté) vs. 18.3 mois (WT), p=.181) 

[Schnaiter et al., ASH 2012]. 

 

Mutations de SF3B1 

Les mutations du gène SF3B1, codant un constituant critique du spliceosome, sont 

mises en évidence dans 5% des LLC au diagnostic et dans 17% des LLC réfractaires à la 

fludarabine [Rossi et al., 2011 ; Schnaiter et al., ASH 2012 ; Quesada et al., 2011]. 

Ces mutations, majoritairement faux-sens, sont situées essentiellement dans les exons 

12 à 18 ; elles ciblent de façon récurrentes 3 hotspots dans l’exon 14 (codons 662, 666, et 

700, la mutation K700E étant la plus récurrente) et sont associées à la présence de délétion 

11q [Wan et al., ASH 2011 ; Schnaiter et al., ASH 2012 ; Wan et al., ASH 2012]. Les 

mutations de SF3B1 et de NOTCH1 semblent généralement mutuellement exclusives 

[Ysebaert et al., ASH 2012 ; Schnaiter et al., ASH 2012]. 

La présence de mutations de SF3B1 s’accompagne d’un raccourcissement de la survie 

sans traitement et de la survie globale, ce qui leur confère une valeur prédictive péjorative 

[Rossi et al., 2011 ; Wan et al., ASH 2012] ; cependant, parmi les LLC réfractaires à la  
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fludarabine de l’essai CLL2H, il semble que cette valeur pronostique soit inexistante 

[Schnaiter et al., ASH 2012]. Parallèlement aux mutations NOTCH1, le travail d’Oscier et al. 

[2013] a évalué de façon prospective l’impact des mutations de SF3B1 dans la cohorte de 494 

patients du protocole UK LRF CLL4. Ces mutations sont associées à une diminution de la 

survie globale (54.3 vs 79.0 mois, p <0,001). En analyse multivariée, les mutations de SF3B1 

présentent par ailleurs une valeur pronostique indépendante, bien que les anomalies de TP53 

restent le marqueur le plus informatif de la survie. 

Un travail récent a rapporté que l’absence de mutation des IgVH et la présence de 

mutations de SF3B1 et de XPO1 sont plus fréquentes chez les patients qui acquièrent une 

mutation TP53 au cours de la maladie ; ceci suggère que ces marqueurs seraient des facteurs 

de risque potentiels pour l’acquisition de mutation TP53 [Grossman et al., ASH 2012]. 

 

Mutations de MYD88 

 La mutation L265P du gène MYD88 (myeloid differentiation primary response gene 

88), initialement décrite au cours de la maladie de Waldenström, a par la suite été rapportée 

au cours de la LLC [Puente et al., 2011].Ce gène code une protéine participant aux voies de 

signalisation de l’IL-1 et des récepteurs Toll-like, comme STAT3 et NFkB. Cette anomalie 

est plus fréquente chez les patients jeunes (médiane = 43 ans) ; elle s’observe majoritairement 

chez des patients mutés pour les IgVH [Puente et al., 2011]. Bien que la présentation clinique 

des patients MYD88mut soit généralement plus aggressive dans cette série (stade plus avancé 

au diagnostic), aucune différence entre les patients mutés ou non mutés n’a été mise en 

évidence en terme de progression ou de survie. 

 

Autres mutations 

 Des mutations du gène XPO1 (exportine 1) ont également été mises en évidence par 

les techniques de séquençage haut-débit, uniquement chez des patients non mutés pour les 

IgVH [Puente et al., 2011]. Ce gène est impliqué dans l’export nucléaire de protéines et 

ARNm ; 2 mutations distinctes touchant le même codon d’une région hautement conservée 

ont été rapportées (E571K et E571G). 

 Le gène KLHL6 (kelch-like protein 6) -qui est impliqué dans la formation du centre 

germinatif- peut également faire l’objet de mutations au cours de la LLC, particulièrement  
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dans les formes mutées pour les IgVH [Puente et al., 2011]. Il pourrait s’agir de la cible de 

phénomènes d’hypermutations somatiques, comme cela est connu pour les IgVH et pour 

certains proto-oncogènes comme BCL-6 et MYC dans les lymphomes. 

 Enfin, un travail récent de séquençage haut-débit portant sur une série de 91 patients  a 

mis en évidence de nouvelles mutations de gènes impliqués dans la signalisation NOTCH 

(FBXW7), les voies de l’inflammation (MAPK1) et les phénomènes d’épissage et de 

traitement de l’ARN (DDX3X) [Wan et al., ASH 2011]. Comme nous l’avons vu 

précédemment, d’autres mutations initiatrices ont également été rapportées par Landau et al. 

[2013] dans divers gènes impliqués dans l’oncogenèse (NRAS, KRAS, BCOR, EGR2, 

MED12, RIPK), l’inflammation (SAMHD1, ITPK), les modifications de la chromatine 

(HIST1H1E, ZMYM3, CHD2) ou le maintien des télomères (POT1). 

 La valeur pronostique et la fréquence exacte de ces mutations reste à évaluer. 

 

 

Conclusion : Les anomalies génomiques sont multiples et diversement associées entre 

elles au cours de la LLC. Il existe parfois un schéma d’association préférentielle entre 

une mutation et une anomalie chromosomique spécifique. Ces anomalies sont dans 

certains cas responsables de la transformation maligne des cellules, alors que d’autres 

sont impliquées dans la progression. Ces désordres génomiques influencent clairement 

la présentation biologique et l’évolution clinique des patients atteints de LLC ; elles 

constituent pour la plupart un marqueur majeur du pronostic des patients. Nous avons 

choisi d’étudier dans ce travail la relation entre l’existence/la nature des aberrations 

chromosomiques, reflet de l’instabilité génomique, et la présence d’une dysfonction 

télomérique. 
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II-  OBJECTIFS 
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Objectif 1 : Etude de la valeur pronostique et des mécanismes moléculaires de l’expression 

du gène MCL1 

 

 

 

Objectif 2 : Etude de la relation entre dysfonction télomérique et aberrations 

chromosomiques 

 

 

 

Objectif 3 : Etude de la contribution de la technique de MLPA dans l’étude des anomalies 

cytogénétiques à valeur pronostique 

 

 

 

Objectif 4 : Etude de la relation entre mutation de TP53 et statut télomérique (travaux en 

cours)  
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III-  RÉSULTATS EXPÉRIMENTAUX 
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1. VALEUR PRONOSTIQUE ET MECANISMES MOLECULAIRES DE 
L’EXPRESSION DE MCL1 
 
ARTICLE 2 
 
L VERONESE, O TOURNILHAC, P VERRELLE, F DAVI, G DIGHIERO, E 
CHAUTARD, R VEYRAT-MASSON, F KWIATKOWSKI, C GOUMY, P VAGO, P 
TRAVADE and A TCHIRKOV. Low MCL1 mRNA expression correlates with prolonged 
survival in B-cell chronic lymphocytic leukemia. Leukemia. 2008; 22(6): 1291-3 
 

Objectif  : L’objectif de notre étude était d’évaluer la valeur pronostique de l’expression du 

gène anti-apoptotique MCL1 qui code un facteur de survie impliqué dans la résistance à 

l’apoptose des lymphocytes de LLC. Pour cela, nous avons quantifié le niveau de l’expression 

de MCL1L (isoforme anti-apoptotique) par RT-PCR quantitative en temps réel dans les 

lymphocytes sanguins de 115 patients atteints de LLC. Les résultats ont été corrélés aux 

stades de Binet, à la survie des patients et aux facteurs de pronostic de référence dont le statut 

mutationnel des IgVH. 

 

Résultats : Aucune corrélation n’a été mise en évidence entre le niveau de l’expression de 

MCL1 et divers marqueurs du pronostic (stade selon Binet, statut mutationnel des IgVH, 

temps de doublement de la lymphocytose, taux de β2microglobuline, taux de thymidine 

kinase, expression de CD38 et expression de hTERT). L’expression de l’ARNm de MCL1 est 

significativement corrélée à l’expression de la protéine MCL1 étudiée par cytométrie en flux. 

Les patients exprimant fortement MCL1 (MCL1 ≥ 55) ont une survie significativement plus 

courte que les patients exprimant faiblement MCL1 (MCL1 < 55) aussi bien parmi les patients 

tous stades confondus (p=0,00092 que parmi les stades A (p=0,002). La survie sans 

traitement est significativement plus courte chez les patients en stade A exprimant fortement 

MCL1 (p=0,00088). En analyse multivariée selon le modèle de Cox (incluant le stade selon 

Binet et le statut IgVH), l’expression de MCL1 apparaît comme un facteur de pronostic 

indépendant de la survie globale (p=0,0093). 

 

Conclusion : L’étude de l’expression de MCL1 permet d’identifier précocement les formes 

de LLC à haut risque et faible risque d’évolution défavorable et constitue à ce titre un 

marqueur du pronostic. 
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ARTICLE 3 
 

L VERONESE, O TOURNILHAC, P VERRELLE, F DAVI, G DIGHIERO, E 
CHAUTARD, R VEYRAT-MASSON, F KWIATKOWSKI, C GOUMY, L GOUAS, JO 
BAY, P VAGO A TCHIRKOV. Strong correlation between VEGF and MCL1 mRNA 
expression levels in B-cell chronic lymphocytic leukemia. Leukemia Research. 2009; 33: 
1623–1626 
 

Introduction  : Nous avons démontré que la dysrégulation du gène anti-apoptotique MCL1 

joue un rôle essentiel dans la pathogénèse de la LLC. Les cytokines multifactorielles VEGF et 

IL6 interviennent dans la régulation positive de MCL1 selon un mode autocrine. Nous 

proposons d’étudier de manière rétrospective l’expression de ces gènes dans un double but : 

rechercher d’éventuelles corrélations entre l’expression de VEGF et le pronostic et préciser 

les mécanismes moléculaires de la régulation de MCL1 dans les lymphocytes de LLC. Pour 

cela, nous avons quantifié le niveau d’expression de VEGF et d’IL6 par qRT-PCR dans une 

série de 88 patients atteints de LLC. Les résultats ont été corrélés au niveau d’expression de 

l’ARNm de MCL1, à la survie des patients et aux facteurs de pronostic de référence dont le 

stade de Binet et le statut mutationnel des IgVH.  

 

Résultats : Le niveau d’expression de MCL1 est fortement et très significativement corrélé à 

celui de VEGF chez tous les patients (p<10-7). L’expression de VEGF n’est pas corrélée au 

stade selon Binet ; le taux de transcrit VEGF est par contre plus élevé chez les patients non 

mutés pour les IgVH (p=0,016). Une expression forte de VEGF (VEGF ≥ 19,4) est associée à 

une survie globale raccourcie chez les patients tous stades confondus (p=0,019). Cependant, 

en analyse multivariée incluant MCL1, VEGF et statut IgVH, l’expression de VEGF n’est plus 

prédictive de la survie du fait de la corrélation étroite entre les niveaux de transcrits VEGF et 

MCL1 et de la forte valeur pronostique de l’expression de MCL1. 

L’expression d’IL6 est significativement plus forte chez les patients en stade A (p=0,033) et 

parmi les patients mutés pour les IgVH (p=0,024). Aucune corrélation n’a été mise en 

évidence entre expression d’IL6 et survie, ou entre expressions d’IL6 et MCL1. 

 

Conclusion : L’expression de VEGF ne constitue par un nouveau facteur de pronostic dans la 

LLC ; par contre, l’expression de MCL1 est fortement corrélée à l’expression de VEGF, 

confirmant le rôle de cette voie de signalisation dans la survie des lymphocytes tumoraux et 

suggérant que VEGF pourrait réguler positivement MCL1 selon un mode autocrine. 

L’inhibition de VEGF ou de ses voies de signalisation pourrait constituer une approche 

thérapeutique dans la LLC. 
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2. TELOMERES ET INSTABILITE GENOMIQUE 
 
ARTICLE 4 
 
L. VERONESE, O. TOURNILHAC, M. CALLANAN, N. PRIE, F. KWIATKOWSKI, P. 
COMBES, M. CHAUVET, F. DAVI, L. GOUAS, P. VERRELLE, R. GUIEZE, P. VAGO, 
J.O. BAY, A. TCHIRKOV. Telomeres and chromosomal instability in chronic 
lymphocytic leukemia. Leukemia 2013 Feb;27(2):490-3 
 
Introduction  : Dans la LLC, la longueur des télomères et le niveau d’expression de hTERT 

constituent des facteurs de pronostic corrélés à la survie des patients. Par ailleurs, l’existence 

de variations dans l’expression de nombreux gènes impliqués dans le maintien des télomères 

suggère l’existence d’une dysfonction télomérique globale pouvant participer à la survenue 

d’anomalies cytogénétiques à valeur pronostique. L’objectif de notre travail est d’étudier la 

relation entre dysfonction télomérique et anomalies cytogénétiques, reflet de l’instabilité 

génomique. Nous avons réalisé dans une série de 77 patients l’étude cytogénétique (caryotype 

et FISH recherchant délétions 13q, 11q, 17p et trisomie 12), la mesure de la longueur des 

télomères (PCR quantitative en temps réel), l’étude de l’expression de hTERT et des membres 

du complexe shelterin TRF1, TRF2 et POT1 (qRT-PCR). 

Résultats : Une analyse de clustering hiérarchique non supervisé combinant ou non les 

caractéristiques cytogénétiques et télomériques nous a permis d’établir 3 sous-groupes de 

patients présentant des profils cytogénétiques et télomériques distincts. Le cluster I combine 

une cytogénétique favorable, des télomères longs, une expression faible ou absente de hTERT 

et une expression forte des gènes du complexe shelterin. A l’inverse, les clusters II et III se 

caractérisent par de multiples aberrations chromosomiques (aneuploïdie dans le groupe II et 

anomalies de structure dans le groupe III, en particulier délétion 17p et 11q), une 

augmentation de l’expression de hTERT et une diminution de la longueur des télomères et de 

l’expression de TRF1, TRF2 et POT1. Ils sont également associés aux marqueurs 

pronostiques péjoratifs comme le statut IgVH non muté, la positivité de CD38 et le temps de 

doublement de la lymphocytose inférieur à 6 mois. 

Conclusion : Le raccourcissement des télomères et les modifications d'expression des gènes 

du complexe shelterin et de hTERT sont associés à l'augmentation du nombre d'anomalies 

chromosomiques, en particulier les anomalies cytogénétiques à valeur pronostique péjorative. 

Ces résultats confirment l'existence d'un lien entre statut télomérique et instabilité génomique 

au cours de la LLC et soulignent le rôle de la perte de TP53 ou ATM dans cette dysfonction 

télomérique.  
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3. PLACE DE LA MLPA DANS L’ETUDE DES ANOMALIES 
CYTOGENETIQUES A VALEUR PRONOSTIQUE DE LA LLC 
 
ARTICLE 5 
 
L VERONESE, O TOURNILHAC, P COMBES, N PRIE, E PIERRE-EYMARD, R 
GUIEZE, R VEYRAT-MASSON, JO BAY, P VAGO, A TCHIRKOV. Contribution of 
MLPA to routine diagnostic testing of recurrent genomic aberrations in chronic 
lymphocytic leukemia. Cancer Genetics 2013 Jan;206(1-2):19-25. Epub 2013 Jan 10. 
 

Introduction  : La mise en évidence d’anomalies cytogénétiques récurrentes par FISH 

interphasique est indispensable à la prise en charge thérapeutique et à l’évaluation du 

pronostic de la LLC en routine. La MLPA est une technique de quantification génique qui 

permet d’explorer simultanément une quarantaine de locus afin de rechercher des pertes ou 

des gains de matériel génomique ; cette méthode peu onéreuse et à haut débit pourrait 

constituer une alternative à la FISH. Nous avons réalisé la technique de MLPA (principe de la 

MLPA : voir annexes) chez 77 patients atteints de LLC en utilisant 2 kits commerciaux (kits 

P037 et P038 MRC-Holland) permettant d’explorer 55 locus distincts et de rechercher entre 

autre les anomalies récurrentes les plus fréquentes (délétions 17p13, 11q22, 13q14 et trisomie 

12). Les résultats obtenus ont été comparés aux données de FISH. 

Résultats : Il existe une bonne concordance entre les 2 approches, puisque 90,9% des 77 

anomalies mises en évidence par FISH sont également détectées par MLPA. Dans 7 cas, la 

MLPA a échoué à mettre en évidence une anomalie identifiée par FISH, le plus souvent (6 

cas) en raison d’un faible nombre de cellules portant l’anomalie clonale (moins de 25%), plus 

rarement (1 cas) du fait de la localisation des sondes de MLPA et de la présence d’anomalies 

chromosomiques complexes. Dans 2 cas, la MLPA a permis d’identifier des délétions 17p13 

non détectées par FISH, et dans 5 cas, des trisomies 19, mais qui se sont avérées être des 

faux-positifs liés soit à la présence de mutations ponctuelles dans le gène TP53, soit à un 

manque de spécificité des sondes de MLPA ciblant le chromosome 19.  

Conclusion : La MLPA peut constituer une approche intéressante pour la recherche 

d’anomalies génomiques présentes dans une majorité de cellules malignes. Cependant, cette 

méthode doit être complétée par la FISH ou d’autres techniques moléculaires, en particulier 

dans les cas présentant un profil de MLPA normal ou atypique, afin d’éviter les faux-négatifs 

et les faux-positifs. En pratique, la MLPA peut constituer une approche complémentaire 

intéressante mais ne peut pas se substituer à la FISH. 
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Tableau 9 : Caractéristiques des mutations TP53 parmi la cohorte de 85 patients 
 

 
 
Figure 26 : répartition et type des 22 mutations TP53 exoniques 
 

 



 205 

 

4. TRAVAUX EN COURS 
 

 

 Notre équipe a récemment complété le travail sur les télomères et l’instabilité 

génomique par : 

1/ la recherche de mutations du gène TP53 par séquençage direct 

2/ l’étude de l’expression des autres membres du complexe shelterin avec la 

quantification des transcrits des gènes RAP1, TPP1 et TIN2 par RT-PCR quantitative en 

temps réel 

3/ La recherche de signes de fragilité télomérique par FISH pantélomérique (recherche 

d’associations télomériques, de perte d’un signal télomérique sur une ou deux des 

chromatides soeurs (délétion terminale), de doublet télomérique sur une ou deux des 

chromatides soeurs (duplication terminale ou signal télomérique multiple), de fusions de 

chromatides soeurs ou de chromosome double minute contenant des séquences télomériques) 

(Figure 27). 

 

 L’ensemble de ces analyses a été effectué dans une série de 85 patients pour lesquels 

nous disposions des autres paramètres télomériques (longueur des télomères, expression de 

hTERT, POT1, TRF1 et TFR2), des données cytogénétiques et des principaux marqueurs du 

pronostic. L’un des objectifs de ce travail complémentaire était d’évaluer l’impact des 

mutations TP53 sur la dynamique des télomères dans une série de patients atteints de LLC. 

 

Nous avons mis en évidence 26 mutations chez 22 patients : 22 mutations sont 

exoniques (19 patients) et 4 sont introniques (4 patients) (Tableau 9). 

Parmi les 22 mutations exoniques, 17 (77%) sont des mutations faux-sens, 1 (3%) est 

non-sens, 3 (14%) sont des mutations décalant le cadre de lecture (frameshift) aboutissant à 

l’apparition d’un codon stop prématuré avec protéine tronquée et 1 (3%) est une délétion de 

18 pb sans décalage du cadre de lecture (Figure 26). Vingt-et-une mutations ont été 

retrouvées dans le site de liaison à l’ADN (exon 5 à 8) ; une seule a été retrouvée dans l’exon 

10. Vingt mutations sont décrites sur le site IARC comme délétères et aboutissant à une 

protéine non fonctionnelle ; les 2 mutations restantes (frameshift : p.L206Ffs2X et 

p.R342Qfs39X) ne sont pas décrites dans la littérature mais entrainent l’apparition d’une 

protéine tronquée. 
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Figure 27 : Signes de fragilité télomérique en FISH pantélomérique 

 

 

 

 

 

Figure 28 : Longueur des télomères, expression de hTERT et des gènes du complexe 

shelterin en fonction de la présence d’une anomalie de TP53 
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Deux des mutations introniques se situent au niveau de sites d’épissage des introns 7 

et 9, empêchant leur excision et entrainant un décalage du cadre de lecture. Les 2 autres 

mutations sont des variations nucléotidiques apparemment non délétères. L’un des patients 

porteur d’une mutation intronique présente également deux mutations exoniques. 

 

Concernant l’analyse cytogénétique, 38 patients (44.7%) ont un caryotype normal et 

47 patients (55,3%) présentent au moins une anomalie cytogénétique. Vingt-six patients 

(30.5%) présentent une seule anomalie caryotypique, 9 (10.6%) présentent 2 anomalies et 12 

patients (14.1%) ont un caryotype complexe (≥3 anomalies). La technique de FISH met en 

évidence 14 délétions 17p (16,4%), 11 délétions 11q (12,9%), 13 trisomies 12 (15,3%) et 49 

délétions 13q (57,6%), associées ou non entre elles. 

 

En définitive, dans l’ensemble de la cohorte, 61 patients ne présentent ni délétion 17p 

ni mutation de TP53, 10 patients sont mutés + délétés pour TP53, 10 patients sont porteurs 

d’une mutation TP53 (sans délétion 17p) et 4 patients sont porteurs d’une délétion 17p (sans 

mutation TP53) (seuls les patients porteurs d’une mutation délétère sont pris en compte). 

 

Nous ne montrons aucune différence significative de nombre d’anomalies 

caryotypiques (P=0,17), de longueur des télomères (P=0,45), d’expression de hTERT 

(P=0,36) et des gènes du complexe shelterin TRF1 (P=0,64), TRF2 (P=0,18), POT1 

(P=0,13), RAP1 (P=0,94), TPP1 (P=0,60), TIN2 (P=0,88) entre les patients TP53mut (sans 

délétion 17p) et les patients délétés (avec ou sans mutation TP53). Ainsi, nous avons pu 

constituer un groupe de patients porteurs d’anomalies de TP53, mutés et/ou délétés (TP53-

mut/del). 

 Les télomères sont retrouvés très significativement plus courts chez les patients TP53-

mut/del (P=10-7) par rapport aux patients ne présentant pas d’anomalies de TP53 (TP53-wt) ; 

il existe également une surexpression significative de hTERT (P=2,7.10-6). Enfin, l’expression 

des gènes TRF1 (P=0,041) et TPP1 (P=0,012) est significativement diminuée dans le groupe 

des patients TP53-mut/del (Figure 28). La diminution d’expression est à la limite de 

significativité pour le gène TIN2 (P=0,093). 

Concernant les données cytogénétiques, le nombre moyen d’aberrations 

chromosomiques au caryotype est plus important lorsqu’il existe des anomalies de TP53  
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Figure 29 : Longueur des télomères, expression de hTERT et nombre moyen 

d’anomalies caryotypiques en fonction des anomalies génomiques récurrentes 
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Tableau 10 : FISH pantélomérique ; nombre de signal télomérique multiple et de perte 

de signal chez les patients TP53-mut/del et TP53-wt 
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(Figure 29). Comme nous l’avions déjà démontré, la longueur des télomères diminue 

(P=0,0000001) et le niveau d’expression de hTERT augmente (P=0,000026) lorsqu’il existe 

une anomalie cytogénétique défavorable, ceci étant plus marqué avec la présence d’une 

anomalie de TP53 (TP53-mut/del). 

L’étude télomérique par FISH pantélomérique a été réalisée pour 10 patients. Les 

patients TP53-mut/del présentent environ cinq fois plus de perte de signaux télomériques que 

les patients TP53-wt (P=0,01). Aucune différence concernant la présence de signal 

télomérique multiple n’a été mise en évidence entre les deux groupes (P=0,85) (Tableau 10). 

Des images de fusions et d’associations télomériques (avec perte des signaux télomériques) 

ont été observées chez 2 patients TP53mut.  

 

 Ces résultats démontrent que les paramètres télomériques et les aberrations 

chromosomiques sont affectés par la présence d’une dysfonction de la voie p53, qu’il 

s’agisse indifféremment de la conséquence d’une délétion 17p ou d’une mutation TP53. 

Ceci conforte nos précédents résultats concluant à l’impact des délétions 17p et 11q sur 

l’instabilité génomique. 

D’autre part, ces résultats soulignent le rôle de la dérégulation de l’expression 

des gènes TPP1 et TIN2 dans le désassemblage du complexe shelterin et l’altération des 

télomères. 
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 Bien que les marqueurs de pronostic soit nombreux dans la LLC, aucun n’est 

univoque et la découverte de nouveaux marqueurs du pronostic reste importante, pour 

stratifier les malades au diagnostic en vue du choix thérapeutique et améliorer la 

compréhension des phénomènes physiopathologiques. A titre d’exemple, les anomalies de 

TP53, qui représentent à l’heure actuelle le marqueur prédictif le plus important, ne 

concernent que 40% des patients réfractaires au traitement. Cela sous-entend que d’autres 

voies de signalisation sont mises en jeu dans l’agressivité et la chimiorésistance de cette 

pathologie. 
Dans cette optique, nous avons donc choisi d’explorer l’expression d’un membre 

anti-apoptotique de la famille BCL2, le gène MCL1, qui semble être impliqué dans la 

résistance à l’apoptose des lymphocytes de LLC et dans la réponse au traitement, ainsi que 

certains des mécanismes moléculaires permettant la régulation de cette expression au cours de 

la LLC. En effet, les protéines de la famille BCL2, particulièrement MCL1, sont régulées par 

un grand nombre de processus cellulaires, incluant l’activation du BCR et la signalisation via 

CD40, VEGF, IL6 et la voie de la PI3K/AKT. Etant donné que la capacité des cellules de 

LLC à répondre à ces signaux est fortement liée à la plupart des marqueurs du pronostic, il 

semblait intéressant d’évaluer la relation entre ces marqueurs, en particulier le statut IgVH, 

l’expression de 2 membres de la famille BCL2, précisément BCL2 et MCL1, ainsi que 

l’expression des gènes VEGF et IL6. 

 

 Nous n’avons pas trouvé de corrélation entre le niveau de l’expression du transcrit 

MCL1 et les marqueurs du pronostic (stade selon Binet, statut mutationnel des IgVH, temps de 

doublement de la lymphocytose, taux de β2microglobuline, taux de thymidine kinase, 

expression de CD38 et expression de hTERT). Nous avons par contre mis en évidence que 

l’expression de MCL1 est un marqueur prédictif de la survie globale parmi l’ensemble des 

patients et parmi les stades précoces ; au sein des stades A, ce marqueur est également 

prédictif de la survie sans traitement. Ainsi, l’expression de MCL1 permet d’identifier 

précocement les formes de LLC à haut risque et faible risque d’évolution défavorable.  

 

 Pepper et al. a par la suite mis en évidence une corrélation entre une forte expression 

protéique de MCL1 (déterminée sur cellules fraîches par CMF et Western Blot) et certains 

marqueurs péjoratifs du pronostic, comme le stade avancé de la maladie, le temps de 

doublement court, le statut IgVH non muté, l’expression de CD38 et l’expression de ZAP-70, 

dans une série de 185 patients [Pepper et al., 2008]. De plus, le niveau d’expression de MCL1 
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 et le ratio MCL1/BAX ont été fortement corrélés à la résistance à la fludarabine in vitro, 

confirmant le rôle de MCL1 dans la chimiorésistance, qui avait été suggéré par les résultats 

des études antérieures [Kitada et al., 1998; Saxena et al., 2004]. D’autre part, une forte 

expression de MCL1 et un ratio MCL1/BAX élevé se sont avérés prédictifs de la survie sans 

traitement, pour l’ensemble des patients et pour les patients en stade A uniquement ; 

cependant, ces 2 marqueurs perdaient leur valeur pronostique en analyse multivariée (vs stade 

selon Binet, statut IgVH et expression de CD38). 

 Tout comme dans notre travail, Pepper et al. n’a pas mis en évidence de corrélation 

entre l’expression de BCL2 et les marqueurs classiques du pronostic, ni de valeur pronostique 

à l’expression de BCL2 (ou de BCL2/BAX). Ces différences entre MCL1 et BCL2 peuvent 

s’expliquer, considérant que l’expression de MCL1 est régulée par les voies de signalisation 

classiques de la LLC, incluant le BCR, ce qui n’est pas le cas de façon évidente pour BCL2. 

De façon intéressante, l’analyse longitudinale a démontré que l’expression de MCL1 est 

remarquablement constante au cours du temps, suggérant que cette expression est étroitement 

régulée par la cellule maligne et ne semble pas significativement modifiée par les traitements. 

 Nous avons également démontré que l’expression de MCL1 est fortement corrélée à 

l’expression de VEGF (mais n’est pas corrélée à l’expression de l’IL6)  confirmant le rôle de 

cette voie de signalisation dans la survie des lymphocytes tumoraux et suggérant que VEGF 

pourrait réguler positivement MCL1 selon un mode autocrine. Pepper et al. a d’ailleurs 

démontré que l’effet pro-survie de VEGF est neutralisé par un inhibiteur intracellulaire de la 

signalisation VEGF, alors qu’un inhibiteur extracellulaire (agissant sur VEGF exogène) ne 

bloque pas cet effet. Ceci démontre que les cellules de LLC utilisent une boucle de survie 

autocrine interne impliquant VEGF [Pepper et al., 2007]. D’autres travaux ont démontré que 

l’inhibition de VEGF entraîne une diminution d’expression de MCL1 et induit l’apoptose 

[Lee et al., 2004 ; Lee et al., 2005]. 

 Sur le plan de la signalisation, il est connu que VEGFR1 et VEGFR2 sont associés 

physiquement à STAT1 et STAT3 ; p-STAT1 et p-STAT3 (phosphorylé sur un résidu sérine 

au cours de la LLC, et non sur un résidu tyrosine, comme c’est classiquement le cas) sont 

retrouvés de manière abondante dans le cytoplasme des lymphocytes de LLC, mais seul Ser-

727-p-STAT3 est retrouvé dans le noyau de ces cellules [Lee et al, 2005]. L’inhibition de 

l’activation de VEGFR par des inhibiteurs spécifiques entraine en outre une diminution 

sélective du niveau d’expression de Ser-727-p-STAT3 et de MCL1, ce qui semble confirmer 

le rôle central de ce facteur transcriptionnel dans la transduction du signal VEGF et la 

prolongation de la survie de ces cellules de LLC. 
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 La régulation de l’expression de MCL1 n’est cependant pas univoque, et divers 

facteurs autres que VEGF interviennent sur un plan transcriptionnel ou post-transcriptionnel. 

Il a été notamment rapporté qu’une signalisation prolongée à travers le BCR entraîne une 

activation prolongée d’AKT, qui peut réguler positivement l’expression de MCL1 [Longo et 

al., 2008 ; Wang et al., 1999]. 

 D’autre part, miR-29 est un micro-ARN connu pour réguler négativement MCL1 

[Mott et al., 2007]. Dans des modèles murins, la dérégulation de l’expression de mir-29 

contribue à la genèse des formes indolentes de LLC [Santanam et al., 2010], possiblement par 

le biais de l’expression de MCL1. Cette hypothèse est étayée par des résultats obtenus sur 

cellules primaires de LAM, montrant un enrichissement significatif en ARNm de gènes anti-

apoptotiques, incluant MCL1, de façon inversement corrélée à l’expression de miR-29 

[Garzon et al., 2009]. 

 Par ailleurs, les analyses de transcriptome prédisent que MCL1 est une cible du cluster 

de micro-ARN miR-15a et miR-16-1, qui est connu pour réguler négativement BCL2 au 

niveau post-transcriptionnel et qui est fréquemment emporté par la délétion 13q [Aqeilan et 

al., 2010]. Un modèle de circuit fonctionnel unissant l’expression de MCL1, les anomalies 

cytogénétiques (ou altérations de TP53) et l’expression de certains microARN a d’ailleurs 

récemment été proposé [Fabbri et al., 2011]. Selon ce modèle, TP53 (situé en 17p) constitue 

le lien moléculaire entre les clusters de gènes codant miR-15a/miR-16-1 (situés en 13q) et 

miR-34b/miR-34c (situé en 11q). En effet, la protéine p53 est directement régulée 

négativement par miR-15a/miR-16-1. Aussi, la perte de l’expression de miR-15a/miR-16-1 

par délétion 13q induit non seulement une augmentation des niveaux d’expression de MCL1 

et BCL2, mais également de p53. Ainsi, chez les patients porteurs de délétion 13q, bien que la 

survie cellulaire soit favorisée, la voie p53 demeure intacte et fonctionnelle, ce qui permet de 

contrôler la croissance cellulaire, donc de limiter l’augmentation trop importante de la masse 

tumorale. Ce phénomène peut expliquer pourquoi la délétion 13q est associée aux formes 

indolentes de LLC. De plus, l’augmentation des niveaux de p53 s’accompagne chez ces 

patients d’une transactivation de miR-34b/miR-34c, qui ont pour effet de diminuer le niveau 

d’expression de ZAP-70, ce qui contribue également à expliquer l’évolution lente des LLC 

13q-. 

 Plus récemment, il a été démontré que le gène FBXW7, l’un des gènes muté de façon 

récurrente au cours de la LLC [Wan et al., ASH 2011], est une ubiquitine-ligase qui gouverne 

l’apopotose cellulaire en ciblant MCL1. En effet, Wertz et al. a démontré que la dégradation  
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de MCL1 est bloquée dans des cellules déficientes pour FBXW7 [Wertz et al., 2011]. Une 

relation inverse entre perte d’expression de FBXW7 et surexpression de MCL1 a également 

été mise en évidence dans des lignées cellulaires de LAL-T [Inuzuka et al., 2011]. De plus, 

ces cellules déficientes pour FBXW7 sont résistantes à l’ABT-737, un BH3-mimétique 

antagoniste de BCL2 rapporté comme étant efficace sur des cellules primaires de LLC 

[Mason et al., 2009]. A l’inverse, le rétablissement de l’expression de FBXW7 ou la 

diminution de l’expression de MCL1 restaure la sensibilité à l’ABT-737, indiquant que 

MCL1 constitue un court-circuit cellulaire induisant la survie et permettant aux cellules 

déficientes pour FBXW7 d’échapper à l’apoptose. 

Enfin, le marqueur de surface membranaire CD44, dont l’expression est médiée par le 

microenvironnement, régule la réponse apoptotique via MCL1 dans des modèles de souris 

transgéniques atteintes de LLC et dans des cellules de LLC humaines. En effet, l’inhibition de 

CD44 par anticorps diminue la viabilité cellulaire dans des cultures en suspension, dans des 

modèles de contact stromal et in vivo, via la réduction de l’expression de MCL1 et 

l’activation des caspases. Par ailleurs, les cellules leucémiques issus de souris transgéniques 

CD44-/- présentent un niveau d’expression de MCL1 moindre et une propension à l’apoptose 

plus élevée ; la masse tumorale de ces souris est plus faible et leur survie plus prolongée 

[Fedorchenko et al., 2013]. 

 

 Des approches thérapeutiques ciblant cette voie de signalisation ont par la suite été 

rapportées. Par exemple, les BH3 mimétiques, dont l’ABT-737 cité ci-dessus, sont des petites 

molécules ciblant les protéines de la famille BCL2. Mason et al. a rapporté que l’ABT-737 

induit l’apoptose de cellules primaires de LLC dans une proportion intéressante de cas 

(21/30) ; cette efficacité est plus nette en association avec des agents cytotoxiques qu’en 

mono-thérapie [Mason et al., 2009]. Cependant, l’action de l’ABT-737 semble 

majoritairement cibler BCL2 et BCLXL, plutôt que MCL1. 

 Les inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) ciblant VEGFR ont également été utilisés, 

comme le vatalanib et le pazopanib ; ces 2 molécules diminuent la phosphorylation de 

VEGFR et induisent puissamment l’apoptose des cellules de LLC in vitro et in vivo [Paesler 

et al., 2010]. Ce traitement induit également une diminution de l’expression des protéines 

XIAP et MCL1. Il existe là aussi une synergie entre l’action de ces ITK et celle des 

cytostatiques plus conventionnels. Bien que cette approche ciblée paraisse prometteuse, les 

résultats d’essais de phase II utilisant 3 anti-VEGF différents en monothérapie (bevacizumab,  
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AZD2171 ou sunitinib malate) ont montré à l’inverse le manque d’efficacité de ces thérapies 

chez des patients réfractaires ou en rechutes [Shanafelt et al., 2010]. 

 Tout comme les ITK ciblant VEGF, l’inhibiteur multi-kinase sorafenib induit 

l’apoptose dans les cellules primaires de LLC in vitro ; cette apoptose est précédée par une 

diminution rapide de l’expression de MCL1 du fait d’une inhibition de la traduction de la 

protéine [Huber et al., 2011]. Cependant, dans le travail de Huber, l’anticorps monoclonal 

anti-VEGF bevacizumab ne provoque pas l’apoptose des lymphocytes de LLC, suggérant que 

le sorafenib induit la mort cellulaire indépendamment de la signalisation de VEGF. 

 

 L’existence de telles stratégies d’inhibition souligne la nécessité d’appréhender les 

phénomènes de régulation de l’expression de MCL1, dans le but de définir des groupes de 

patients pouvant répondre ou non à ces nouvelles approches thérapeutiques. En ce sens, notre 

équipe étudie actuellement les mécanismes de régulation de MCL1 par la protéine MNDA 

(Myeloid Nuclear Differenciation Antigen). La relation entre MCL1 et MNDA a initialement 

été décrite dans les polynucléaires neutrophiles : MNDA, protéine nucléaire à l’état basal, est 

relocalisée dans le cytoplasme des polynucléaires neutrophiles apoptotiques, où elle interagit 

avec MCL1 pour provoquer sa dégradation par le protéasome et donc favoriser l’apoptose 

mitochondriale [Milot et al., 2011]. Il semble donc intéressant d’évaluer l’expression de 

MCL1 et de MNDA dans les lymphocytes B de LLC. Ce travail s’effectue en collaboration 

avec l’équipe du Pr E. Milot (Centre de Recherche Maisonneuve-Rosemont ; Université de 

Montréal) qui travaille depuis plusieurs années sur le rôle et l’expression de MNDA [Fotouhi-

Ardakani et al., 2010 ; Milot et al., 2011 ; Milot et al., 2012]. 

 

Bien que la progression tumorale dans la LLC soit en grande partie liée à un défaut 

d’apoptose, les cellules leucémiques semblent également pouvoir subir un nombre de 

divisions significatif. L’étude des télomères, qui raccourcissent à chaque division cellulaire, 

a fourni des arguments en faveur de l’existence d’un compartiment prolifératif dans la 

population tumorale de la LLC ; l’érosion télomérique importante observée dans certains cas 

de LLC indique également que le clone leucémique peut avoir une activité proliférative 

accrue. Sur le plan physiopathologique, cette érosion télomérique, qui accompagne la 

croissance tumorale, pourrait favoriser la survenue des aberrations chromosomiques et 

promouvoir ainsi l’évolution de la leucémie. De façon intéressante, le travail de Lin et al. a 

montré que la dynamique télomérique des cellules de LLC en stade C est totalement 

semblable à celle de cellules en crise ; en d’autres termes, les cellules de LLC subiraient une  
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crise télomérique durant la progression de la maladie, qui serait responsable de l’instabilité 

génomique [Lin et al., 2010]. 

 Notre travail a contribué à démontrer la relation entre la survenue d’anomalies 

génomiques et le statut télomérique, évalué pour la première fois dans la littérature de 

façon globale par la longueur des télomères, l’expression de hTERT et l’expression des gènes 

du complexe shelterin. Nous avons ainsi mis en évidence 3 sous-groupes de patients 

présentant des profils cytogénétiques et télomériques distincts : le premier groupe 

combine une cytogénétique favorable, des télomères longs, une expression faible ou absente 

de hTERT et une expression forte des gènes du complexe shelterin ; le troisième groupe se 

caractérise par de multiples aberrations chromosomiques (en particulier délétion 17p et 11q), 

une augmentation de l’expression de hTERT et une diminution de la longueur des télomères 

et de l’expression de TRF1, TRF2 et POT1 ; le deuxième groupe est intermédiaire. 

L’altération du statut télomérique est par ailleurs associée à des facteurs de pronostic 

défavorable, comme l’absence de mutation des IgVH, l’expression de CD38 et le doublement 

rapide de la lymphocytose. Cette étude vient compléter les données précédemment publiées, 

qui montraient soit l’impact clinique du raccourcissement des télomères ou de l’expression de 

hTERT, soit l’existence d’une association entre raccourcissement télomérique et nature des 

anomalies génomiques, soit enfin l’existence d’altérations d’expression du complexe 

shelterin, sans que ces divers paramètres télomériques ne soient confrontés les uns aux autres 

[Tchirkov et al., 2004 ; Poncet et al., 2008 ; Roos et al., 2008 ; Brugat et al., 2010 ; 

Rampazzo et al., 2012] 

 D’après les données de la littérature, on peut légitimement émettre l’hypothèse qu’une 

érosion télomérique sévère ne peut avoir lieu dans les cellules de LLC que si les mécanismes 

de contrôle des télomères sont défaillants. En ce sens, la perte de la fonction p53 entraîne la 

disparition d’une des voies de signalisation majeure responsable de l’apoptose en cas de 

raccourcissement extrême des télomères, et favorise par conséquent la survie cellulaire, la 

poursuite des divisions cellulaires, l’érosion télomérique et la survenue d’instabilité 

génomique. Les travaux de Roos et al. et de Rampazzo et al. ont d’ailleurs montré que la 

longueur des télomères est corrélée à la nature des anomalies génomiques, les télomères 

courts étant particulièrement associés à la survenue d’anomalies cytogénétiques défavorables 

(délétion 17p et 11q, caryotypes complexes) [Roos et al., 2008 ; Rampazzo et al., 2012]. 

Dans notre étude, l’étude des clusters cytogénétiques montre que le groupe comprenant la 

majorité des anomalies de structure, incluant les délétions 17p et 11q, se caractérise bien par 

des télomères courts, mais aussi par une expression forte de hTERT et une diminution des  
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niveaux d’expression des gènes du complexe shelterin. Ce travail confirme l’association entre 

la perte des gènes TP53 et ATM et la survenue d’altérations télomériques globales favorisant 

l’instabilité génomique. Nous avons par la suite montré qu’une relation similaire existe entre 

mutation TP53 et perturbation du statut télomérique, avec raccourcissement des télomères, 

forte expression de hTERT, diminution d’expression des gènes du complexe shelterin chez les 

patients TP53mut et signes de fragilité télomérique en FISH. La perte de signal télomérique 

(plus fréquente chez les patients TP53-mut/del) témoigne d’une érosion télomérique avancée ; 

à l’inverse, il ne semble pas exister d’anomalie de la réplication télomérique, car le nombre de 

signaux télomériques multiples n’augmente pas dans ce sous-groupe de patients. 

De façon intéressante, p53 est un régulateur négatif de hTERT ; la perte de sa fonction 

pourrait donc favoriser l’activation de la télomérase, nécessaire à l’immortalisation cellulaire 

[Xu et al., 2000]. L’altération de la voie p53 a également été associée à une augmentation 

d’expression de C-MYC, qui agit putativement comme régulateur positif de hTERT, et qui 

pourrait se combiner à l’effet de la perte de p53 [Kyo et al., 2000]. Cependant, il a été 

récemment démontré que la signature d’expression génique associée à mutation+délétion 

TP53 est majoritairement dominée par la sous-expression de TP53 et d’autres gènes présents 

sur le bras court du chromosome 17 [Lin et al., 2013] ; ceci indique que l’expression génique 

des patients TP53 mutés+délétés reflètent surtout la perte de matériel codant en 17p. Ainsi, 

cette signature d’expression ne semble découler ni de la perte de l’activité régulatrice 

transcriptionnelle de p53 sauvage, ni d’un gain de fonction de la protéine p53mut avec 

régulation transcriptionnelle aberrante. Néanmoins, ces résultats d’expression ont été obtenus 

chez 4 patients, ce qui ne reflète probablement pas la grande diversité des mutations TP53 et 

la variabilité de leurs conséquences cliniques et oncogéniques ; cette variabilité a été 

notamment suggérée par l’étude de Trbusek et al. montrant le pronostic plus péjoratif des 

patients porteurs de mutations faux-sens situées dans le domaine de liaison de l’ADN 

comparativement aux autres mutations TP53 [Trbusek et al., 2011]. Il est par ailleurs 

classiquement admis que la surexpression de hTERT est la conséquence directe de l’érosion 

télomérique (plutôt que de l’altération de voies de signalisation), ce qui est reflété par 

l’association télomères courts/forte expression de hTERT, dans notre travail comme dans 

d’autres publications [Terrin et al., 2007 ; Roos et al., 2008 ; Rampazo et al., 2012]. 

 Zenz et al. a rapporté que les LLC avec délétion 17p présentent une complexité 

génomique plus marquée que les LLC avec mutation TP53 seule, sans délétion de l’allèle 

restant [Zenz et al., 2008]. Nos résultats récents ne retrouvent pas cette disparité entre patients  
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porteurs de mutation TP53 et patients porteurs de délétion 17p ; leur profil d’anomalies 

cytogénétiques est au contraire superposable, comme leurs caractéristiques télomériques. 

 

 De la même façon que p53, ATM est un médiateur clé de la réponse cellulaire aux 

cassures double-brin de l’ADN par activation de la protéine p53 ; ainsi, les altérations 

d’ATM  résultent en une diminution de la phosphorylation de p53, une perturbation des 

phénomènes de réparation des lésions de l’ADN et facilitent la poursuite des divisions 

cellulaires, donc l’érosion télomérique extrême, au-delà du seuil qui entrainerait 

théoriquement la sénescence réplicative [Britt-Compton et al., 2012]. Il est clair dans notre 

travail que la délétion 11q avec perte d’ATM s’accompagne d’un plus grand nombre 

d’anomalies génomiques et d’une diminution d’expression des gènes du télosome, 

conséquence du raccourcissement télomérique. 

 Ouillette et al. a rapporté l’existence de pertes fréquentes des gènes MRE11A et 

H2AFX en cas de délétion 11q avec perte d’ATM ; ces 2 gènes sont eux aussi connus pour 

leur rôle dans la réparation des lésions double-brin de l’ADN, ce qui suggère l’existence d’un 

défaut composite de la réparation en cas de délétion 11q, dont les effets se conjugueraient 

pour générer l’instabilité génomique. Dans cette étude, la perte de ces différents acteurs de la 

réparation est d’ailleurs corrélée à la complexité génomique et à l’agressivité de la maladie 

[Ouillette et al., 2010].  

 Enfin, la sous-bande 11q23.1 contient également un cluster de gènes codant 2 

microARN, miR-34b et miR-34c ; ces microARN sont eux-même physiologiquement 

transactivés par p53 et constituent les médiateurs de certaines conséquences fonctionnelles de 

l’activation de p53 comme l’apoptose, l’arrêt du cycle cellulaire et la sénescence [Hermeking 

et al., 2007 ; Corney et al., 2007]. De cette façon, la délétion 11q est susceptible de favoriser 

l’instabilité génomique par altération de la voie p53 liée à la diminution d’expression de 2 de 

ses effecteurs, miR-34b et miR-34c. 

 
 Cependant, on peut à l’inverse proposer que les anomalies d’expression des 

composants du complexe shelterin constituent un mécanisme primaire à l’origine de la 

dysfonction télomérique dans la LLC. La perte de la protection télomérique par les 

protéines du télosome mimerait ainsi une lésion de l’ADN et activerait certaines kinases 

comme ATM ou ATR, provoquant des réparations inappropriées et conduisant en définitive à 

l’instabilité génomique. A titre d’exemple, il a été démontré chez la souris qu’en l’absence de 

TRF1, la fourche de réplication ne progresse pas correctement au niveau des répétitions  
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TTAGGG, entraînant l’activation de la kinase ATR en phase S ; ceci s’accompagne d’un 

phénotype de fragilité télomérique en FISH métaphasique, sous forme de doublets 

télomériques, de fragmentation des signaux télomériques voire d’associations télomériques 

[Sfeir et al., 2009]. Nous avons montré dans notre travail que parmi les patients caractérisés 

par des télomères longs et un faible nombre d’anomalies génomiques, se trouve un groupe de 

7 patients présentant une diminution significative du niveau d’expression des membres du 

télosome ; ces 7 patients ne présentent pas d’augmentation du nombre d’aberrations 

génomiques. Ceci suggère que l’altération du complexe shelterin n’est pas suffisante pour 

induire une instabilité génomique lorsque les télomères sont encore suffisamment longs. 

 Néanmoins, Augereau et al a récemment démontré qu’il existe une diminution 

d’expression des gènes TPP1 et TIN2 chez des patients en stade A dont les télomères ne sont 

pas raccourcis, mais pourtant dysfonctionnels ; il faut préciser que la dysfonction télomérique 

n’est pas évaluée dans cette étude par le nombre d’anomalies génomiques mais par 

l’augmentation du recrutement des facteurs de réparation de l’ADN [Augerau et al., 2012]. 

Dans le même sens, nous avons montré l’existence d’une diminution d’expression de TPP1 et 

TIN2 chez les patients présentant une altération de TP53, c’est-à-dire des patients présentant 

des télomères courts et dysfonctionnels. Il est intéressant de préciser qu’il n’existe pas 

d’arguments dans la littérature permettant d’évoquer l’existence de phénomènes directs de 

régulation transcriptionnelle ou non-transcriptionnelle de l’expression des membres du 

complexe shelterin par p53. D’après ces résultats, la dérégulation de l’expression du gène 

TPP1 pourrait constituer un événement central dans le désassemblage du complexe shelterin 

et l’altération des télomères. On peut en effet imaginer que la diminution d’expression de 

TPP1 perturbe la structure du télomère et mime une lésion de l’ADN, ce qui explique le 

recrutement plus important de facteurs de réparation au niveau de l’extrémité télomérique ; ce 

phénomène pourrait dans un premier temps compenser la sous-expression de TPP1 sans 

nécessairement conduire à la survenue d’anomalies génomiques. Cependant, l’association de 

cette sous-expression de TPP1 à une anomalie de la réparation de l’ADN, comme une 

perturbation des voies ATM et p53, romprait cet équilibre et pourrait par la suite induire la 

survenue d’anomalies chromosomiques et l’instabilité génomique.  

 De façon très intéressante, plusieurs études ont démontré que les mutations 

somatiques de POT1 constituent un événement récurrent au cours de la LLC [Fabbri et al., 

2011 ; Puente et al., 2011 ; Landau et al., 2013 ; Ramsay et al., 2013]. Ces mutations 

surviennent préférentiellement dans le domaine de liaison de POT1 à l’ADN télomérique, ce 

qui génère une dysfonction télomérique. D’après l’analyse de Landau et al., ces mutations  
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sont initiatrices, c’est-à-dire précoces et spécifiques de la transformation maligne des 

lymphocytes B ; elles précèdent la sélection d’autres mutations non spéficiques de la LLC et 

impliquées dans la progression de la maladie, telles que les mutations de TP53. La diminution 

de l’expression de POT1 peut également favoriser l’activité de la télomérase, qui est 

normalement régulée négativement par le complexe shelterin selon un modèle de comptage 

des protéines ; cette régulation est notamment exercée par la protéine POT1, soit par 

occupation de l’extrémité 3’ sortante, soit par modifications post-traductionnelles de POT1.  

 L’étude des mutations de POT1 dans l’ensemble de la série constitue l’une des 

perspectives de notre travail, afin de préciser une éventuelle relation entre ces mutations, 

l’expression du gène POT1, l’expression de hTERT et le statut télomérique. Dans ce sens, il 

serait également intéressant d’évaluer le profil télomérique en fonction du statut mutationnel 

des gènes fréquemment mutés dans la LLC -et parfois associés à la présence d’anomalies 

cytogénétiques récurrentes- tels NOTCH1, SF3B1 ou BIRC3. Il a d’ailleurs été récemment 

démontré par Mansouri et al. que les mutations NOTCH1 et SF3B1 sont associées au 

raccourcissement des télomères, tel qu’il est observé au cours des délétions 11q ou 17p 

[Mansouri et al., 2013]. 

 
 L’analyse des aberrations cytogénétiques, qui repose en routine sur l’étude du 

caryotype et la technique de FISH, est à l’heure actuelle l’un des facteurs prédictifs majeurs 

du pronostic de la LLC. Nous avons souhaité évaluer la place d’une nouvelle méthode 

d’exploration du génome, la MLPA, qui permet l’étude simultanée de nombreux 

déséquilibres à valeur pronostique. 

 Nous avons montré qu’il existe une bonne concordance entre la MLPA et la technique 

de référence, à savoir la FISH. Cette technique constitue une approche intéressante pour la 

recherche d’anomalies génomiques présentes dans une majorité de cellules malignes, et 

pourrait à ce titre être utilisée comme méthode de screening du fait de sa rapidité et de son 

faible coût. L’utilisation de la technique de MLPA a déjà été rapportée par 6 équipes 

différentes, utilisant pour 5 d’entre elles le kit commercial choisi dans notre étude. Le nombre 

d’échantillons analysés par ces auteurs est de plus de 350, auxquels nous ajoutons une série 

de 77 patients. Dans le même ordre d’idée, l’équipe de C. Bastard a rapporté l’utilisation 

d’une stratégie similaire fondée sur la PCR, la QMPSF (quantitative multiplex PCR of short 

fluorescent fragments), dans la LLC, les SMD et les lymphomes du manteau [Bastard et al., 

2007 ; Jardin et al., 2009 ; Stamatoullas et al., 2012]. L’ensemble de ces travaux démontrent  
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eux aussi la faisabilité de cette approche de PCR multiplexe comme technique de première 

intention. 

 Néanmoins, la capacité de détection des anomalies par la MLPA est limitée par la 

taille du clone, ce qui constitue un obstacle à son usage exclusif en routine, puisque les profils 

normaux peuvent correspondre à des faux-négatifs nécessitant d’être vérifiés par FISH. Cet 

inconvénient est maintenant bien connu, et selon les auteurs, les cellules porteuses d’une 

anomalie clonale doivent représenter 20 à 40% de l’échantillon [Coll-Mulet et al., 2008 ; 

Abdool et al., 2010 ; Al Zaabi et al., 2010 ; Fabris et al., 2011]. Cette limite a également été 

rapportée pour l’usage de la de la QMPSF. 

 De façon plus originale, notre travail montre que certaines anomalies complexes 

peuvent être méconnues par la MLPA du fait de la localisation des sondes. Enfin, nous 

rapportons pour la première fois l’existence de faux-positifs liés soit à la présence de 

mutations ponctuelles dans le gène TP53, soit à un manque de spécificité des sondes de 

MLPA ciblant le chromosome 19. L’ensemble de ces constatations indiquent que la MLPA 

ne peut pas remplacer les techniques plus classiques, comme le caryotype et la FISH, mais 

constitue une approche complémentaire permettant une évaluation simultanée de divers 

déséquilibres et permettant dans certains cas de mieux apprécier la complexité des 

déséquilibres observés au caryotype. 

 Il reste évident que cette approche méconnait les anomalies équilibrées, notamment 

les translocations impliquant les gènes des immunoglobulines ; cet inconvénient constitue un 

autre argument pour l’utilisation de ce type d’approche uniquement en association à la 

cytogénétique conventionnelle. L’importance de l’identification de ces translocations Ig, et 

plus largement des anomalies équilibrées, est reflétée par le score pronostique proposé par 

Haferlach et al., 2010. Cet outil combine l’âge (> ou = 65 ans), le taux de leucocytes (> ou = 

20 G/L), le statut IgVH, la délétion 17p, les translocations Ig et le nombre d’anomalies 

chromosomiques au caryotype. Le score obtenu permet d’identifier 3 sous-groupes de 

patients dont la survie globale varie de 94,5% vs 64,3% vs 41,1% à 5 ans. Ceci illustre 

également l’importance de l’instabilité génomique, appréciée par le nombre d’anomalies 

caryotypiques. 

 D’autres équipes ont exploré l’intérêt d’approches alternatives pour l’analyse 

génomique. La CGH-array constitue une méthode séduisante pour l’exploration pan-

génomique résolutive. En effet, cette approche a permis la mise en évidence d’anomalies 

récurrentes rares ; elle facilite la description des amplifications et délétions ; elle permet 

d’évaluer la complexité génomique et l’évolution clonale [Schwaenen et al., 2004 ; Coll- 
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Mulet Gil et al., 2009 ; Chapiro et al., 2010 ; Rinaldi et al., 2011 ; Brown et al., 2012 ; 

Rodriguez et al., 2012 ; Mian et al., 2013]. Cependant, comme pour la recherche d’anomalies 

constitutionnelles, la qualité de l’ADN est un élément déterminant. La taille du clone aberrant 

est également critique, puisque les déséquilibres sont mis en évidence de façon fiable 

lorsqu’ils concernent plus de 30% des cellules de l’échantillon ; entre 10% et 30% de cellules 

porteuses de gains ou de pertes, les variations du nombre de copies ne sont pas toujours 

détectées. De plus, la CGH-array classique ne permet pas de visualiser les anomalies 

équilibrées. Cependant, la combinaison des technologies de micro-array et d’amplification 

linéaire multiplexe de l’ADN, nommée « translocation-CGH », permet de façon prometteuse 

la mise en évidence simultanée de variations du nombre de copies et de multiples 

translocations réciproques équilibrée, jusqu’à 128 dans le travail rapporté par Schultz et al., 

2011. 

 Plus récemment, le développement du séquençage haut-débit ou NGS (Next 

Generation Sequencing) a permis la description des mutations récurrentes de la LLC. Cette 

méthologie, initialement très coûteuse, permet désormais de séquencer un génome humain en 

quelques jours pour un coût de plus en plus raisonnable. Il est probable que dans un avenir 

proche, les techniques classiques, caryotype et FISH, soit conjuguées aux résultats de NGS 

lors de l’évaluation des anomalies génomiques des patients atteints de LLC. Ceci est illustré 

par le travail de Rossi et al., qui propose un algorithme pronostique intégrant les anomalies 

mutationnelles et cytogénétiques [Rossi et al., 2013]. Cet outil permet de définir 4 groupes de 

patients : i/ les patients à haut-risque, présentent une anomalie de TP53 ou de BIRC3 (survie à 

10 ans : 29%) ; ii/  les patients de risque intermédiaire, porteurs de mutations NOTCH1 ou 

SF3B1 et/ou de délétion 11q22-23 (survie à 10 ans : 37%) ; iii/  les patients de faible risque, 

avec trisomie 12 ou cytogénétique normale (survie à 10 ans : 57%) ; iv/ les patients de très 

faible risque, avec délétion 13q isolée (survie à 10 ans : 69,3%). Cet algorithme améliore de 

façon significative la stratification pronostique fondée sur la cytogénétique seule. 

 Enfin, des approches fonctionnelles ont été proposées pour compléter l’analyse des 

anomalies génomiques de TP53. Ces tests présentent également l’intérêt théorique de pouvoir 

détecter des dysfonctions de la voie p53 en l’absence de mutation, liées par exemple à des 

modifications épigénétiques ou à des modifications post-traductionnelles. L’une des stratégies 

est fondée sur la cytométrie en flux et évalue les niveaux de p53 et P21 avant et après 

exposition à l’étoposide ; différents profils de réponse anormale ont été décrits, correspondant 

à différents type de mutations (faux-sens, codon stop ou variant d’épissage) [Lagarff-

Tavernier et al., 2011]. L’autre stratégie utilise la RT-PCR pour évaluer les niveaux  
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d’expression de TP53 et P21 après irradiation [Mohr et al., 2011]. Afin de préciser la place de 

ces tests dans la prise en charge des patients, notre équipe participe actuellement à l’étude de 

la corrélation entre statut mutationnel, anomalies cytogénétiques et test fonctionnel par 

cytométrie en flux dans le cadre du protocole ICLL01-BOMP (Pr O. Tournilhac – Dr S. De 

Guibert). 

 

Enfin, il serait nécessaire de poursuivre ce travail par une étude de la survie sans 

progression et de la survie sans traitement des patients répartis selon leurs paramètres 

télomériques, leurs données cytogénétiques et leur statut mutationnel (incluant les gènes 

TP53, ATM, NOTCH1 et SF3B1) ; cette approche pourrait permettre de préciser la place de 

l’évaluation de la dysfonction télomérique dans la détermination du pronostic des patients et 

dans la prise en charge thérapeutique. 
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1. ARTICLE PUBLIE DANS LE CADRE DE LA THESE  
 
 
ARTICLE 1 : revue de la littérature 

 

VERONESE L, TCHIRKOV A, GOUAS L, PERISSEL B, GOUMY C, VAGO P. 
Prognosis of chronic lymphocytic leukemia: focus on recent biomarkers. Ann Biol Clin 
2008; 66(4): 371-7 
 
 

Les formes précoces de LLC – qui sont les plus fréquentes au diagnostic à l’heure 

actuelle - présentent un pronostic individuel extrêmement variable, certains patients restant 

stables durant des années, alors que d’autres évoluent plus ou moins rapidement vers des 

formes agressives de la maladie. L’évaluation du pronostic individuel des formes précoces de 

LLC est donc un défi pour les cliniciens ; bien que les stades clinico-biologiques restent le 

fondement de l’évaluation, de nombreux marqueurs biologiques apportent des informations 

indépendantes sur le pronostic des patients. Il est d’usage de distinguer les facteurs classiques 

du pronostic, décrits au cours des années 1980, et les facteurs récents, décrits à partir de la fin 

des années 1990, dont certains sont largement validés, tandis que pour d’autres des 

investigations supplémentaires restent nécessaires pour en confirmer l’impact pronostique. 

 Nous proposons de détailler dans cette revue ces nouveaux facteurs du pronostic des 

LLC, notamment les différents marqueurs sériques, les anomalies cytogénétiques des 

lymphocytes pathologiques, le statut mutationnel des gènes des immunoglobulines (IgVH), 

l’expression de CD38 et l’expression de ZAP-70. 
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2. AUTRE ARTICLE PUBLIE DANS LE DOMAINE DE LA LLC  
 
ARTICLE 6 (travail collaboratif du Groupe Francophone de Cytogénétique 
Hématologique) 
 
E CHAPIRO, N LEPORRIER, I RADFORD-WEISS, C BASTARD, H MOSSAFA, D 
LEROUX, I TIGAUD, M DE BRAEKELEER, C TERRE, F BRIZARD, E CALLET-
BAUCHU, S STRUSKI, L VERONESE, S FERT-FERRER, S TAVIAUX, C LESTY, F 
DAVI, H MERLE-BERAL, , OA BERNARD, L SUTTON, SD RAYNAUD, F NGUYEN-
KHAC. Gain of the short arm of chromosome 2 (2p) is a frequent recurring 
chromosome aberration in untreated Chronic Lymphocytic Leukemia at advanced 
stages. Leuk Res 2010; 34(1): 63-8 
 
 
Introduction  : Les techniques de CGH et de SNP arrays constituent de nouveaux outils 

d’étude du génome, qui permettent de contourner les limites de la cytogénétique 

conventionnelle. Pour tenter d’identifier de nouvelles anomalies récurrentes, 86 patients 

atteints de LLC en stade B et C ont été étudiés à l’aide de la puce GenoSensor Array-300. 

 
Résultats : Des déséquilibres génomiques ont été mis en évidence chez les 78 patients ayant 

généré des résultats interprétables ; 611 variations du nombre de copies ont été décrits, plus 

fréquemment des pertes (n=343) que des gains (n=268). Les déséquilibres les plus fréquents 

étaient les délétions 13q, 11p, 14q, 1p, 11q, 6q, 17p et les gains en 2p, 1q, 12q, 15q et 12p. De 

façon intéressante, 22 patients (soit 28%) présentaient un gain partiel ou total du bras court du 

chromosome 2. Cette anomalie était associée à la présence d’un caryotype anormal, d’une 

délétion 6q, d’un gain en 1p et d’un statut des IgVH non muté. Des gains de MYCN ont été 

observés chez 8 patients, des gains de MSH2 chez 9 patients et des gains de REL chez 8 

patients. L’étude de la transcription de MYCN et REL par RQ-PCR a permis de mettre en 

évidence une augmentation significative de l’expression de MYCN chez les patients porteurs 

d’un gain du locus correspondant (p=0.0006). 

 

Conclusion : Ce travail a permis de mettre en évidence une nouvelle anomalie récurrente, le 

gain du bras court du chromosome 2, qui est fréquente au cours des LLC évoluées et qui 

pourrait constituer un marqueur péjoratif de progression de la maladie. Par ailleurs, le gain de 

MYCN, un oncogène situé en 2p, est significativement corrélé à une augmentation 

d’expression de l’ARNm de MYCN, ce qui suggère un rôle de ce gène dans la 

physiopathologie de la LLC. 
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3. AUTRES ARTICLES EN CYTOGENETIQUE ET BIOLOGIE 
MOLECULAIRE ONCO-HEMATOLOGIQUES  
 
 
ARTICLE 7  
 
L. VERONESE, A.TCHIRKOV, C. RICHARD-PEBREL, A. LEDOUX-PILON, J. 
FLEURY, C. CHALETEIX, C. GOUMY, L. GOUAS, M. G. BERGER, P. VAGO P, J. O. 
BAY, O. TOURNILHAC. A thrombocytosis occurring in Philadelphia positive CML in 
molecular response to imatinib can reveal an underlying JAK2V617F 
myeloproliferative neoplasm. Leuk Res 2010; 34(4):e94-6 
 
 
Introduction  : La LMC se caractérise par la présence d’un réarrangement BCR-ABL, porté le 

plus souvent par le chromosome Philadelphie (Ph), tandis que les autres SMP, qui sont par 

définition Ph-, peuvent présenter dans un certain nombre de cas une mutation du gène JAK2 

(90% des PV et 50% des MF et TE). Il semblait initialement admis que la mutation JAK2-

V617F et le réarrangement BCR-ABL étaient mutuellement exclusifs. Cependant, plusieurs 

cas de coexistence de ces 2 anomalies ont récemment été rapportés. Dans certains cas, la 

mutation JAK2-V617F précédait la survenue de la translocation (9;22), dans d’autres cas elle 

survenait au contraire au cours du traitement efficace d’une LMC. 

 

Cas cliniques : Nous rapportons 2 nouveaux cas de mutations JAK2-V617F découvertes chez 

des patients atteints de LMC Ph+ en cours de traitement. Nous comparons les caractéristiques 

de ces patients avec les cas cliniques précédemment rapportés. 

 

Conclusion : Ces 2 observations démontrent que l’apparition ou la persistance d’une 

thrombocytose au cours du traitement bien conduit d’une LMC peut révéler un autre SPM Ph- 

JAK2+ sous-jacent. Ces cas soulèvent la question de savoir si ces pathologies surviennent 

indépendamment l’une de l’autre, représentant la transformation de deux cellules souches 

normales, ou si la mutation JAK2-V617F survient dans une cellule souche appartenant au 

clone de LMC. 



 328 

 



 329 



 330 

 



 331 

 



 332 

 



 333 

 

 



 334 



 335 

ARTICLE 8 
 
A TCHIRKOV, V SAPIN, G MARCEAU, E CHAUTARD, G NARLA, L VERONESE, P 
VAGO, S FRIEDMAN, T KHALIL, JL KEMENY AND P VERRELLE. Increased 
expression of the oncogenic KLF6-SV1 transcripts in human glioblastoma. Clin Chem 
Lab Med. 2010; 1167-70 
 

 

Introduction  : Les tumeurs du système nerveux central (SNC) de l’adulte sont 

majoritairement représentées par les gliomes, dont les glioblastomes (GBM) constituent la 

forme la plus agressive. Afin de distinguer les GBM des autres gliomes, il est crucial de 

disposer de marqueurs biologiques permettant de préciser le diagnostic et le pronostic de la 

tumeur. Le gène KLF6 (Krüppel-like factor 6) est un gène candidat prometteur pour une telle 

approche. Le but de notre étude était de rechercher une corrélation entre l’expression des 

différents variants d’épissage de KLF6 et le grade du gliome. Nous avons quantifié le niveau 

de l’ARNm de KLF6 total, KLF6 WT et KLF6 SV1 (variant d’épissage) par RT-PCR 

quantitative en temps réel dans une série de 55 échantillons tumoraux. 

 

Résultats : Par rapport aux autres gliomes, le groupe GBM présentait une augmentation du 

niveau moyen d’expression de KLF6 total (2,2 fois plus élevé) associée à une augmentation 

du ratio d’épissage de KLF6 (2,1 fois plus élevé). De plus, le niveau d’expression de KLF6-

SV1 était 2,2 fois plus élevé dans le groupe GBM, suggérant que l’augmentation du ratio 

d’épissage était lié à l’augmentation d’expression  du variant oncogénique KLF6-SV1. 

 

Conclusion : Ce travail démontre que la quantification des formes totales et épissées de 

KLF6 peut constituer un nouvel outil moléculaire pour la détermination du grade des gliomes. 
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ARTICLE 9 
 
RAVINET A, GAY BELILLE M, LEMAL R, VERONESE L, BAY JO, PRIE N. 
[Physiopathological, diagnostic and therapeutic impacts of chromosomal translocations 
in hematological malignancies]. Bull Cancer 2011 Dec;98(12):1403-18 
 

 

Revue de la littérature 

 

L’oncogenèse est liée à la survenue de multiples évènements génomiques permettant aux 

cellules cancéreuses d’acquérir de nouvelles propriétés, notamment des capacités de survie et 

de prolifération, en dehors de tous signaux de contrôle. Parmi ces évènements génomiques, 

l’étude des translocations récurrentes, particulièrement fréquentes en onco-hématologie, a 

permis une meilleure compréhension des mécanismes de leucémogenèse et de 

lymphomagenèse. On distingue classiquement ces translocations selon leur conséquence 

physiopathologique. Il peut s’agir de la production d’un gène de fusion codant pour une 

protéine chimérique présentant une activité nouvelle ou aberrante ; cette anomalie aboutit le 

plus souvent à l’activation constitutive d’un proto-oncogène. Dans d’autres cas, la 

translocation peut entraîner l’expression anormale d’un proto-oncogène de structure normale 

par dérégulation transcriptionnelle. La mise en évidence de translocations récurrentes et la 

compréhension des conséquences physiopathologiques de ces remaniements chromosomiques 

s’accompagnent d’un réel impact sur la prise en charge quotidienne du patient en 

hématologie. En effet, ces anomalies cytogénétiques constituent dans certains cas des outils 

diagnostiques. Elles participent dans d’autre cas à l’évaluation du pronostic et à l’adaptation 

de la stratégie thérapeutique. Elles ont parfois permis le développement de thérapeutiques 

ciblées s’accompagnant d’une amélioration de la survie des patients. Enfin, les aberrations 

cytogénétiques et leurs conséquences moléculaires peuvent être utilisées comme marqueurs 

de réponse et de suivi de la maladie résiduelle. 
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ARTICLE 10 
 
NGUYEN-KHAC F, LAMBERT J, CHAPIRO E, GRELIER A, MOULD S, BARIN C, 
DAUDIGNON A, GACHARD N, STRUSKI S, HENRY C, PENTHER D, MOSSAFA H, 
ANDRIEUX J, ECLACHE V, BILHOU-NABERA C, LUQUET I, TERRE C, BARANGER 
L, MUGNERET F, CHIESA J, MOZZICONACCI MJ, CALLET-BAUCHU E, VERONESE 
L , BLONS H, OWEN R, LEJEUNE J, CHEVRET S, MERLE-BERAL H, LEBLOND V; 
Groupe Français d'Etude de la Leucémie Lymphoïde Chronique et Maladie de Waldenström 
(GFCLL/MW); Groupe Ouest-Est d’étude des Leucémie Aiguës et Autres Maladies du Sang 
(GOELAMS); Groupe d’Etude des Lymphomes de l’Adulte (GELA). Chromosomal 
aberrations and their prognostic value in a series of 174 untreated patients with 
Waldenström's macroglobulinemia. Haematologica 2013 Apr;98(4):649-54 
 
 

 

 La maladie de Waldenström est une pathologie des cellules B matures pour laquelle 

les mécanismes génétiques demeurent mal connus : peu d’anomalies chromosomiques 

récurrentes ont été décrites, et leur valeur pronostique n’est pas établie. 

 Nous avons mené une étude cytogénétique prospective et nous avons examiné la 

valeur pronostique des aberrations chromosomiques de la maladie de Waldenström au cours 

d’un essai randomisé international.  

 Les anomalies les plus fréquentes sont la délétion 6q (30%), la trisomie 18 (15%), la 

délétion 13q (13%), la délétion 17p avec perte de TP53 (8%), la trisomie 4 (8%) et la délétion 

11q avec perte d’ATM (7%). Il existe une association significative entre trisomie 4 et trisomie 

18. Les translocations impliquant les gènes des immunoglobulines sont rares (<5%). Les 

délétions 6q et 11q, et la trisomie 4 sont significativement associées à des paramètres 

cliniques et biologiques péjoratifs. Les patients avec délétion TP53 présentent une survie sans 

progression raccourcie. Bien que peu fréquente, la trisomie 12 est également associée à une 

survie sans progression raccourcie. 

 En conclusion, le profil cytogénétique de la maladie de Waldenström semble différer 

de celui des autres lymphomes à cellules B. Les anomalies chromosomiques, combinées aux 

autres caractéristiques cliniques et biologiques, peuvent aider au diagnostic et à la 

détermination du pronostic de cette hémopathie. 
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4. PRINCIPE DE LA MLPA (Multiplex Ligation-dependant Probe 

Amplification)  

 

La MLPA est une approche moléculaire semi-quantitative qui permet l’exploration et 

la détection de variations de nombre de copies de plusieurs régions génomiques ciblées au 

cours de la même réaction. Cette technique, décrite par Schouten et al. en 2002 (Figure 31), 

est fondée sur le principe de la PCR multiplexe, avec amplification des sondes spécifiques des 

séquences génomiques à tester.  

Chaque sonde de MLPA est constituée de deux oligonucléotides : un oligonucléotide 

court, comprenant une séquence spécifique en 3’ et une séquence commune marquée en 5’, et 

un oligonucléotide long, constitué d’une séquence spécifique en 5’ (dont la cible est adjacente 

à celle de l’oligonucléotide court) d’une séquence commune non marquée en 3’ et d’une 

séquence intermédiaire de longueur variable. Ces oligonucléotides peuvent être ligués quand 

ils sont hybridés à leur séquence cible.  

Après ligation, les sondes ont toutes des séquences identiques en 5’ et en 3’ ce qui 

permet une PCR multiplexe avec un seul couple d’amorces dites universelles. Chaque sonde 

donne un produit d’amplification de taille unique.  

La séparation et la quantification relative des amplicons sont effectuées par 

électrophorèse capillaire. Lors de l’interprétation, une comparaison avec un témoin normal 

permet de détecter des délétions (réduction relative du pic de l’amplicon) et des 

amplifications (augmentation relative du pic de l’amplicon). Les résultats de cette analyse 

sont assez rapides à obtenir et sont peu coûteux. 

Différents kits sont disponibles pour réaliser des études ciblant des régions 

chromosomiques précises (www.mlpa.com). Il existe en particulier 2 kits dédiés à l’étude des 

anomalies génomiques classiquement décrites au cours de la LLC (kits P037 et P038, MRC-

Holland) ; la localisation des sondes est rapportée dans le Tableau 11. 
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Figure 30 : Principe de la MLPA 
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Target P037 kit P038 kit

11q22 (ATM) 2 5

Chromosome 12 5 5

13q14 6 6

17p13 4 4

Chromosome 19 1 4

2p24 (MYCN) 3 -

6q 3 -

8q24 (C-MYC) 3 -

9p21 2 -

10q23 (PTEN) - 2

18q21 - 1

Control probes 11 13

Total 40 40

Target P037 kit P038 kit

11q22 (ATM) 2 5

Chromosome 12 5 5

13q14 6 6

17p13 4 4

Chromosome 19 1 4

2p24 (MYCN) 3 -

6q 3 -

8q24 (C-MYC) 3 -

9p21 2 -

10q23 (PTEN) - 2

18q21 - 1

Control probes 11 13

Total 40 40

 

 

 

 

 

 

Tableau 11 : Régions chromosomiques ciblées par les sondes de MLPA incluses dans les 

kits P037 et P038 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 398 

 

 



 399 



 400 

RESUME 

 

 

 La leucémie lymphoïde chronique (LLC), hémopathie lymphoïde fréquente, se 
caractérise par une évolution clinique extrêmement variable. Bien que les marqueurs de 
pronostic soit nombreux dans la LLC, aucun n’est univoque. Dans ce contexte, identifier de 
nouveaux facteurs prédictifs et comprendre la pathophysiologie de marqueurs pronostiques 
déjà établis constituent deux objectifs importants pour améliorer la prise en charge 
thérapeutique de cette hémopathie. 
 
 Nous avons tout d’abord choisi d’étudier la valeur pronostique et les mécanismes de 
régulation de l’expression du gène anti-apoptotique MCL1. Nous avons montré que 
l’expression de MCL1 est un marqueur prédictif de la survie globale parmi l’ensemble des 
patients et parmi les stades précoces ; ce marqueur est également prédictif de la survie sans 
traitement des patients en stade A. Ainsi, l’expression de MCL1 permet d’identifier 
précocement les formes de LLC à haut risque et faible risque d’évolution défavorable. Nous 
avons également démontré que l’expression de MCL1 est fortement corrélée à l’expression de 
VEGF, confirmant le rôle de cette voie de signalisation dans la survie des lymphocytes 
tumoraux et suggérant que VEGF pourrait réguler positivement l’expression de MCL1 selon 
un mode autocrine. 
 
 Nous avons ensuite exploré la fonction télomérique en rapport avec les anomalies 
chromosomiques à valeur pronostique, reflets de l’instabilité génomique. Notre travail a 
contribué à démontrer la relation entre l’instabilité génomique et le statut télomérique, évalué 
par la longueur des télomères et l’expression de hTERT et des gènes du complexe shelterin. 
Nous avons ainsi mis en évidence trois groupes de patients présentant des profils 
cytogénétiques et télomériques distincts : le premier groupe combine une cytogénétique 
favorable, des télomères longs, une expression faible ou absente de hTERT et une expression 
forte des gènes du complexe shelterin ; le troisième groupe se caractérise par de multiples 
aberrations chromosomiques (notamment délétions 17p et 11q), une augmentation de 
l’expression de hTERT et une diminution de la longueur des télomères et des niveaux 
d’expression de TRF1, TRF2 et POT1 ; le deuxième groupe est intermédiaire. Ces résultats 
confirment l'existence d'un lien entre statut télomérique et instabilité génomique au cours de 
la LLC et soulignent le rôle de la perte de TP53 ou ATM dans cette dysfonction télomérique. 
L’altération du statut télomérique est par ailleurs associée à des caractéristiques de pronostic 
défavorable, comme l’absence de mutation des IgVH, l’expression de CD38 et le doublement 
rapide de la lymphocytose. 
 
 Enfin, nous avons évalué l’intérêt de la technique de MLPA pour la mise en évidence 
des anomalies cytogénétiques récurrentes à valeur pronostique de la LLC. Nous avons montré 
qu’il existe une bonne concordance entre la technique de référence et la MLPA, qui constitue 
une approche rapide et peu coûteuse pour la recherche d’anomalies génomiques présentes 
dans une majorité de cellules malignes. Nous avons cependant mis en évidence des cas 
intéressants de faux-positifs et de faux-négatifs avec la MLPA, indiquant que cette méthode 
ne peut pas remplacer les techniques classiques, mais constitue une approche complémentaire 
permettant une évaluation simultanée de divers déséquilibres. 
 

 


