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Résumé 

La leucémie lymphoïde chronique (LLC) est un syndrome lymphoprolifératif B de la 

personne âgée qui reste incurable à l’heure actuelle. Un nombre important de patients 

nécessitera un traitement par des drogues chimiotoxiques et anticorps monoclonaux. Notre 

objectif était d’étudier les mécanismes biologiques qui influencent l’histoire naturelle de la 

LLC. Nous montrons que la faible expression du CD45 était reliée à la fragilité cellulaire du 

clone et inversement corrélée avec la présence d’une trisomie 12, une anomalie plus 

fréquente dans les formes tumorales de LLC. Nous mettons également en évidence que la 

sécrétion d’une immunoglobuline monoclonale par la cellule tumorale est associée à une 

accumulation d’évènements oncogénétiques adverses et est probablement liée au 

répertoire du BCR exprimé par le clone. Enfin, nos résultats montrent que l’expression de la 

tyrosine kinase ZAP70, un marqueur de mauvais pronostic, pourrait permettre à la cellule 

tumorale de moduler son microenvironnement en sécrétant de l’interféron alpha. En 

conclusion, les facteurs biologiques étudiés suggèrent une convergence vers un rôle majeur 

du microenvironnement tumoral dans de développement de la LLC. 

 

Abstract 

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a B cell lymphoproliferative disorder of the elderly 

that still remains incurable. A significant number of patients will require treatment with 

chemotoxic drugs and monoclonal antibodies. Our objective was to study the biological 

mechanisms that influence the natural history of CLL. We show that low levels of CD45 were 

related to cellular fragility and inversely correlated with the trisomy 12 that is more frequent 

in tumoral forms of CLL. We also demonstrated that the secretion of monoclonal 

immunoglobuline by the tumor cell is associated with an accumulation of adverse 

oncogenetic events and our data support a BCR-driven origin for this secreting state. Finally, 

we show that the expression of the tyrosine kinase, a marker of poor prognosis, could allow 

tumor cell to modulate the microenvironment by secreting interferon alpha. In conclusion, 

the studied biological factors may show a convergence towards a major role of the tumor 

microenvironment in the development of CLL. 
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I. AVANT-PROPOS 

 

La Leucémie Lymphoïde Chronique ou LLC est un syndrome lymphoprolifératif très 

fréquent en occident qui touche particulièrement les personnes âgées et seulement 15% des 

diagnostics sont réalisés avant l’âge de 60 ans en France [1]. 

Cette hémopathie maligne est identifiée depuis le début du XXème siècle et malgré son 

caractère chronique souvent qualifié d’indolent, l’évolution « variable et imprévisible » de la 

maladie a logntemps été la règle au cours du suivi du patient [2]. 

Le diagnostic de la LLC est souvent fortuit lors d’un bilan sanguin systématique. Elle se 

caractérise au début par une hyperlymphocytose constituée de petits lymphocytes matures 

exprimant le marqueur CD5. Ces cellules clonales s’accumulent peu à peu dans l’organisme 

et les cas plus évolués présentent des adénopathies puis des cytopénies par envahissement 

de la moelle osseuse. Les patients atteints de LLC peuvent également présenter des 

cytopénies aigues d’origine auto-immune et, pour certains, une « transformation » en 

lymphome agressif peut survenir. Cependant, cette hémopathie est aussi associée à une 

immunodépression latente, marquée par une hypogammaglobulinémie, presque constante 

après plusieurs années d’évolution, à l’origine d’infections graves constituant la 1ère cause de 

décès chez les patients.  

On sait aujourd’hui que la LLC, comme le myélome multiple ou le lymphome folliculaire 

par exemple, est précédée pendant plusieurs années d’une phase « précoce » où le clone 

lymphocytaire est détectable à faible niveau dans le sang sans pour autant réunir les critères 

complets du diagnostic de LLC. Comme pour le myélome, environ 1% à 2% des patients 

présentant cette phase dite de « lymphocytose B monoclonale de type LLC » évolue chaque 

année vers une LLC authentique. 

Cette hémopathie chronique d’évolution très variable est étroitement intriquée avec le 

système immunitaire. La LLC passionne la communauté scientifique et médicale eut égard 
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aux plus de 20000 articles référencés à ce jour, depuis 1949, dans la base de donnée 

PubMed.  

Dans ce travail de thèse, nous nous sommes intéressés aux facteurs biologiques 

susceptibles d’influencer ou de contrôler l’évolution du clone de LLC vers des formes 

évolutives et agressives de la maladie. Même s’il est difficile de faire une synthèse 

exhaustive de cette littérature, l’introduction bibliographique présentée dans ce document 

essaye de rendre compte de la complexité de la biologie de la LLC et des interactions des 

cellules clonales avec leur microenvironnement. Dans une seconde partie du document, 

nous exposons et discutons les résultats obtenus conernant la fragilité cellulaire, la sécrétion 

d’une immunoglobuline monoclonale et la surexpression de la kinase ZAP70. 
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II. INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 

 

LA DIFFERENCIATION LYMPHOCYTAIRE B NORMALE 

 

Ce chapitre a pour objectif de rappeler les connaissances générales nécessaires à la 

compréhension de la LLC. La structure générale d’une immunoglobuline et du BCR est 

d’abord introduite. Ce chapitre rappelle ensuite brièvement les étapes importantes de 

l’ontogénèse B à partir de la cellule souche hématopoïétique médullaire et de la 

diversification du répertoire du BCR. Il se poursuit par la description des évènements qui 

interviennent en périphérie, en particulier lors de la réponse immunitaire T-dépendante et 

T-indépendante. 

 

1. Structure générale des immunoglobulines et du BCR 

1.1. Structure générale d’une immunoglobuline 

L’immunoglobuline (Ig) est une hétéroprotéine composée de 2 chaines lourdes (H pour 

« heavy ») et de 2 chaines légères (L pour « light ») identiques deux à deux (Figure 1). La 

fonction d’une immunoglobuline est de reconnaître un antigène spécifique. L’Ig peut être 

sécrétée dans le sérum ou être localisée à la surface du lymphocyte B pour constituer le 

« récepteur à l’antigène de la cellule B » ou BCR [3].  

La chaine légère peut être d’isotype Kappa () ou Lambda (). Ces 2 chaines sont codées 

par des gènes différents et comportent 1 domaine variable VL et 1 domaine constant CL qui 

défini l’isotype  ou  de la chaine [3]. 
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Figure 1 : Schéma général de la structure d’une immunoglobuline.  

Adapté d’après MP. Lefranc et al., www.imgt.org [4]. 

 

La chaine lourde comporte 1 domaine variable VH porteur de la spécificité antigènique et 

3 domaines constants CH1, CH2 et CH3 pour les isotypes ou 4 domaines constants 

CH1 à CH4 pour les isotypes µ ou   L’assemblage d’1 dimère de chaine lourde µ, , ,  ou  

avec un dimère de chaine légère  ou  définit une immunoglobuline de classe IgM, IgD, IgG, 

IgA ou IgE respectivement. Toutes ces classes de la chaine lourde sont produites par un locus 

unique IgH. Les immunoglobulines de nature IgM et IgD sont les premières à être produites 

par épissage alternatif d’un transcrit primaire commun.  La communtation de classe, i.e. 

l’expression d’une IgG, IgA ou IgE est déterminée par le remaniement du locus et orientée 

par les stimuli que le lymphocyte B reçoit lors de la réponse immune. Les IgG sont les plus 

abondantes dans le sérum et on distingue les sous-classes IgG1, IgG2, IgG3 et IgG4. Ces IgG 

sont capables de reconnaître une grande diversité d’antigènes. Les IgA sont spécialisées dans 

l’immunité des muqueuses et les IgE sont particulièrement impliquées dans la 

reconnaissance des antigènes parasitaires et les phénomènes d’hypersensibilité [3].  
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1.2. Les gènes des immunoglobulines  

Les gènes des immunoglobulines sont organisés en 3 loci localisés sur le chromosome 14 

pour le locus IgH, le chromosome 2 pour le locus IgK et le chromosome 22 pour le locus IgL 

(Figure 2) [3]. 

 Le domaine variable de la chaine lourde, VH, est codé par un assemblage de gènes V 

(« variability »), D (« diversity ») et J (« junction »). Une seule combinaison de gènes V, D et J 

est utilisée par chaque lymphocyte B lors de la phase de différenciation indépendante de 

l’antigène. Chaque domaine constant de la chaine lourde est codé par 1 gène unique qui 

peut être réarrangé au cours de la phase de différenciation dépendante de l’antigène. 

Les domaines variables des chaines légères sont codés par une combinaison de gènes V 

et J seulement. Le domaine constant de la chaine  est codé par un gène unique. Le domaine 

constant de la chaine  est codé par plusieurs copies du gène C, chacune étant associée à 1 

gène J (tandems C J 

 

 

Figure 2 : Schéma de la configuration germinale des loci des gènes des immunoglobulines.  

Adapté d’après Shroeder et Cavacini, 2010. 
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Chez l’homme, le domaine variable de la chaine lourde IgVH comporte 123 à 129 gènes V 

(dont 38 à 46 fonctionnels), 27 gènes D (dont 23 fonctionnels) et 9 gènes J (dont 6 

fonctionnels) [5]. Le locus de la chaine légère  comporte 76 gènes V (dont 31 à 35 

fonctionnels) et 5 gènes J [6]. Le locus de la chaine légère comporte 73 à 74 gènes V (dont 

29 à 33 fonctionnels) et 7 à 11  tandems J-C (dont 4 à 5 fonctionnels) [7]. 

 Les domaines variables de la chaine lourde et des chaines légères sont au final 

constitués de 4 régions peu variables (régions FR1 à FR4 pour « framework ») qui encadrent 

3 régions hypervariables qui sont les régions qui entrent en contact avec l’antigène (CDR1 à 

CDR3, « complementary determining region »). Les CDR1 et 2 sont codés par le gène V alors 

que la région CDR3 correspond à la jonction VDJ pour la chaine lourde et VJ pour les chaines 

légères (Figure 3). 

 

 

Figure 3 : Répartition des régions hypervariables CDR sur le réarrangement VDJ. 

Les régions variables des chaines lourdes et légères sont composées de 4 domaines peu variables (« framework » ou FR) 

encadrant des domaines hypervariables (« complementary determining region » ou CDR) qui sont en contact avec 

l’antigène. La région la plus variable est la région CDR3 située au niveau de la jonction VDJ. Adapté d’après Collins et al. [8]. 

 

1.3. Structure du récepteur à l’antigène de la cellule B ou BCR : 

Le BCR est composé d’une Ig transmembranaire complète associée aux adaptateurs 

transmembranaires CD79A (Ig) et CD79B (Ig) possédant des régions ITAMs 

(« immunoreceptor tyrosine-based activation motif ») contenant chacun 1 résidu tyrosine 

indispensable à la transduction du signal (Figure 4). L’Ig de surface peut être de nature IgM, 
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IgD, IgG, IgA ou IgE en fonction de la chaîne lourde utilisée et selon le degré de maturation 

du lymphocyte B. La chaîne légère est d’isotype  dans 2/3 des lymphocytes B et  dans 1/3 

des cas [9]. 

 

Figure 4 : Immunoglobuline de surface associée au CD79A et CD79B constituant le BCR. 

 

1.4. La signalisation du BCR et co-signaux 

Le BCR est un récepteur spécifique capable d’activer le lymphocyte B lorsqu’il se lie à 

l’antigène. La signalisation du BCR est complexe car de multiples voies sont activées de 

manière concomitante et a récemment été revue par Young et Staudt [10]. Lorsque 

l’antigène est reconnu, les résidus tyrosine des domaines ITAMs des co-récepteurs CD79A et 

CD79B sont phosphorylés par les Src-kinase Lyn, Fyn et Blk [10]. La tyrosine kinase Syk 

(« spleen tyrosine kinase ») est alors recrutée sur ces domaines ITAM phosphorylés grâce à 

ses domaines SH2 (« Src homology 2 ») et est activée in situ par autophosphorylation et 

phosphorylation par les Src-kinases. Le signal se diversifie ensuite par le biais de recrutement 

de protéines adaptatrices comme BLNK (« B-cell linker ») par exemple qui vont recruter un 

ensemble de régulateurs de différentes voies de signalisation sous le BCR activé. Ainsi, Syk 

peut activer la voie des MAPK (« mitogen activated protein kinase »). Btk (« Bruton tyrosine 

kinase ») et PLC2 (« phospholipase C-gamma 2 ») active le signal calcique et la PKC 
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(« protein kinase C  ») qui contrôlent respectivement les facteurs de transcription NFAT 

(« nuclear factor-activated of T-cell ») et NF-B (« nuclear factor-kappa B »).  Les Src-kinases 

activent également le CD19 qui contrôle la PI3K (« phospho-inositol-3 kinase »). La PI3K 

permet l’activation de la voie Akt (ou PKB, « protein kinase B ») et mTOR (« mammalian 

target of rapamycin »). L’ensemble des voies d’aval MAPK, NFAT, NF-B et Akt/mTOR active 

le lymphocyte B ayant reconnu l’antigène Figure 5). 

 

 

Figure 5 : Les voies de signalisation contrôlées par le BCR.  

Le schéma représente les principales voies de signalisation du BCR. BLNK, B-cell linker protein; BTK, Bruton tyrosine 

kinase; CARD11, caspase recruitment domain-containing protein 11; CBM, CARD11–BCL-10–MALT1; CIN85, Cbl-interacting 

protein of 85 kDa; DAG, diacylglycerol; IKK, inhibitor of NF-κB kinase; IgH, immunoglobulin heavy chain; IgL, 

immunoglobulin light chain; IP3, inositol trisphosphate; MALT1, mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma 

translocation protein 1; MAPK, mitogen-activated protein kinase; mTOR, mammalian target of rapamycin; NF-κB, nuclear 

factor-κB; NFAT, nuclear factor of activated T cells; PI3K, phosphoinositide 3-kinase; PIP2, phosphatidylinositol-4,5-

bisphosphate; PIP3, phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate; PKCβ, protein kinase Cβ; PLCγ, phospholipase Cγ; SFK, SRC 

family kinase. Adapté d’après Young & Staudt, 2013 [10].  
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Lors de la reconnaissance de l’antigène par le BCR, le lymphocyte B peut recevoir des co-

signaux activateurs supplémentaires provenant du microenvironnement comme l’activation 

du CD40 ou des TLRs (Toll like receptors) (Figure 6). Ces signaux additionnels agissent 

principalement sur la voie NF-B [11].  

 

Figure 6 : Schéma des principaux co-signaux activateurs reçu par le lymphocyte B.  

Le schéma représente les principales voies actives par les co-signaux des Toll-like receptors (TLR) et du CD40. TLRs : 

Toll-like receptors, MyD88 : Myeloid Differentiation Primary Response 88, IRAK : interleukin-1 receptor-associated kinase, 

TRAF : TNF receptor-associated factor, TRADD : Tumor Necrosis Factor Receptor Type 1 Associated Death Domain Protein, 

BCAP : B cell antigen receptor (BCR)-associated protein, PI3K : phosphatidyl inositol-3 kinase, Syk : spleen tyrosine kinase, 

Btk : Bruton’s tyrosine kinase, PLC2 : phosphlipase C gamma 2, BLNK : B-cell linker, PKC-/PKC- : protein kinase C 

beta/zeta, Bcl2/10/x : B cell lymphoma 2/10/x, CARD11 : Caspase Recruitment Domain-Containing Protein 11, c-Rel/RelA : 

v-rel avian reticuloendotheliosis viral oncogene homolog C/A, Myc : v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog, 

IL1IL: interleukine 1, IRF-4 : interferon regulatory factor 4,  Bcl2A1: BCL2-Related Protein A1, E2F3a : E2F 

Transcription Factor 3a. Adapté d’après Gilmore et al., 2004 [11].  
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2. Différenciation lymphocytaire B indépendante de l’antigène 

La différenciation lymphocytaire B à partir de la cellule souche hématopoïétique (CSH) 

dans la moelle osseuse correspond à la phase de lymphopoïèse B indépendante de 

l’antigène. Une partie des CSH se différencie en un progéniteur lymphoïde commun 

(« common lymphoid precursor » ou CLP) à partir duquel l’ensemble des lymphocytes sont 

produits. Elle aboutit à la libération dans la circulation périphérique d’un lymphocyte B 

différencié porteur d’un BCR spécifique. 

2.1. Le stade pré-pro B : 

Il s’agit du premier stade de différenciation du lymphocyte B à partir du CLP. L’IL7 

sécrétée par le microenvorinnement intervient dans cette phase précoce de différenciation. 

Les facteurs de transcription IKAROS et PU1 (« purine box factor 1 ») sont impliqués très 

précocement dans cette différenciation lymphocytaire et relayés par E2A (« E box binding 

protein 2A ») et EBF (« early B cell factor ») qui induisent l’expression de Pax5. Pax5 est un 

facteur de transcription indispensable au maintien de la différenciation B dans les phases 

précoces de la lymphopoïèse [12]. Les cellules pré-pro B expriment encore un faible taux de 

Pax5 et ne portent pas de BCR à la surface. 

2.2. Le stade pro-B : 

Les cellules au stade pro-B expriment une ébauche de BCR, ou pro-BCR, constituée des 2 

corécepteurs CD79A et CD79B associés à la calnexine. C’est à ce stade que débute le 

réarrangement des gènes des immunoglobulines [13]. Sous l’action de Pax5 dont le niveau 

d’expression a augmenté, les enzymes RAG1 et RAG2 (« recombination activating gene ») 

sont produites. Les enzymes RAG1 et RAG2 initient la recombinaison des gènes V, D et J du 

locus IgH. La première étape est une recombinaison DJ qui est générée sur les 2 allèles. La 

seconde étape consiste à recombiner, sur 1 premier allèle seulement, un gène V avec les 

gènes DJ nouvellement assemblés (Figure 7).  
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Figure 7 : Représentation schématique du principe de recombinaison VDJ.  

Le locus IgH de la chaine lourde est composé de plusieurs gènes V, plusieurs gènes D et plusieurs gène J. Lors de la 

différenciation B, un premier réarrangement DJ est produit par recombinaison avant qu’un gène V ne soit enfin également 

réarrangé sur le tandem DJ nouvellement formé. Ce réarrangement VDJ est fonctionnel et permet la transcription d’un 

ARNm. 

 

La recombinaison VDJ constitue le 1er point de contrôle majeur de la différenciation B. 

Elle permet l’expression d’une chaine lourde µ qui va s’associer à une pseudo-chaine légère 

constituée des protéines V-pré-B et 5. Cette construction (chaine µ + pseudo-chaine légère) 

est exprimée à la surface et forme le pré-BCR en association avec les corécepteurs CD79A et 

CD79B et va permettre de tester la fonctionnalité du réarrangement VDJ, indispensable à la 

survie de la cellule [12]. Si le 1er réarrangement VDJ n’est pas fonctionnel (2/3 des cas), le 2nd 

allèle est réarrangé avec le même taux d’échec (2/3) (Figure 8). Au final, l’expression du pré-

BCR marque le passage au stade de différenciation pré-B [14].  
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Figure 8 : Réarrangements séquentiels du locus de la chaine lourde et de la chaine légère.  

La progression du processus de différenciation B est contrôlée par la fonctionnalité des réarrangements DJ puis VDJ du 

locus IgH (signal pré-BCR) et VJ du locus IgL (signal BCR). Seuls les réarrangements fonctionnels permettent à la cellule de 

recevoir un signal de stimulation la protégeant de l’apoptose. Adapté d’après Jung et al., 2006 [14].  

 

 

2.3. Mécanismes moléculaires de recombinaison VDJ 

Ce remaniement de l’ADN germinal est un phénomène complexe impliquant une cassure 

double brin de la double hélice d’ADN. Cette cassure est contrôlée par un complexe 

enzymatique de recombinaison composé des enzymes RAG1 et RAG2 et des protéines HMG1 

et HMG2 (« High Mobility Group proteins ») [15]. Le système de recombinaison repose sur la 

présence de séquences signal de recombinaison (RSS) de part et d’autre de chaque V, D et J 

reconnues par le complexe de recombinaison [16]. Les séquences RSS correspondent à des 

séquences conservées de 7 nucléotides (heptamère) et de 9 nucléotides (nonamère) espacés 

par une séquence moins conservée (« spacer ») de 12 ou 23 paires de bases et constituent 

les  RSS12 et RSS23. Les réarrangements médiés par le complexe de recombinaison se font 

entre 1 RSS12 et 1 RSS23 [17]. Brièvement, le complexe de recombinaison se fixe sur les 

séquences RSS au niveau du nonamère et introduit une cassure double brin de l’ADN au 

niveau de chaque heptamère, après élimination de la portion d’ADN située entre les 2 

cassures, les 2 extrémités libres sont reliées pour finaliser le réarrangement. 
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Chaque gène V et J est associé à 1 RSS12 respectivement en 3’ et en 5’. Les gènes D sont 

encadrés en 5’ et en 3’ par 2 RSS23 en orientation opposée (Figure 9). Cette configuration 

des séquences RSS12 et RSS23 de part et d’autre des gènes V, D et J permet de ne pas 

favoriser des réarrangements stochastiques illégitimes entre les différents gènes du locus. 

 

Figure 9 : Représentation schématique des séquences RSS et des loci IgH, IgK et IgL.  

Panel A : représentation de l’organisation orientée des séquences RSS12 et RSS23. Panel B : disposition des séquences 

RSS12 et RSS23 dans les loci IgH, IgK et IgL. Adapté d’après Nishana et al., 2012 [15].  

 

Au-delà de la diversité combinatoire entre  1 gène V, 1 gène D et 1 gène J, le mécanisme 

de recombinaison introduit une diversité jonctionnelle. Lors de la cassure double brin 

engendrée par le complexe de recombinaison, il se forme une boucle covalente entre le 

résidu 3’-OH d’un brin et le brin d’ADN opposé (Figure 10A). Cette cassure est alors réparée 

par le principal système enzymatique engagé dans la réparation des cassures double brin. Il 

s’agit d’un système ubiquitaire de jonction d’extrémités non homologues ou NHEJ (« Non 

homologous End-Joining system »). Ce système commence son action par l’ouverture de la 

boucle covalente. Cette ouverture peut ne pas être centrale, engendrant alors l’addition 

d’une séquence palindromique ou « P-nucléotides » (Figure 10B). Ensuite, il y a action d’une 

exonucléase du système NHEJ qui agit de manière peu précise et peut exciser jusqu’à 15 

nucléotides, surtout s’il s’agit de séquences riches en bases AT (Figure 10C). Ces 

modifications permettent au système de réparer une cassure double brin au prix de 

l’introduction de mutations dans les régions concernées. Dans la recombinaison VDJ, une 

autre enzyme, spécifique du tissu lymphoïde, intervient lors de la réparation de la cassure 
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double brin par le système NHEJ. Il s’agit de la TdT (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase) 

qui rajoute des nucléotides au hasard sur l’une des 2 extrémités 3’. Ces nucléotides sont 

intégrés sans complémentarité avec un brin antisens, on les appelle des « N-nucléotides » 

(Non-templated nucleotides) (Figure 10D). Les extrémités libres sont enfin jointes par le 

couple DNA Ligase IV et XRCC4 (X-Ray Cross-Complementing 4) et la complémentarité des 2 

brins d’ADN rétablie par diverses DNA polymérases (Figure 10E et F) [8,16]. La variabilité 

jonctionnelle est donc la résultante des P-nucléotides et N-nucléotides résiduels après action 

de l’exonucléase. 

2.4. Le stade pré-B : 

La cellule B exprimant un pré-BCR est un pré-BI. Le pré-BCR émet un signal de survie à la 

cellule grâce à la chaine 5 qui reconnait la galectine-1 exprimée par les cellules stromales 

médullaires [18]. Le signal du pré-BCR réprime l’expression des gènes RAG1 et RAG2 et 

inhibe le réarrangement du second allèle IgH. Il donne également un signal de prolifération à 

la cellule qui devient une « large pré-BII » proliférant [19–21]. Enfin le pré-BCR réprime 

l’expression de la pseudo-chaine légère et induit la perte de son expression membranaire. La 

cellule devient alors, après prolifération, un « small pré-BII » [19–21]. 

La perte d’expression du pré-BCR permet aux gènes RAG1 et RAG2 d’être à nouveau 

exprimés. Ils vont maintenant réarranger le locus de la chaine légère, le locus IgH n’étant 

plus « disponible » pour ces remaniements grâce à des processus épigénétiques 

d’hétérochromatisation [22]. Le réarrangement VJ de la chaine légère est également très 

ordonné. Il débute par un 1er allèle . Si un réarrangement fonctionnel est produit, cette 

chaine  s’associera à la chaine µ et la structure sera exprimée à la membrane avec CD79A et 

CD79B pour former un BCR marquant le passage au stade de lymphocyte B immature. 

L’expression d’un BCR fonctionnel est le second point de contrôle de la lymphopoïèse B 

intramédullaire [19–21]. Si le réarrangement du 1er allèle  est non fonctionnel, le système 

complexe de recombinaison réarrangera séquentiellement le 2nd allèle  puis le 1er et 2nd 

allèle Figure 8 Si aucun BCR fonctionnel ne peut être produit, la cellule meurt par 

apoptose.  
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Figure 10 : Les étapes de la diversité jonctionnelle.  

Panel A : RAG1 et RAG2 catalysent une cassure double-brin au niveau des régions RSS, autorisant la formation d’une 

boucle entre les 2 brins opposés. Panel B : cette boucle est ouverte mais parfois de manière non symétrique, introduisant 

une séquence palindromique en 3’ (= P-nucléotides représentés par les cubes gris foncé). Panel C : une exonucléase excise 

certains de ces nucléotides. Panel D : la TdT catalyse l’élongation en 3’ sur 1 seul des 2 brins de nucléotides au hasard (= N-

nucléotides représentés par les cubes blancs). Panels E et F : les extrémités modifiées sont soudées et complétées par des 

DNA ligase et DNA polymerase. Adapté d’après Collins et al. [8]. 

 

 

A

RSS23

RSS12

B

C

D

E

F

« P-nucléotides »

« N-nucléotides »



 
 

29 
 
 

2.5. Le lymphocyte B immature 

Le lymphocyte B immature est caractérisé par l’expression d’un BCR de nature IgM. Son 

phénotype à ce stade est donc IgM+ IgD- et seuls les lymphocytes B non autoréactifs seront 

libérés dans la circulation périphérique. Plusieurs mécanismes existent pour empêcher ces 

lymphocytes B d’engager un processus auto-immun. Les cellules B autoréactives peuvent 

être éliminées par apoptose (délétion clonale). D’autres cellules peuvent être orientées vers 

un état d’anergie ou subir une ignorance clonale si l’antigène est faiblement représenté dans 

la moelle [23]. Enfin un processus d’édition du BCR (« receptor editing ») est possible par un 

réarrangement secondaire sur l’allèle déjà réarrangé ou les autres allèles [24]. 

 

2.6. Le lymphocyte B transitionnel 

Le lymphocyte B immature libéré dans la circulation périphérique est appelé lymphocyte 

B transitionnel précoce ou T1. Cette phase transitionnelle permet au lymphocyte B de 

devenir réceptif aux co-signaux des lymphocytes T helper lors de la réponse immmune et de 

stabiliser le signalosome du BCR. Durant cette phase, les lymphocytes B autoréactifs sont 

également éliminés par apoptose.  

Le lymphocyte B T1 est exclu des ganglions lymphatiques par le déficit en CD62L et 

fibronectine et transite tout d’abord par la pulpe rouge de la rate dont les nombreux 

macrophages permettent d’épurer les cellules B autoréactives apoptotiques [25]. Après 

acquisition de l’expression de CXCR5, récepteur de la chemokine CXCL13, le lymphocyte B T1 

penètre dans les follicules lymphoïdes spléniques de la pulpe blanche, riche en antigène et 

lymphocytes T helper CD4+ (Th), en se différenciant en lymphocyte B transitionnel tardif ou 

T2. Un co-signal de la cytokine BAFF (B-Cell-Activating Factor) et un BCR fonctionnel sont 

également nécessaires pour cette étape de différenciation [25]. Le lymphocyte B T2 se 

caractérise par la coexpression d’une IgM et d’une IgD de surface [25]. Certains auteurs 

identifient une étape de lymphocyte B transitionnel T3 avant le stade de lymphocyte B 

mature naïf capable de participer à une réponse immune [25]. 
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3. Différenciation lymphocytaire B dépendante de  l’antigène 

Les lymphocytes B matures naïfs IgM+/IgD+ peuvent être libérés de la rate vers la 

circulation périphérique et peuvent coloniser l’ensemble des organes lymphoïdes 

secondaires (ganglions, rate, MALT ou « mucosa associated lymphoid tissue »). Brièvement, 

l’architecture des organes lymphoïdes s’organise autour de régions riches en lymphocytes B 

qui constituent des follicules eux-mêmes délimités par une zone marginale. Cette zone 

marginale est marquée dans la rate mais très réduite dans le ganglion normal. Il s’agit d’une 

zone complexe constituée essentiellement de lymphocytes B recrutés par l’activation de la 

voie NOTCH2, de phénotype IgMhigh/IgDlow/CD27+ et exprimant souvent un BCR autoréactif 

ou polyréactif [26,27]. Ces zone riches en lymphocytes B sont au contact de zones riches en 

lymphocytes T (zone interfolliculaire ou paracorticale dans les ganglions et manchon péri-

artériolaire dans la rate) [28]. 

  

3.1. Réponse immune T-dépendante 

Le lymphocyte B ganglionnaire peut être activé par un antigène « T-dépendant » à 

l’extérieur du follicule. Cet antigène peut être présenté par une cellule dendritique (une 

cellule présentatrice d’antigène ou CPA, d’origine hématopoïétique) ou un macrophage qui 

activera en parallèle les lymphocytes Th CD4+. Le lymphocyte B activé via son BCR et les co-

signaux du lymphocyte Th CD4+ (CD40L par exemple) présente une phase rapide de 

prolifération. La réponse T-dépendante suivra alors 2 voies de différenciation parallèle. 

Tout d’abord, la majorité des lymphocytes B activés vont directement se différencier en 

plasmocytes à courte durée de vie. Ce plasmocyte sécrète une IgM de faible affinité et sont 

responsables de la réponse immune primaire contre l’antigène qui intervient rapidement 

après l’infection. 

Ensuite, d’autres lymphocytes B stimulés par l’antigène vont devenir des cellules 

fondatrices du centre germinatif (CG) ou cellules folliculaires (Figure 11). Le lymphocyte B 

activé migre vers le follicule primaire en réponse à la sécrétion de CXCL13 par les cellules 
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folliculaires dendritiques (CFD) qu’il capte grâce au récepteur CXCR5. Les CFD sont des 

cellules mésenchymateuses [29] spécialisées dans la présentation de l’antigène aux 

lymphocytes B sous forme de complexes immuns piégés à leur surface.  

Le CG est une structure interne au follicule dans laquelle le lymphocyte B va subir une 

intense phase de prolifération et dont la présence identifie un follicule secondaire (i.e. 

follicule réactionnel). Le CG est constitué d’une zone sombre et d’une zone claire.  

Le lymphocyte B stimulé est d’abord dirigé vers la zone sombre où il recevra de multiples 

co-signaux des lymphocytes Th CD4+ et des cellules folliculaires dendritiques. Le lymphocyte 

B stimulé prolifère rapidement et devient un centroblaste. Son phénotype se modifie : il 

exprime le CD38, le CD10 et le facteur de transcription Bcl6. La transcription du gène AICDA 

qui code pour l’enzyme AID (« activation induced cytidin deaminase ») est induite. Dans la 

zone sombre, AID va contrôler le processus d’hypermutations somatiques (SHM pour 

« somatic hypermutations ») qui correspond à l’introduction de mutations dans les 

séquences variables de la chaine lourde et de la chaine légère pour augmenter l’affinité de 

l’Ig pour l’antigène. 

Le centroblaste est ensuite dirigé vers la zone claire où il devient un centrocyte. Un 

processus de sélection positive du BCR permet de sélectionner les centrocytes pour lesquels 

le processus de SHM a permis d’obtenir un récepteur de haute affinité pour l’antigène. Les 

centrocytes porteurs d’un BCR de faible affinité sont délétés par apoptose. Ces centrocytes 

sont phagocytés par les macrophages présents (macrophages à corps tingibles). Selon 

certaines conditions de co-stimulation, le centrocyte peut subir un processus facultatif de 

commutation de classe (CSR pour « class switch recombination »), également contrôlé par 

AID, avant de se différencier en plasmocyte ou en lymphocyte B mémoire. Le processus de 

CSR va permettre au lymphocyte d’exprimer une IgG, une IgA ou une IgE dont les propriétés 

physicochimiques sont différentes de l’IgM initiale.  

Au final, le lymphocyte B ayant répondu à un antigène T-dépendant et ayant fait 

l’expérience du CG va pouvoir se différencier soit en lymphocyte B mémoire, capable de 
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rester quiescent plusieurs années, soit en plasmocyte à longue durée de vie, producteur d’Ig 

spécifique de haute affinité pour l’antigène initial [30,31]. 

 

 

Figure 11 : Présentation du centre germinatif.  

Le lymphocyte B naïf activé par l’antigène peut être dirigé vers le centre germinatif. Il traverse d’abord la zone sombre 

après une intense prolifération sous la forme de centroblaste où le processus d’hypermutations somatiques (SHM) est 

activé. Il devient alors un centrocyte en pénétrant dans la zone claire où un processus compétitif de sélection positive des 

centrocytes avec les BCRs les plus affins pour l’antigène. Les cellules B ayant les BCRs les moins efficaces sont éliminés par 

apoptose. Le processus de recombinaison de classe peut être activé dans cette zone et conduire à un lymphocyte capable 

d’exprimer une Ig de surface de nature IgG, IgA ou IgE. A la sortie du centre germinatif, le centrocyte peut se différencier en 

plasmocyte ou en lymphocyte B mémoire. Adapté d’après Klein et Dalla-Favera, 2008 [30].  

 

 

3.1.1. Mécanisme moléculaire des mutations somatiques 

AID initie le processus de SHM en catalysant la transformation d’une déoxycytosine (dC) 

en déoxyuridine (dU) créant ainsi un mésappariement (ou « mismatch »). AID se fixe à l’ADN 

en reconnaissant une séquence spécifique de type WGCW où W représente une base A ou T 

[32]. Il existe 4 modalités de réparation du mésappariement (Figure 12) : 
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 Ce mésappariement peut être répliqué sans correction et conduire à une 

transition dCdT [33]. 

 Le système « base excision repair » (BER) peut être activé. Grâce aux enzymes 

UNG (uracil-N-glycosylase) et APE1 (apurinic apyrimidic endonucléase 1), la base 

dU est excisée créant ainsi un site abasique que le système BER comblera par une 

autre base dA, dC, dT ou dG selon que la polymérase Rev1 ou pol est mise en 

jeu. L’implication du système BER conduit alors à une transition ou transversion 

[33].  

 Le mésappariement peut activer le système de « mismatch repair » (MMR). Le 

système MMR va exciser, grâce à l’exonucléase ExoI, les bases proches de dU et 

de la séquence sera corrigée grâce au brin complémentaire par des polymérases 

de faible fidélité pol ou pol qui vont introduire des mutations dans la région 

ciblée par AID. Il ne s’agit plus alors de mutations ponctuelles puisque le 

processus mutationnel se répand de part et d’autre de la base ciblée par AID 

(« mutation spreading » dans la Figure 12)  

 Enfin, une réparation par un processus de haute fidélité par le recrutement de la 

polymérase de haute fidélité pol ou, plus recemment démontré, de type 

recombinaison homologue (« HR ») mettant en jeu l’enzyme XRCC2 (« X-Ray 

Repair Complementing Defective Repair In Chinese Hamster Cell ») est possible 

conduisant à une absence de mutation sur la cible d’AID. Physiologiquement, 

cette voie est moins fréquemment sélectionnée lors du processus de SHM par 

rapport aux systèmes de réparation peu fidèles [32,33]. 
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Figure 12 : Principe des mutations somatiques introduites par AID.  

AID (Activation induced deaminase) catalyse la déamination d’un résidu dC en dU. Les différentes voies de réparation 

d'ADN utilisées dans la résolution des mésappariements introduits par AID au cours des SHM sont illustrées. Les mutations 

non silencieuses sont notées en rouge alors que les nucléotides issus d’une réparation fidèle sont notés en noir. La 

réplication avant réparation stabilise la mutation dans la cellule fille. Si le système de base excision repair (BER) est sollicité, 

l’enzyme UNG (uracil-N-glycosylase) excise la base U et le vide peut être comblé par une base au hasard et conduira à une 

transition ou transversion. Le système MMR (mismatch repair, composé entre autre des enzymes « MutS protein 

Homolog » MSH2 et MSH6 et de l’exonucléase ExoI) peut créer un site abasique et sa réparation par des ADN-polymérase 

peu fidèles pol ou polva propager les mutations de part et d’autre du mésappariement initial. Enfin, le recrutement de la 

polymérase de haute fidélité pol (non représentée) ou du système de recombinaison homologue (« HR ») avec l’enzyme 

XRCC2 (« X-Ray Repair Complementing Defective Repair In Chinese Hamster Cell ») peuvent également intervenir et réparer 

fidèlement le mésappariement. Adapté d’aprés Fear, 2013 [33].   

 

3.1.2. Mécanisme moléculaire de la commutation isotypique 

La commutation de classe ou CSR va permettre de juxtaposer la séquence VDJ codant 

pour la séquence variable d’IgH avec un autre gène de région constante le Cµ ou C. Le 

système s’appuie sur des séquences « switch » en amont de chaque gène constant. Ces 
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séquences switch sont la cible d’AID qui introduit des mésappariements par la déamination 

de certaines bases nucléotidiques dC en dU. L’accès d’AID à ces séquences est permise par la 

mise en route d’une transcription à partir d’un promoteur en 5’ de la région switch (identifié 

Iµ, I, I ou I) qui permet de désolidariser les 2 brins d’ADN. Cette transcription est régulée 

par des co-signaux que reçoit la cellule (cytokines) et par des mécanismes épigénétiques 

pour le contrôle de l’accès de ces séquences à la RNA polymérase [33]. Ces 

mésappariements sont pris en charge par UNG et APE1 qui vont créer un site abasique ou 

cassure simple brin. Lorsque des cassures simple brin sont également formées à proximité 

sur le brin complémentaire, des cassures double brin sont créées sur les régions switch 

permettant de relier la région VDJ à un autre gène constant et d’exciser le matériel 

génétique intercallant après circularisation. Ce mécanisme de réparation des cassures 

double brin fait appel essentiellement au système NEJH (« non homologous end joining ») 

(Figure 13) [33]. 

 

Figure 13 : Principe de la commutation de classe induite par l’action d’AID. 

La configuration germinale du locus IgH est schématisée après réarrangement VDJ fonctionnel. Sous l’action d’AID, 

UNG et APE1, des cassures double-brin de l’ADN sont produites au niveau des régions switch rapprochées par enroulement 

de la séquence. La réparation de cette cassure entraîne une recombinaison et l’ADN intercalaire est excisé sous forme 

circulaire. Adapté d’après Fear, 2013 [33].  

Exons

Régions switch
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3.1.3. Stades terminaux de différenciation lors de la réponse T-dépendante 

Le lymphocyte B mémoire 

Dans la zone claire apicale du CG, les centrocytes peuvent se différencier en lymphocytes 

B mémoire. Ces lymphocytes B mémoire ont pour fonction de patrouiller dans l’organisme et 

d’initier une réponse immune rapide et intense (réponse immune secondaire) lors d’une 

nouvelle rencontre avec l’antigène. Ces lymphocytes B mémoire sont des lymphocytes à 

longue durée de vie et expriment le marqueur CD27. Bien que tous les isotypes de chaines 

lourdes soient possibles, l’immunoglobuline de surface est une IgG pour la grande majorité 

d’entre eux. 

Le plasmocyte à longue durée de vie 

Une autre partie des centrocytes devient des plasmocytes à longue durée de vie. Le 

plasmocyte est le stade terminal de la différenciation B. Sous l’effet des facteurs de 

transcription BLIMP1 (« B lymphocyte induced maturation protein 1 ») et IRF4 (« interferon 

regulatory 4 »), l’expression de Pax5 est réprimée, levant l’inhibition de l’expression de XBP1 

(X-box  binding protein 1), un autre facteur de transcription nécessaire à la différenciation 

plasmocytaire [34]. La cellule B réprime alors l’expression de l’immunoglobuline de surface, 

des co-récepteurs CD79A/B et du CD20 entre autre. L’expression de CD38 et CD138 est à 

l’inverse fortement stimulée. Le plasmocyte différencié est une cellule nichée dans la moelle 

osseuse et sécrète l’immunoglobuline qu’il produit. 

 

3.2. Réponse immune T-indépendante 

Selon le type d’antigène, la réponse immune B peut se faire en dehors du CG et de 

manière indépendante du Th CD4+. Les lymphocytes B de la zone marginale sont 

particulièrement sensibles aux antigènes T-indépendants et plusieurs types de réponses sont 

possibles. 

La réponse T-indépendante de type 1 (TI-1) est déclenchée par des antigènes microbiens 

capables d’activer le BCR et les TLR des lymphocytes B, le 2nd signal TLR palliant à l’absence 
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des Th CD4+. Ces antigènes comportent des motifs répétitifs et correspondent au 

lipopolysaccharide, à des lipopeptides, à de l’ADN bactérien riche en CpG ou de l’ARN viral 

[35].  

La réponse de type TI-2 est déclenchée par des antigènes mulivalents capables de lier 

fortement plusieurs molécules de BCR en même temps à la surface du lymphocyte. Dans la 

réponse TI-2 un 2nd signal n’est pas nécessaire. Cette activation massive du BCR transduit un 

message passant essentiellement par l’enzyme Btk. Ces antigènes correspondent aux 

polysaccharides des bactéries encapsulées (pneumocoque, méningocoque, Haemophilus) 

mais également à des virus encapsulés [35]. 

Les réponses TI-1 et TI-2 sont capables d’induire la différenciation plasmocytaire et la 

formation de lymphocytes B mémoire. Il a également été décrit une réponse TI-3 régulée par 

des cellules de l’immunité innée telles que les polynucléaires neutrophiles, polynucléaires 

basophiles, les macrophages ou encore les mastocytes. Cette réponse de type TI-3 ne fait 

pas intervenir le BCR mais permet l’activation d’AID et la survenue de SHM. Ce mécanisme 

identifié comme « TI-3 » constitue une voie de pré-diversification Ag-indépendante du 

répertoire [35]. 
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LA LEUCEMIE LYMPHOIDE CHRONIQUE 

 

1. Définition OMS 2008 de la Leucémie Lymphoïde Chronique  

La leucémie lymphoïde chronique (LLC) est définie par la classification OMS 2008 comme 

un syndrome lymphoprolifératif appartenant au groupe des néoplasies B matures. La 

prolifération clonale est constituée de petits lymphocytes matures qui expriment le 

marqueur CD5 et une faible quantité d’immunoglobuline de surface. La LLC infiltre le sang 

périphérique, la moelle et les organes lymphoïdes secondaires (ganglions, rate) avec des 

degrés variables au cours de la maladie [36]. 

Une lymphocytose  B absolue ≥5G/l dans le sang périphérique a été définie comme seuil 

pour distinguer la LLC de son variant tumoral le lymphome lymphocytique (« small 

lymphocytic lymphoma » ou  SLL) et des lymphocytoses B monoclonales (voir plus loin). Les 

experts du groupe de travail international sur la LLC (iWCLL pour « international workshop 

on CLL ») recommandent également que cette lymphocytose soit persistante depuis au 

moins 3 mois même si le diagnostic de LLC est possible dans le cas où une lymphocytose B 

clonale <5G/l est associée à des cytopénies centrales ou des signes cliniques généraux [36]. 

 

2. Repères historiques de la LLC 

En 2000, Terry Hamblin a publié dans British Journal of Haematology une revue des 

aspects historiques de la leucémie lymphoïde chronique [37]. 

Le mot de « leucémie » n’a été utilisé pour la première fois qu’en 1847 par l’allemand 

Virchow. Il ne s’agissait alors que de descriptions cliniques de pathologies infiltrant le sang et 

associées à une splénomégalie et des adénopathies. L’infiltration médullaire n’a été 

constatée qu’en 1870 par Neumann [37]. 
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La cytologie a également progressé pendant ce siècle grâce à Ehrlich qui a mis au point 

des méthodes de coloration permettant d’observer les noyaux et les détails du cytoplasme. 

Par le biais de cette avancée chimique et des progrès techniques concernant les 

microscopes, Türk fut le premier en 1903 à définir des critères diagnostiques de la LLC [37]. 

Les lymphomes ont été décrits pour la première fois en 1832 par Sir Thomas Hodgkin 

(qui individualisa la « maladie de Hodgkin » uniquement sur des critères cliniques) et c’est à 

nouveau Virchow qui introduisit en 1847 le terme de «  lymphosarcome » pour décrire ces 

maladies tumorales infiltrant les organes lymphoïdes.  Dès lors, la distinction entre leucémie 

et lymphome avec phase leucémique circulante fit débat [37]. 

En 1928, Richter décrivit l’apparition de lymphomes à grandes cellules chez des patients 

atteints de LLC. L’intérêt du chlorambucil a été établi dès 1955. Vers la fin des années 60, les 

travaux de Wintrobe, Galton et Dameshek permirent d’identifier pour la première fois la 

grande variabilité de l’évolution clinique de la LLC en distinguant les LLC prolifératives des 

LLC stables. Parallèlement, ils établirent que la LLC correspondait à une accumulation 

progressive de lymphocytes « non fonctionnels », bien qu’à cette époque le rôle des 

lymphocytes dans l’immunité n’était pas connu [37]. 

Sur le plan technologique, les premiers compteurs de cellules par impédance ont été 

développés dans les années 50 (Wallace Coulter) [38]. Le premier cytomètre en flux 

commercialisé au début des années 70 (Hemalog D produit par Technicon) utilisait des 

marquages chromogènes d’enzymes pour différencier automatiquement les sous-

populations de polynucléaires [38]. Les premiers cytomètres en flux utilisant un laser Argon 

et des marquages par anticorps fluorescents ont été développés par 2 entreprises 

américaines en 1974 (Becton-Dickison : Fluorescent Analyzer Cell Sorter ou « FACS ») et en 

1975 (Coulter : Two Parameter Sorter -1 ou « TPS-1 ») [38]. 

Le phénotype B des cellules de LLC fut établi dans les années 70 par immunomarquages 

avec des anticorps anti-IgM. Dès lors, il a été démontré que les cellules de LLC exprimaient 

faiblement l’IgM par rapport aux lymphocytes B normaux. La description de phases 

leucémiques de lymphomes à cellules du manteau, un LNH B CD5+ réprésentant un 
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diagnostic différentiel avec la LLC, n’a été réalisée qu’en 1989 (De Oliveira et al.) Enfin, les 

critères diagnostiques immunophénotypiques actuels avec un score en 5 points ont été 

établis en 1994 (Matutes et al.) et améliorés en 1997 (Moreau et al.).  

Sur le plan clinique, en 1975 puis en 1981, Rai et Binet mettaient au point 

respectivement 2 systèmes de classification clinico-biologique des patients atteints de LLC. 

Parallèlement, les complications auto-immunes de la LLC (anémie hémolytique, 

thrombopénie, neutropénie, aplasie, …) étaient décrites. Les complications infectieuses ont 

été également établies au milieu du XXème siècle. 

La publication en 1999 du rôle pronostique majeur des mutations somatiques (Damle et 

al. et Hamblin et al.) et de la classification pronostique des anomalies cytogénétiques 

(Döhner et al.) marquèrent l’entrée dans le XXIème siècle. Enfin, depuis 2010, le séquençage 

haut-débit met en lumière l’hétérogénéité moléculaire de la LLC. 

  

3. Epidémiologie 

3.1. Epidémiologie descriptive 

3.1.1. Fréquence observée de la LLC 

En 2012, 355000 nouveaux cas de cancers ont été diagnostiqués en France. Les cancers 

les plus fréquents étaient les cancers de la prostate (56800), cancers du sein (48700), 

cancers colorectaux (42000) et cancers du poumon (39500). Le nombre de nouveaux cas 

d’hémopathies malignes est estimé à 35000 soit 10% environ de tous les cas incidents de 

cancers [1,39].  

Les dernières analyses épidémiologiques des registres français révèlent que 4464 

nouveaux cas de LLC on été diagnostiqués en France en 2012 (soit 1.2% de tous les nouveaux 

cas incidents de cancers). Environ 60% de cas concernaient des hommes [39]. L’âge médian 

au diagnostic en France en 2012 était 71 ans pour les hommes et 74 ans pour les femmes. 

Son incidence brute est estimée à 8,7/100000 et 5,4/100000 respectivement pour les 
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hommes et les femmes (taux standardisés sur la population mondiale 4,4/100000 et 

2,2/100000) [39]. Le diagnostic de LLC est peu fréquent avant 60 ans (Figure 14). 

 

 

 

Figure 14 : Age au diagnostic des cas incidents de LLC en France en 2012.  

Adapté d’après Monnereau et al. [1] 

 

La LLC était au 1er rang des hémopathies chez l’homme et au 3ème rang chez la femme 

(Figure 15). La LLC est donc une maladie de la personne âgée puisqu’elle est exceptionnelle 

avant 40 ans, rare avant 50 ans et sa fréquence augmente à partir de 60 ans. 

L’incidence de la LLC évaluée entre 1980 et 2012 a montré une forte croissance liée à 

l’allongement de l’espérance de vie et à la démocratisation du dépistage par cytométrie en 

flux. On note tout de même une diminution de cette incidence entre 2005 et 2012. L’analyse 

française attribue cette variation d’une part aux modifications récentes des critères 

diagnostiques (i.e. lymphocytose clonale absolue ≥5G/l) et probablement à un défaut de 

déclaration du fait de la généralisation de l’accès à l’immunophénotypage en dehors des 

structures hospitalières universitaires [39]. Cette tendance dégressive de l’incidence de la 

LLC est constatée également dans les registres canadiens et des Etats-Unis [40]. La 
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comparaison de 2 registres américains : le SEER (« Surveillance Epidemiology and End 

Results ») géré au niveau fédéral par le NCI  (« National Cancer Institute ») et le registre du 

réseau de santé des vétérans de l’Arkansas montrent une différence de 38%  de l’incidence 

de la LLC. Cette disparité a été directement mise en rapport avec une sous-déclaration dans 

le registre SEER due en partie aux modifications récentes de l’accès aux soins [41]. 

 

 

Figure 15 : Nombre de cas incidents par hémopathies en France en 2012.  

Les histogrammes représentent les nombres de cas incidents estimés en 2012. LLC/LL : leucémie lymphoïde 

chronique/lymphome lymphocytique ; MM/P : myélome multiple/plasmocytome ; LDGCB : lymphome diffus à grandes 

cellules B ; SMD : syndrome myélodysplasique ; LAM : leucémie aigue myéloïde ; LF : lymphome folliculaire ; LHC : 

lymphome de Hodgkin classique ; SMCa : autres syndromes myéloprolifératifs chroniques ; LT : lymphomes T et NK ; LZM : 

lymphome de la zone marginale ; LL/MdW : lymphome lymphoplasmocytaire/macroglobulinémie de Waldesntröm ; LMan : 

lymphome à cellules du manteau ; L/LL : leucémie aigue lymphoblastique/lymphome lymphoblastique ; LMC : leucémie 

myéloïde chronique. Adapté d’après Monnereau et al., 2013 [1]. 
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3.1.2. Disparités géographiques et ethniques de l’incidence de la LLC 

L’incidence des lymphomes B et de la LLC en particulier est très variable selon la région 

du globe. La LLC est très fréquente dans les pays industrialisés d’Europe de l’Ouest et 

d’Amérique du nord alors qu’il s’agit d’une entité rare en Asie où les lymphomes T ou NK 

sont au premier plan (cf. endémie de l’infection par le virus HTLV1 dans certaines régions et 

rôle de l’EBV [40]). Des enquêtes épidémiologiques réalisées aux Etats-Unis et en Angleterre 

ont révélé que la LLC reste peu fréquente chez les asiatiques et les noirs africains vivant dans 

ces zones géographiques et que la protection perdure dans les générations suivantes 

[42,43]. Ces données reflètent une prédisposition génétique (ou ethnique) forte dans le 

développement de la LLC [44]. Enfin, la maladie semblerait être plus agressive dans la 

population asiatique [45] où elle touche des individus plus jeunes [46]. 

3.1.3. Existence de formes familiales de LLC et prédisposition génétique 

La LLC est le lymphome pour lequel la marque d’une prédisposition familiale est la plus 

forte [36] et concerne 5% des patients [47]. Compte-tenu de la rareté de la maladie (taux 

d’incidence standardisé à 4,4/100000 pour les hommes, soit chaque année 1 diagnostic sur 

27000 habitants), un patient dont au moins 1 des membres de sa famille est également 

atteint par la LLC est considéré come un cas « familial » [47]. Les familles à haut risque 

présentent également une agrégation anormale de cas d’autres syndromes 

lymphoprolifératifs B comme la macroglobulinémie de Waldenström par exemple [47]. 

Le risque relatif de développer une LLC chez les parents au premier degré de patients 

atteints par cette hémopathie est de 8,5 (IC95% : 6.1 – 11.7) [40]. De la même façon, une 

lymphocytose B monoclonale de type LLC (« MBL CLL-like ») peut être retrouvée dans 13% à 

18% des parents au premier degré de patients atteints de LLC alors que la fréquence de ce 

type de clone est de 3% à 5% dans la population générale [47,48].  

Sur le plan phénotypique, la surexpression de la cytokine BAFF dans les familles à haut 

risque de SLP avait été discutée dans la littérature mais des études menées sur de larges 
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cohortes n’ont pas retrouvé, ou seulement dans une très faible mesure, de différence avec 

les groupes contrôles [47].  

Sur le plan génétique, l’allèle DRB1*11 du complexe majeur d’histocompatiblité (CMH) a 

également été associé aux formes familliales de LLC [49] et une analyse du répertoire des 

gènes IGHV a montré de différences avec les LLC sporadiques et une fréquence élevée de cas 

ayant fait l’expérience des SHM [50]. 

Les études de type GWAS (« genome wide association study ») ont également retrouvé 

près de 50 gènes associés à un risque accru de survenue de LLC. Les anomalies concernées 

sont toutes des polymorphismes ou « single nucléotide polymorphism » (SNP) et aucune 

vraie « mutation » n’a été retrouvée. La revue des principales études de GWAS dans la LLC 

révèle un certain manque de reproductibilité entre les différentes analyses puisque les 

régions associées au risque de maladie sont variables d’une série à l’autre [47]. Certains de 

ces polymorphismes concernent des gènes impliqués dans la régulation de la réponse 

immune (CD38, TNF, IL10, IRF4, …) ou de l’apoptose (CASP8, BAX, …) alors que d’autres sont 

localisés dans des régions chromosomiques moins bien connues situées en 2q, 6p, 11q, 15q 

et 19q [47,51–54]. En 2010, une méta-analyse réalisée au travers du projet « CUMAGAS-

CLL » avait permis de revoir toutes les données GWAS publiées jusqu’en 2009 et a 

sélectionné les gènes BAX, GSTM1, GSTT1, IL10, LTA, MTHFR, P2RX7, TNF [51]. Les différents 

gènes retrouvés et leur fonction biologique sont résumés dans le Tableau 1. 

 

 

Tableau 1 : Principaux gènes impliqués dans la prédisposition génétique de la LLC. 

Adapté d’après Zintzaras et Kitsios, 2010 [51] 

 

Gène Nom complet Localisation Fonction

Bax BCL2-Associated X Protein 19q13.33 apoptose

GSTM1 Glutathione S-transferase mu 1 1p13.3 détoxification de produits endogènes ou xénobiotiques

GSTT1 Glutathione S-transferase theta 1 1p13.3 détoxification de produits endogènes ou xénobiotiques

IL10 Interleukine-10 1q32.1 réponse immune, prolifération des lymphocytes B

LTA Lymphotoxine Alpha 6p21.33 réponse immune

MTHFR Methylenetetrahydrofolate Reductase 1p36.22 métabolisme de la méthionine

P2RX7 Purinergic Receptor P2X, Ligand-Gated Ion Channel 12q24.31 canal ionique ATP-dépendant

TNF Tumor necrosis factor 6p21.33 inflammation
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3.1.4. Evaluation des évolutions épidémiologiques futures de la LLC 

Selon les prévisions épidémiologiques réalisées par le consortium GLOBOCAN en 2012, le 

nombre de nouveaux cas de LNH devrait globalement augmenter de 21% en France en 2025 

par rapport à aujourd’hui par l’effet conjoint d’une évolution de l’incidence propre et de la 

démographie. Pour la LLC, une étude allemande récente a montré qu’en conséquence du 

vieillissement de la population, la prévalence de la maladie augmente alors que son 

incidence reste stable sur leurs données [55]. 

 

3.2. Epidémiologie explicative : 

Les études épidémiologiques explicatives spécifiques de la LLC ne se démarquent par de 

celles réalisées sur l’ensemble des LNH. Les différents facteurs influençant le développement 

d’une LLC concernent donc les facteurs de susceptibilité génétique exposés plus haut 

(paragraphe 3.1.3 ci-dessus), les facteurs environnementaux professionnels ou domestiques 

et les facteurs liés au mode de vie. 

3.2.1. Impact des facteurs environnementaux : 

Les rayonnements ionisants 

Les radiations ionisantes ont été reliées depuis près de 100 ans avec une surmortalité et 

la survenue d’hémopathies, en particulier des leucémies aigues et leucémies myéloïdes 

chroniques. Le lien avec la survenue de LLC est peu clair. Les données initiales sur la 

population japonaise de la région d’Hiroshima concernaient une population dans laquelle la 

LLC est très rare. De plus, des biais de classifications des hémopathies perturbent l’analyse 

statistique [41].  Une récente étude française sur les employés du CEA, d’AREVA et d’EDF 

entre 1968 et 2004 et exposés professionnellement à des radiations (rayons X ou gamma) 

n’a pas retrouvé d’augmentation du risque relatif de LLC contrairement aux cancers solides, 

leucémie myéloïde chronique, leucémies aigues, et aux maladies cardiovasculaires [56]. 
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Les agents chimiques 

Des études épidémiologiques larges ont retrouvé une association positive faible entre le 

risque relatif de LLC et les professions agricoles. Les agents chimiques utilisés dans 

l’agriculture ont été incriminés bien qu’aucune étude n’aie réalisé d’analyse sur la base de 

molécules chimiques précises [41]. 

Travail en horaires de nuit 

Une étude récente vient de mettre en évidence que certains gènes dont l’expression 

varie sur le nycthémère sont dérégulés dans la LLC. Parmi ces gènes, c-Myc et la cycline D1 

sont surexprimés par rapport aux contrôles. Ensuite, parmi les patients atteints de LLC, cette 

dérégulation était significativement plus importante chez les travailleurs de nuit et corrélée 

au taux sanguin de mélatonine. Les auteurs concluent que le travail de nuit est donc 

potentiellement un facteur d’évolution de la LLC [57]. 

Antécédents médicaux et traitements  

Certaines enquêtes cas-témoin ont mis en évidence une fréquence élevée d’infections 

dans les années précédant le diganostic de LLC bien qu’il ne puisse être défini s’il s’agit 

d’évènements déclencheurs ou de conséquence d’un déficit immunitaire préalable lié à la 

LLC. Les infections retrouvées sont des infections bactériennes (pneumonie, infections ORL, 

cellulites, …) ou virale (grippe, zona, …) [58]. La pneumonie est cependant liée à un risque de 

survenue d’une LLC jusqu’à 5 ans après l’infection (odds ratio : 1,4 ; CI95% : 1,2 – 1,8)[59]. 

A l’inverse, les pathologies inflammatoires auto-immunes ne sont pas associées à un 

risque augmenté de LLC [60]. 

3.2.2. Facteurs liés au mode de vie 

Compte-tenu de la faible incidence de la maladie (≈5/100000), les associations 

retrouvées entre les facteurs liés au mode de vie et le risque de LLC sont variables d’une 

étude à l’autre et les méta-analyses ne retrouvent pas de lien statistiquement marqué en 

dehors d’une analyse dans certains sous-groupes. 
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Selon une revue sur les facteurs de risque liés à la LLC publiés par Linet et al. en 2007, la 

consommation de tabac et l’utilisation de teintures capillaires seraient positivement 

associées à la maladie. A l’inverse, le niveau d’activité physique ou la surcharge pondérale 

n’ont pas montré de lien évident avec la LLC [41]. 

3.2.3. Exposition solaire et vitamine D 

Certaines similitudes avaient été observées entre l’épidémiologie des mélanomes et 

celles des lymphomes suggérant un lien éventuel entre les rayons ultraviolets et les 

lymphopathies matures. Les enquêtes épidémiologiques menées en ce sens ont donné des 

résultats discordants mais il semblerait qu’une association postive puisse exister entre 

exposition solaire et LNH [61] mais ne concernerait pas la LLC  [62]. Cependant, une méta-

analyse publiée en 2010 conclue à l’absence de preuves scientifiques suffisantes et que le 

taux de vitamine D liée à l’exposition solaire constitue un facteur de confusion majeur dans 

ces études [63].  

En effet, les enquêtes épidémiologiques récentes ont montré qu’un taux élevé de 

vitamine D est un facteur potentiel de protection contre la survenue de LLC en particulier 

[64]. Chez les patients atteints de LLC de stade A, une étude américaine a également associé 

en 2011 un déficit en vitamine D avec une évolution plus rapide de la maladie [65], ce qui a 

été confirmé par une étude européenne l’année suivante [66]. 

L’augmentation du taux de vitamine D semble donc être un facteur protecteur contre la 

LLC tout comme pour d’autres tumeurs solides [67]. Enfin, il a été récemment démontré 

qu’un  polymorphisme du gène VDR codant pour le récepteur de la vitmaine D3 (« Vitamin D 

(1,25- Dihydroxyvitamin D3) Receptor ») pourrait être associé au risque de lymphome [68]. 
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4. Microenvironnement de la LLC 

La dépendance des cellules de LLC aux stimuli du microenvironnement a été récemment 

revue par plusieurs auteurs [69–71]. Les microenvironnements ganglionnaires et médullaires 

sont relativement proches d’un point de vue structurel et souvent non dissociés dans la 

littérature. Cependant, Herishanu et al. a montré par comparaison de profil d’expression de 

gènes que le microenvironnement ganglionnaire est la pierre angulaire de cette 

lymphopathie [72]. Dans cette étude, 150 gènes étaient surexprimés entre les B tumoraux 

ganglionnaires et ceux du sang périphérique. De même, plus de 20 gènes étaient 

surexprimés entre les B tumoraux de la moelle osseuse et ceux du sang, dont presque tous 

étaient également surexprimés dans les ganglions. Les gènes surexprimés spécifiquement 

dans les ganglions portaient la signature de l’activation du BCR et de NF-B et les gènes 

surexprimés dans la moelle correspondaient essentiellement à des gènes de résistance à 

l’apoptose [72]. 

Schématiquement, ces interactions concernent le trafic cellulaire des cellules tumorales, 

l’activation du BCR, des TLRs et les signaux des cellules environnantes. Les cellules de LLC 

peuvent également modifier leur microenvironnement par la sécrétion de cytokines et 

l’émission de microparticules. 

 

4.1. Trafic cellulaire et « homing » des cellules tumorales au sein des zones de 

prolifération 

Au cours de la LLC, la masse circulante est le contingent le plus facilement exploré. Il 

n’est pourtant constitué, pour l’essentiel, que de cellules quiescentes puisque seulement 

0.1% à 1% d’entre elles sont des cellules en division [73]. Cet aspect est cohérent avec le 

caractère indolent de la LLC par rapport à d’autres lymphomes caricaturalement progressifs 

dont le lymphome de Burkitt est l’archétype [74]. Il est actuellement admis que la 

progression de la LLC a lieu au sein de « centres prolifératifs » situés dans les ganglions et 

plus modestement dans la moelle osseuse [69,72]. Il est d’ailleurs parfois observé sur des 
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myélogrammes de patients des formations pseudofolliculaires, absentes des moelles 

normales, composées de cellules B clonales, de lymphocytes T et de cellules semblables à 

des cellules dendritiques folliculaires [75]. 

La régulation du trafic cellulaire, ou « homing »,  à partir du sang périphérique vers ces 

centres de prolifération est communément appelée migration transendothéliale (MTE)  et 

consiste en un phénomène de diapédèse ou de pseudoempéripolèse. On peut 

schématiquement présenter le processus en 3 phases successives : le signal attractant 

(chimiotactisme), l’adhésion cellulaire et transduction du signal d’adhésion. 

4.1.1. Le chimiotactisme ciblant les cellules de LLC 

Les cellules de LLC reçoivent en premier lieu un signal de chimiotactisme via des 

chemokines de type CXCL9, 10, 11, 12, 13, CCL19 et 21 constitutivement sécrétées par les 

cellules stromales des ganglions ou de la moelle osseuse. Le signal de migration est capté par 

les cellules tumorales grâce aux récepteurs CXCR3, CXCR4, CXCR5, CCR7 et permet d’initier le 

chimiotactisme vers les cellules endothéliales [76]. L’axe de signalisation CXCL12 (SDF-

1)/CXCR4 peut être pharmacologiquement inhibé par le plerixafor. 

4.1.2. L’adhésion cellulaire 

Les protéines d’adhésion de type 2-intégrine comme les dimères CD18/CD11a 

(« lymphocyte function antigen-1 » ou LFA1) ou CD18/CD11c, de type 41-integrine comme 

le dimère CD49d/CD29 (« very late antigen-4 » ou VLA4), de type sélectine (CD62L ou L-

sélectine) ou encore le CD44,  jouent un rôle important dans l’établissement du contact 

cellule à cellule [69,76,77]. Les cas de LLC exprimant fortement les marqueurs CD44 et CD11c 

sont d’ailleurs associés à des infiltration spléniques plus fréquentes [70]. La surexpression de 

ZAP70 influence également la réponse aux chemokines en renforçant les voies de 

signalisation des récepteurs CCR7 et CXCR4 [69,78]. 

Il a récemment été mis en évidence in vivo que l’expression de la L-sélectine (CD62L) 

favorise la MTE des cellules de LLC au niveau des veinules à endothélium épais (HEV pour 

« High Endothelial Venule »), une structure particulière de certains vaisseaux ganglionnaires, 
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et que le CD62L est surexprimé chez les patients qui présentent des adénopathies [79]. 

Certains auteurs ont montré que les cas de LLC progressives qui présentent une réponse 

intense au BCR, présentaient une sous-expression du CXCR4 et du CD62L en réponse à la 

stimulation antigénique associée à une diminution de la capacité migratoire [80]. Selon les 

auteurs, ces résultats étaient en faveur d’une MTE essentiellement dépendante du BCR dans 

les LLC progressives. 

4.1.3. Le relais intracellulaire du signal d’adhésion : 

Deux protéines, RhoH (« ras homolog family member H ») et TAPP2 (« tandem pleckstrin 

homology domain protein 2 »), ont montré un rôle significatif dans la régulation du trafic 

cellulaire des cellules de LLC en régulant le cytosquelette des cellules tumorales. 

La protéine RhoH est une protéine de la famille Rho-GTPase initialement décrite dans le 

lymphocyte T où elle permet le recrutement de ZAP70 sur le domaine intracellulaire de CD3 

[81] et de Lck au niveau du signalosome du TCR [82]. Dans la LLC, RhoH est surexprimée par 

rapport aux cellules B normales et son niveau d’expression est corrélé à ZAP70 [70]. RhoH 

régule des composants du cytosquelette en réponse au BCR [70]. Des expériences réalisées 

chez des modèles murins de LLC (souris Eµ-TCL1Tg) dont le gène RhoH a été inactivé (souris 

Eµ-TCL1Tg ;RhoH -/-) montrent que les cellules tumorales B perdent leur capacité migratoire 

en réponse au BCR [83]. De plus, en étudiant le mécanisme d’action du lénalidomide (un 

immunomodulateur) sur la LLC, il a été démontré que cette molécule induit la perte de 

fonction de RhoH dans des cellules primaires de patients cultivées in vitro. Cette régulation 

négative de RhoH a également été retrouvée in vivo chez les patients atteints de LLC et 

traités par lénalidomide [83].  

Enfin, la protéine TAPP2 est une protéine contenant un domaine pleckstrin-homology 

(PH) permettant de reconnaître l’inositol-triphosphate généré par la PI3K [84]. L’expression 

de TAPP2 est corrélée au statut ZAP70 des cellules de LLC. TAPP2 est également surexprimée 

en réponse à une activation de la PI3K et régule le cytosquelette pour permettre l’adhésion à 

la matrice extracellulaire [85]. 
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4.2. Implication des TLRs : 

Les cellules de LLC présentent le même profil d’expression des TLRs que les lymphocytes 

B normaux (i.e. TLR1, TLR2, TLR4, TLR6, TLR7, TLR9) [86]. L’expression du TLR4 est cependant 

plus faible que chez les lymphocytes contrôles et diminue au cours de l’évolution de la 

maladie [87]. La stimulation des TLRs permet d’activer la cellule de LLC via le facteur de 

transcription NF-B [88,89].  

Le TLR9 a été le plus étudié dans cette pathologie. Les cellules de LLC sont 

particulièrement sensibles au signal du TLR9 et sa stimulation in vitro par des 

oligodéoxynucléotides riches en ilots CpG (CpG ODNs) induit l’expression du marqueur 

d’activation CD38 [86]. La stimulation du TLR7 et du TLR9 potentialise le signal du BCR des 

LLC mutées ou non mutées [90]. Sur une courte série de 41 patients, la forte expression du 

TLR9 était associée avec une survie avant le 1er traitement (TFS pour « treatment free 

survival ») plus longue [91] mais des études fonctionnelles ultérieures ont montré une 

certaine ambivalence de ce récepteur : il peut déclencher l’apoptose des cellules de LLC au 

statut IgVH muté (voir plus loin) [92] mais promouvoir la survie de LLC au statut IgVH non 

muté [93,94] et favoriser la résistance à la fludarabine in vitro [95]. Au final, le signal du TLR9 

définirait 2 groupes pronostiques [96].  

In vivo, les cellules de LLC ne sont pas les seules à exprimer le TLR9. Les cellules 

dendritiques plasmacytoïdes (pDC) en particulier, présentent physiologiquement un 

récepteur TLR9 fonctionnel. D’une part, la stimulation du TLR9 des cellules B tumorales 

induit l’expression de molécules du CMH de classe II ou le CD86 ce qui leur confèrerait un 

caractère immunogène et accessible à l’immunité anti-tumorale des lymphocytes T 

cytotoxiques. Les pDC activées par le TLR9 engagent une promotion de le réaction immune 

anti-tumorale en sécrétant entre autre de l’IFN[97]. Ces données suggèrent un effet 

bénéfique des agonistes du TLR9 dans la LLC et a d’ores et déjà donné lieu à des essais 

cliniques de phase I [97] et de phase II dans certaines tumeurs solides, associés à de la 

chimiothérapie ou de la radiothérapie. Le principe est de produire une « vaccination » in vivo 

en activant le TLR9 dans un contexte de lyse tumorale [98]. Les CpG ODN développés dans 
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les essais cliniquess appartiennent au groupe B et ont été modifiés pour limiter les effets 

indésirables (saignements, immunodépression, organomégalies) [98]. Une dernière 

approche innovante est de coupler un agoniste du TLR9 avec un siRNA ciblant un oncogène 

exprimé dans la tumeur hématopoïétique, comme STAT3 par exemple [99] 

Au final, s’il est clair que les TLRs, en particulier le TLR9, sont fonctionnels dans la LLC, il 

n’est pas aisé aujourd’hui de conclure quant à l’attitude à adopter vis-à-vis de ce récepteur. 

D’un côté, l’utilisation de CpG ODN inhibiteurs [100] pourrait limiter la résistance à la 

fludarabine dans les centres de prolifération. D’un autre côté, l’utilisation de CpG ODN 

activateurs permet de stimuler une immunité anti-tumorale dont l’effet sera peut-être 

supérieur à celui de la promotion directe des cellules clonales. Dans ces cellules, des 

données très récentes viennent de démontrer que la transduction du signal du TLR9 

implique l’activation de Btk [101,102], laissant suggérer un conflit potentiel entre l’utilisation 

d’un inhibiteur de cette PTK (ibrutinib) et la stimulation de l’immunité anti-tumorale par des 

CpG ODN. Enfin, utiliser le TLR9 pour l’adressage de siRNA spécifiques de la LLC (Bcl2, BclXL, 

Mcl1, …) est un axe de développement prometteur. 

 

4.3. Interactions cellulaires 

Les intéractions cellulaires concernent principalement les cellules folliculaires 

dendritiques, les lymphocytes T et NK, les cellules stromales et « nurse-like cell » ou cellules 

« nourricières » dérivées des monocytes. 

4.3.1. Rôle support des cellules folliculaires dendritiques : 

Chez les patients atteints de LLC, les CFD sont présententes dans les structures 

pseudofolliculaires des ganglions ou de la moelle osseuse des patients avec une infiltration 

nodulaire [103]. Ils s’agit de cellules relativement rares dans le tissu infiltré et peu de 

données sont disponibles les concernant [29,72]. 
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Les CFD sécrètent de l’IL15 et la cytokine BAFF et expriment parallèlement des molécules 

d’adhésion (ICAM-1, VCAM-1). Elles protègent les cellules de LLC de l’apoptose spontanée ou 

induite par la fludarabine in vitro via l’induction de MCL1 [72,104]. 

4.3.2. Interactions avec les lymphocytes T 

Le compartiment des lymphocytes T est très remanié au cours de la LLC. On observe en 

particulier une augmentation de leur nombre absolu avec une inversion du ratio CD4/CD8. 

Malgré leur nombre, ces lymphocytes T sont peu fonctionnels. Ils présentent tout d’abord un 

phénotype activé (CD69+, CD57+, HLA-DR+, CD28low/-, CD62Llow/-) avec une expansion 

oligoclonale, suggérant une possible activation antigénique [105]. Ils présentent ensuite un 

phénotype « d’épuisement » moléculaire avec des anomalies des vésicules stockant le 

granzyme. Ces lymphocytes « épuisés » sont peu fonctionnels mais surexpriment 

anormalement l’IL-2, le TNF- et l’IFN-, pouvant jouer un rôle dans la promotion du clone B. 

Le profil global d’expression de gènes des lymphocytes T de LLC est également anormal 

[105]. Les lymphocytes T  de LLC présentent en particulier des anomalies du métabolisme du 

cytosquelette ce qui a pour conséquence de limiter leur capacité à former une synapse 

immunologique avec les cellules présentatrices d’antigènes [105]. Ce déficit fonctionnel peut 

être reproduit par co-culture préalable de lymphocytes T issus de donneurs sains avec des 

cellules primaires de LLC avant de les stimuler par des lymphocytes B autologues activés par 

l’antigène [106]. Le clone de LLC limite également les capacités immunologiques des 

lymphocytes T en sécrétant de l’IL-10 et du TGF-, et en exprimant à sa surface des ligands 

inhibiteurs tels le CD200, CD270, CD274, CD276 [71]. 

Parallèlement à ces déficits fonctionnels, on note une augmentation des lymphocytes T 

régulateurs (Treg) CD4+/CD25+. Ces lymphocytes ont pour fonction de limiter la réponse 

immunitaire. La proportion de Treg augmente dans les stades avancés de la maladie [105]. 

Enfin, ces lymphocytes T sont recrutés au sein du microenvironnement par les cellules de 

LLC. Les cellules tumorales sécrètent les chemokines CCL3 et CCL4 qui attirent les 

lymphocytes T [105]. La production de ces chemokines par les cellules de LLC est fortement 

stimulée par l’activation du BCR au sein du centre de prolifération [105]. Les lymphocytes T 
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rencontrés au contact des cellules de LLC sont de phénotype CD4+ et sont activés. Ces 

lymphocytes T CD4+ activés expriment le CD154 (ou CD40L)  et l’IL-4 qui activent le clone B 

et favorise sa prolifération et le protège de l’apoptose [71].  

4.3.3. Interactions avec les lymphocytes NK 

Les lymphocytes NK sont également altérés dans leur fonctionnalité. De la même façon 

que les lymphocytes T, il s’agit essentiellement d’anomalies du cytosquelette limitant leur 

capacité à former une synapse immunologique [105]. Le mécanisme de ces perturbations est 

peu connu mais passerait par des facteurs solubles et par l’expression du HLA-G par les 

cellules tumorales [105]. Le nombre de lymphocytes NK diminue dans les stades avancés de 

la maladie et dans les LLC au statut IgVH non muté alors qu’il est élevé dans les MBL. Le ratio 

Ly NK/Ly B de LLC peut d’ailleurs prédire le pronostic des patients [105].  

4.3.4. Cellules stromales 

Les cellules stromales correspondent à un ensemble de cellules mésenchymateuses 

localisées (« mesenchymal stromal cells » ou MSC) dans la moelle osseuse qui 

physiologiquement supportent l’hématopoïèse [71]. On peut également les retrouver dans 

tous les organes qui contiennent du tissu conjonctif, y compris les organes lymphoïdes, la 

rate et le thymus où elles peuvent réguler la réponse immune [107]. Le dialogue entre les 

cellules stromales et les cellules de LLC est bidirectionnel. Les surnageants de culture de 

cellules de LLC activent les récepteurs PDGFR des MSC et des contacts cellule-cellule 

induisent l’activation de la PKC et de NF-B dans ces cellules [105]. Chez les patients 

atteints de LLC, les MSC expriment le marqueur d’activation -SMA (« alpha-smooth muscle 

actin ») [71]. 

Les cellules stromales sécrètent du CXCL12 qui attire par chimiotactisme les cellules B 

tumorales dans le microenvironnement via leur récepteur CXCR4. Après quelques heures de 

co-culture in vitro, des phénomènes de pseudoempéripolèse peuvent être observés, 

témoignant d’une symbiose entre les 2 types cellulaires [105]. Par contact cellule-cellule, les 

MSC protègent les cellules de LLC de l’apoptose chimio-induite. Cette protection passe par 
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l’activation de NF-B de manière PI3K dépendante [71]. Les MSC expriment des molécules 

d’adhésion comme VCAM-1 et participent à la production de la matrice extracellulaire en 

relarguant de la fibronectine. VCAM-1 et fibronectine sont des ligands de la molécule 

d’adhésion VLA4 (CD49d/CD29) qui active la voie PI3K/Akt des cellules de LLC. Enfin, sous 

l’effet de la stimulation des MSC, les cellules tumorales expriment les protéines MMP-9 et 

VEGF. MMP-9 est une métalloprotéïnase qui favorise la migration des cellules de LLC en 

dégradant la matrice extracellulaire. Le VEGF est un facteur de croissance du tissu 

endothélial qui promeut le développement du réseau vasculaire. MMP-9 et VEGF peuvent 

activer les cellules de LLC par effet autocrine/paracrine et ainsi favoriser la résistance et le 

développement du clone dans la moelle et les ganglions [71].  

Les cellules stromales protègent également les cellules de LLC du stress oxydatif. Les 

cellules de LLC génèrent elles-mêmes une grande quantité de dérivés réactifs de l’oxygène 

(« reactive oxygen species » ou ROS). Les cellules ont besoin de synthétiser une grande 

quantité de GSH (gluthation), ce qui nécessite en particilier de réduire la cystine en cystéine. 

Les cellules de LLC ont de très faibles capacités à capter la cystine du milieu. L’apoptose 

spontanée des cellules de LLC en culture ex vivo sans cellules stromales peut en partie 

s’expliquer par le stress oxydatif généré. Les cellules stromales sont capables de capter une 

grande quantité de cystine et de la réduire en cystéine avant de la relarguer dans le 

microenvironnement [70]. 

Enfin, certains travaux actent pour une implication des voies NOTCH, Wnt et Hh dans la 

LLC. Les cellules stromales expriment les ligands de ces différents récepteurs. Les voies 

NOTCH1 et NOTCH2 sont constitutivement activées dans les cellules malignes de LLC [107]. 

Des mutations du gène NOTCH1 sont retrouvées dans une fraction des patients (voir plus 

loin) [108]. 

4.3.5. Cellules nourricières monocytoïdes ou « nurse-like cells » 

Il s’agit de cellules dérivées des monocytes circulants et sont proches des macrophages. 

Dans la LLC, les cellules nourricières, ou NLC (« nurse-like cells »), ont été découvertes dans 

des cultures prolongées de PBMC issues de patients atteints de LLC. Dans ces cultures était 
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observée l’apparition de cellules adhérentes CD68+ autour desquelles les cellules clonales 

étaient regroupées [109]. In vitro, les cellules de LLC sont capables d’induire la formation de 

NLC à partir de monocytes issus d’un donneur sain. A l’inverse, les lymphocytes B normaux 

en sont incapables. Cette maturation du monocyte intervient par des contacts cellule-cellule 

et par l’expression d’HMGB1 par les cellules de LLC [71,110]. Ces NLC ont été par la suite 

retrouvées in vivo dans les ganglions et la moelle osseuse. Les cellules de LLC sont également 

capables d’induire la migration des monocytes en sécrétant les chemokines CCL3 et CCL4 

[71]. 

Un parallèle peut être fait avec le microenvironnement du lymphome folliculaire où la 

présence de macrophages CD68+ infiltrant la tumeur (« tumor infiltrating macrophages » ou 

TAM) favorise le développement de l’hémopathie [111] et représente un facteur de mauvais 

pronostic [112]. On observe également dans les lymphomes de Hodgkin et les lymphomes B 

diffus à grandes cellules, tout comme dans les tumeurs solides, la présence de TAM ou LAM 

(« lymphoma infiltrating macrophages ») [105]. Filip et al. a étudié le profil d’expression de 

gène des NLC de LLC. Ses résultats montrent que les NLC sont proches des TAM mais se 

différencient par l’expression forte du CD14 et la production intense de dérivés réactifs de 

l’oxygène [113]. Il a d’autre part été démontré que la monocytose absolue circulante est 

positivement associée à un pronostic péjoratif des patients atteints de LLC et que la 

population monocytaire circulante est anormale chez ces patients [114–116]. 

Les NLC produisent du CXCL12, chemokine stimulant la migration des cellules de LLC. 

Parallèlement, les NLC protègent les cellules tumorales de l’apoptose. Cette protection fait 

intervenir la sécrétion par les NLC de protéines de la super-famille du TNF, BAFF (« B cell 

activating factor » anciennement BLys pour « B Lymphoscyte Stimulator ») et APRIL (« a 

proliferation inducing ligand ») [71]. Les récepteurs de BAFF (BAFF-R, BCMA et TACI) et 

d’APRIL (BCMA et TACI) sont exprimés par les cellules de LLC. Leur stimulation inhibe 

l’apoptose et induit l’expression de c-MYC. Dans les cellules de LLC, une coopération c-

MYC/BAFF peut être mise en évidence [71]. 
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Les NLC expriment aussi le CD31 et la plexin-B1, qui sont les ligands du CD38 et du 

CD100, des récepteurs exprimés sur les cellules de LLC. La stimulation de ces récepteurs 

protège les cellules tumorales de l’apoptose et peut induire la prolifération [71]. La plexin B1 

est également exprimée par les cellules stromales et les lymphocytes T [71]. Les NLC 

expriment la protéine d’inflammation MIF (« migration inhibitory factor ») qui active les 

cellules de LLC via le récepteur CD74. Le CD74 correspond à la chaine invariante Ii du CMH 

de classe II [70]. Il a récemment été démontré que la stimulation du CD74 par le MIF induit la 

surexpression du CD84 sur les cellules de LLC qui participe à la résistance contre l’apoptose 

[117]. 

4.3.6. Rôle du CD5 et de ces ligands 

Les cellules de LLC sont caractérisées par l’expression du marqueur CD5 qui est 

également présent sur tous les lymphocytes T normaux. Le CD5 est un récepteur de la 

famille SRCR (« scavenger receptor cystein rich ») [118]. De multiples ligands du CD5 ont été 

décrits : le CD72 (exprimé par les lymphocytes B), les domaines FR de la chaine lourde des 

immunoglobulines, des motifs moléculaires d’agents pathogènes (PAMP pour « pathogen 

associated molecular pattern ») et le CD5 lui-même [118]. Au niveau fonctionnel, 

l’expression du CD5 active constitutivement les voies Erk et NFAT. Le domaine intracellulaire 

du CD5 contient des régions de structure proche des ITAMs et peut recruter les tyrosines 

kinases Syk et ZAP70. Cette activation basale de Erk et NFAT est la marque de lymphocytes B 

anergiques et le CD5 augmente le seuil d’activation du BCR [119].  

Au final, le CD5 reconnaît divers ligands et est capable d’activer certaines voies dans le 

lymphocyte B mais il exerce plutôt une fonction inhibitrice sur le signal du BCR. Le rôle du 

CD5 dans la LLC reste peu connu. 

4.3.7. Rôles des facteurs angiogéniques produits par les cellules tumorales 

Les cellules de LLC expriment différents facteurs angiogéniques capables de promouvoir 

la néovascualrisation des tissus infiltrés. Ces facteurs angiogéniques peuvent également 

avoir des effets autocrines/paracrines sur les cellules tumorales elles-mêmes. Les cellules de 



 
 

58 
 
 

LLC produisent donc : VEGF (« vascular endithelial growth factor »), bFGF (« basic fibroblast 

growth factor »), PDGFA et PDGFB (« platelet-derived growth factors A et B »),  ANG-2 (« 

angiopoïétine-2 »), TSP-1 (« thrombospondine 1 ») et MMP-9 (« metalloprotéinase 9 »). Les 

effets sur les cellules de LLC protègent de l’apoptose et favorisent le développement de la 

tumeur. L’expression élevée du VEGF est associée à un pronostic plus défavorable [120]. 

4.3.8. LLC  et microparticules 

Les vésicules extracellulaires regroupent 3 types de particules : les nanoparticules  (30 à 

100nm) dont font partie les exosomes issus du mécanisme d’endocytose et 2 types de  

microparticules issues soit d’un relargage actif  (« shedding particles ») par la cellule  (0.1 à 

1µm), soit de l’apoptose (corps apoptotiques, 1 à 4µm en général) [121,122]. Les 

microparticules relarguées et les corps apoptotiques sont donc formés à partir de la 

membrane plasmique de la cellule d’origine. Toutes les cellules de l’organisme peuvent 

libérer des microparticules. Ces microparticules sont impliquées dans de très nombreux 

processus physiologiques ou pathologiques. En particulier, elles sont impliquées dans la 

réponse immunitaire et les cancers où elles font partie intégrante du microenvironnement 

[121,122]. Ces microparticules permettent la communication intercellulaire en propageant  

des molécules membranaires de la cellule d’origine, des protéines et des microARN en 

suspension dans la particule elle-même [121,122]. 

Peu de données sont publiées sur le rôle des microparticules dans la LLC. Une étude 

récente a mis en évidence des microparticules de 20 à 300nm dans le plasma de patients 

atteints de LLC et dans les surnageants de culture [123]. Par analyse du profil protéique des 

particules et des cellules malignes, il a été démontré que les microparticules présentent un 

profil particulier suggérant un relargage spécifique et une implication dans la communication 

avec les cellules environnantes [123]. 

En 2010, Gohsh et al. retrouvait une augmentation du titre de microvésicules dans le 

plasma des patients associée avec l’évolution du stade de la maladie [124]. En menant une 

étude fonctionnelle, les auteurs ont mis en évidence que les microvésicules de LLC 

stimulaient les cellules stromales médullaires via la voie Akt/mTOR/HIF-1 et conduisait à la 
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sécrétion de VEGF [124]. Parallèlement, les microvésicules modulaient l’expression de la 

cycline D1 et de c-MYC dans les cellules stromales via la voie de la -caténine [124]. 

Finalement cette équipe a révélé la transmission par les microvésicules d’un récepteur 

tyrosine kinase  sous forme activé (i.e. phosphorylée), nommé Axl, qui est lié à l’activation de 

la voie Akt dans les cellules destinataires [124]. L’année suivante, cette équipe mettait en 

évidence la phosphoryaltion constitutive d’Axl dans les cellules de LLC [125]. La forme 

phosphorylée d’Axl était associée physiquement aux formes phosphorylées de Lyn, 

Syk/ZAP70 et PLC-2. Un inhibteur d’Axl induisait une apoptose massive des cellules de LLC 

révélant un rôle de ce récepteur dans le développement de la lymphopathie [125]. 

 

5. Phase précoce de la maladie : la lymphocytose B monoclonale 

5.1. Définition des lymphocytoses B monoclonales 

Les lymphocytoses B monoclonales (« monoclonal B lymphocytosis » ou MBL) 

regroupent les situations asymptomatiques associées à la circulation dans le sang 

périphérique d’un clone B dont la valeur absolue est <5G/l. Ces MBL sont observées en 

l’absence d’infections ou de maladies auto-immunes, sans adénopathies et sans cytopénies 

[126].  

La classification des MBL dépend d’abord de l’immunophénotypage puis de la 

lymphocytose absolue. On dénombre ainsi : 

 Les MBL « CLL-like » : représentent 75% des cas de MBL et correspondent à des 

lymphocytes B monoclonaux CD5+ ayant un score de Matute à 4 ou 5 comme les 

LLC classiques (voir chapitre diagnostic biologique de la LLC). 

 Les MBL « CD5+ atypiques » ou « atypical CLL-like » : correspondent à des 

lymphocytes B monoclonaux CD5+ mais avec des anomalies phénotypiques par 

rapport aux cellules de LLC classiques, absence du CD23, expression forte du 

CD20 ou de l’Ig de surface 
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 Les MBL CD5- : correspondent à des lymphocytes B CD5-, phénotypiquement 

différents des cellules de LLC. 

Selon la taille du clone circulant, on peut distinguer les « clinical MBL », avec une 

lymphocytose anormale mais toujours <5G/l et les « low-count MBL » avec une 

lymphocytose totale parfaitement normale (i.e. <4G/l) [126]. 

Une autre classification des MBL CLL-like est retrouvée dans la littérature selon la 

lymphocytose clonale circulante. Il s’agit des MBL « low » (MBLLo) définies par un clone 

circulant <0.2G/l et les MBL « high » (MBLHi) définies par une clone entre 0.2G/l et <5G/l 

[127]. 

Pour note, avant que le seuil de diagnostic de la LLC ne soit fixé à 5G/l en 2008, les 

patients porteurs d’une MBL CLL-like étaient classés en LLC de stade 0 de la classification de 

Rai en particulier, ce qu’il faut prendre en compte dans l’analyse des séries de patients et 

des données épidémiologiques antérieures à cette date [126]. 

 

5.2. Epidémiologie et histoire de la maladie : 

La fréquence des MBL est évaluée aux alentours de 3% dans la population générale et 

peut atteindre plus de 10% selon la sensibilité de la technique de cytométrie en flux 

employée (augmentation du nombre d’anticorps et analyse d’un très grand nombre 

d’évènements, jusqu’à 5.106). Cette fréquence de la MBL augmente particulièrement avec 

l’âge. Elle est plus fréquente chez les personnes apparentées au 1er degré à un patient ayant 

développé une LLC, évaluée entre 13% et 18% [126,128]. 

Le risque d’évolution vers une LLC authentique (i.e. lymphocytose clonale ≥5G/l) est 

d’environ 1% à 2% par an. Il a été montré que pratiquement tous les patients atteints de LLC 

avaient présenté une phase de MBL au préalable [126]. En 2008, Rawstron et al. a identifié 

un seuil à 1.9G/l pour le clone B en-dessous duquel la lymphocytose restait stable après 5 
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années de suivi chez 90% des patients concernés [129]. Dans cette étude, le principal risque 

d’évolution était la lymphocytose clonale initiale. 

La fréquence des MBL CLL-like est supérieure à celles des LLC, signifiant que certains 

facteurs intrinsèques (mutations, …) ou extrinsèques (infection, auto-antigène, …) pourraient 

déclencher la progression tumorale du clone. Par exemple, il a été montré que le taux de 

Treg, limitant la réponse immunitaire anti-tumorale, était plus élevé dans les MBL avec une 

lymphocytose élevée (clinical MBL) [126]. Enfin, la fréquence des MBL CLL-like est plus 

élevée (28%) chez les patients infectés par le virus de l’hépatite C (HCV) [126], et il a été 

récemment démontré que les BCR de LLC issus du réarrangement du gène IGHV1-69 étaient 

capables de reconnaître des antigènes du virus HCV [130]. 

 

5.3. Biologie comparative des MBL CLL-like et des LLC : 

Les cellules clonales B de MBL CLL-like sont biologiquement très proches des LLC. Les 

mutations de TP53, ATM, SF3B1 ou NOTCH1 sont très rares dans ces faibles populations 

tumorales [126]. Le même spectre de répertoire IgVH et d’anomalies cytogénétiques que 

dans les LLC est retrouvé dans les MBL CLL-like. Cependant, il semble que les MBLHi se 

distinguent des MBLLo par une plus grande fréquence d’utilisation du gène IGHV1-69  en 

configuration germinale et des gènes IGHV3-23 et IGHV4-34 mutés alors que les MBLLo 

utilisent majoritairement les gènes IGHV4-59 et IGHV4-61 qui sont très rares dans les LLC 

constituées [128,131]. De même les MBLLo  présentent une plus grande fréquence de 

caryotypes normaux ou de del(13q) isolée que les MBLHi [132,133].  

Des données récentes suggèrent que l’évolution des clones de MBL vers des LLC 

constituées ainsi que l’acquisition d’anomalies cytogénétiques et génétiques de haut risque 

est probablement prédéterminée par le BCR des cellules [127]. 
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6. Aspects cliniques, diagnostic biologique, évaluation pronostique et principes de prise 

en charge des patients atteints de LLC : actualités et bilan pratique 

6.1. Les aspects cliniques de la LLC 

6.1.1. Circonstances de découverte et diagnostic clinique  

Les circonstances de découverte de la maladie sont très fréquemment fortuites, par la 

mise en évidence d’une hyperlymphocytose sur la NFS lors d’un bilan de routine. Les phases 

précoces de la maladie sont volontiers asymptomatiques et il existe un continuum entre la 

MBL et le diagnostic de LLC. Lorsque la maladie évolue, les patients présentent 

progressivement des adénopathies grossièrement symétriques, qui peuvent parfois devenir 

importantes et l’on parle alors de « bulky disease ». Parallèlement, l’infiltration médullaire 

progresse et peut aboutir à des cytopénies centrales par envahissement de la moelle 

hématopoïétique par le clone B. Cette évolution clinique est retranscrite dans 2 sytèmes de 

classification  clinico-biologique, la classification de Rai et la classification de Binet. 

Le lymphome lymphocytique (« small lymphocytic lymphoma » ou SLL) est une forme 

tumorale de LLC. Le diagnostic de SLL correspond à la présence d’adénopathies ou d’une 

splénomégalie alors que le clone B de type « LLC » est <5G/l dans le sang périphérique [134]. 

6.1.2. Les systèmes de classification clinico-biologique des patients 

La classification de Rai est majoritairement utilisée en Amérique du nord. En 1975, Rai et 

al. décrivaient initialement 4 stades de la maladie notés 0, I, II, III et IV associés à une 

espérance de vie décroissante [135]. Elle est souvent utilisée actuellement dans une forme 

simplifiée en 3 classes : 0, I/II et III/IV (Tableau 2). 

La classification de Binet a été publiée en 1981 et est principalement utilisée en Europe 

[136]. Cette classification en 3 stades, inchangée depuis, est représentée dans le Tableau 2. 

Cette classification dépend de la présence d’une cytopénie (anémie et/ou thrombopénie), 

du nombre d’aires ganglionnaires atteintes (+/-3 aires ganglionnaires). Les aires 

ganglionnaires au nombre de 5 sont alors définies comme suit : aire cervicale, aire axillaire, 
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aire pelvienne, splénomégalie, hépatomégalie. Au diagnostic, environ 70% des patients 

présentent les critères de stade A de la classification de Binet, 20% des patients sont en 

stade B et 10% environ au stade C.   

 

 

Tableau 2 : Critères de classification clinico-biologique de Rai et de Binet. 

 

6.1.3. Le temps de doublement des lymphocytes ou TDL  

Le temps de doublement des lymphocytes (TDL) est le reflet direct de l’activité du clone. 

Ce marqueur très simple et pragmatique compare les lymphocytoses absolues entre 2 points 

de suivi. Un TDL inférieur à 6 mois est un critère devant faire évaluer l’indication d’un 

traitement (voir plus loin) [137]. Certains patients peuvent présenter un TDL<6 mois mais 

être asymptomatiques, le TDL ne peut donc pas être le seul paramètre posant l’indication 

d’un traitement spécifique de la LLC [138]. Le TDL n’est pas directement interprétable pour 

les patients avec une lymphocytose <30G/l pour lesquels une période >6 mois peut être 

nécessaire pour voir la lymphocytose doubler [137]. Enfin, les hyperlymphocytoses majeures 

parfois rencontrées au diagnostic ou au décours d’une LLC rapidement progressive (i.e. 

>100G/l) ne sont pas associées à un risque de leucostase contrairement à ce qui est décrit 

pour les leucémies aigues très hyperleucocytaires [137]. 
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6.1.4. L’évolution clinique des patients atteints de LLC 

On estime qu’environ 30% des patients ne nécessiteront aucun traitement et ces 

patients présenteront une espérance de vie proche de la population générale et que 25% 

des patients mourront directement de leur LLC. 

La 1ère cause de mortalité des patients atteints de LLC sont les infections. Le profil 

d’infections correspond aux infections opportunistes des patients immunodéprimés, avec en 

particulier des infections pulmonaires à Pneumocytis jiroveci. L’hypogammaglobulinémie qui 

s’installe progressivement au cours de l’évolution de la maladie est en partie responsable de 

la forte sensibilité aux infections. L’injection d’Ig polyvalentes est d’ailleurs réalisée en cas 

d’hypogammaglobulinémie sévère associée à des infections répétées. L’immunité cellulaire 

est également atteinte chez les patients et peut être accentuée par les traitements 

[139,140]. 

Enfin, 5% à 10% des patients vont évoluer sous la forme d’un syndrome de Richter [141]. 

Il s’agit de la transformation de la LLC en lymphome B agressif à grandes cellules. Il se 

manifeste par l’apparition d’adénopathies rapidement progressives, non symétriques, 

associées à une forte altération de l’état général et un fort taux de LDH. Cette 

transformation est focale, avec un point de départ ganglionnaire à partir du clone de LLC. Le 

diagnostic est histologique et correspond le plus souvent à un lymphome B diffus à grandes 

cellules (DLBCL) mais des « Richtérisation » de type lymphome de Hodgkin sont rarement 

observées. 

Les patients atteints de LLC peuvent également développer en parallèle de leur 

hémopathie initiale un authentique lymphome T, d’évolution en règle générale agressive. De 

plus, la fréquence des tumeurs solides chez ces patients est supérieure à la population 

générale et souligne le déficit de l’immunité cellulaire au cours de la maladie. 
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6.1.5. Les complications auto-immunes : 

Les complications auto-immunes concernent 5% à 10% des patients atteints de LLC [142] 

et jusqu’à 20% dans les stades avancés [143]. Elles peuvent se présenter sous 4 formes : 

anémie hémolytique auto-immune (AHAI), environ 7% des cas, thrombopénie auto-immune 

(PTI), environ 2% à 4% des cas, et plus rarement neutropénie auto-immune (<1%) et 

érythroblastopénie pure (<1%) sans infection à parvovirus B19 associée [142]. D’autres 

complications auto-immunes sont parfois décrites : pemphigus paranéoplasique, 

cryoglobulinémie ou neuropathies (anticorps anti-MAG) [144]. D’autres complications ne 

sont pas d’origine auto-immune dans la LLC : (i) angiœdème acquis par consommation du 

C1-inhibiteur (C1-INH) par les cellules tumorales sans Ac anti-C1-INH et (ii) néphropathies 

par dépôt de chaînes légères [144]. 

Ces manifestations auto-immunes sont corrélées aux autres marqueurs biologiques de 

mauvais pronostic de la LLC : IgVH non muté, expression de ZAP70 ou du CD38 [144]. 

Seulement 50% environ des patients présentant un test de Coombs direct positif (TCD) 

développent une hémolyse associée. Les principaux antigènes concernés sont ceux du 

système Rhésus et la protéine Bande 3 qui peuvent être présentés par les cellules de LLC aux 

lymphocytes T et déclencher une réaction auto-immune [143,145]. De manière plus globale, 

l’auto-immunité au cours de la LLC peut être la conséquence de : (i) une présentation d’Ag 

par la LLC, bien que cette fonction soit peu effective dans ces cellules clonales par rapport 

aux B normaux, (ii) dépression globale du système immunitaire qui laisse se développer des 

effecteurs auto-réactifs, (iii) production d’un auto-Ac par la LLC (cf. pemphigus 

paranéoplasique et agglutinine froide) et (iv) une activation des cellules clonales par leur 

BCR polyréactif qui favorise la présentation d’antigène [144]. 

Des études menées dans les années 80 et 90 avaient relevé la fréquence des AHAI chez 

les patients atteints de LLC traités par fludarabine ou chlorambucil, particulièrement en 

monothérapie [144]. Cette fréquence augmentée est expliquée par la déplétion en Treg 

consécutive à l’emploi de ces molécules et par ce fait favorise le développement de 

lymphocytes auto-réactifs. Il semblerait que la combinaison de la fludarabine avec le 
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rituximab et le cyclophosphamide (protocole RFC), protège de l’apparition d’une AHAI 

puisque la fréquence de cet évènement n’est pas augmentée avec cette 

immunochimiothérapie chez les patients présentant une AHAI ou un TCD positif non liés à la 

fludarabine [144]. Toutefois, son usage reste controversé dans ces situations où d’autres 

protocoles sans fludarabine (RCD : rituximab, cyclophosphamide, dexméthasone ou BR : 

bendamustine, rituximab) sont parfois choisis [146]. 

Il a récemment été rapporté que la découverte d’un TCD positif avec ou sans AHAI était 

un facteur de mauvais pronostic chez les patients au stade A de la maladie [147]. 

Enfin, la distinction entre stade C « infiltratif » et stade C « immun » est discutée dans la 

littérature. Globalement, la présence d’un épisode de cytopénie auto-immune dans l’année 

du diagnostic est un facteur de mauvais pronostic sur la survie par rapport aux patients de 

stade A classique. L’espérance de vie des ces patients est cependant plus proche de celle des 

patients de stade B que des patients de stade C infiltratif [148].   

 

6.2. Cytologie : 

6.2.1. Cytologie sanguine, ombres de Gümprecht et atypies 

L’observation du frottis sanguin révèle dans la grande majorité des cas une accumulation 

de petits lymphocytes matures, semblables morphologiquement aux lymphocytes B 

normaux. Ce lymphocyte mature se caractérise par une taille réduite, un rapport nucléo-

cytoplasmique élevé, une chromatine dense et des contours nucléaires +/- réguliers. Le 

lymphocyte de LLC typique présente de « mottes » de chromatine prenant l’aspect 

« d’écailles de tortue » sur le noyau. 

Ces lymphocytes banaux sont presque systématiquement associés à la présence 

d’ombres de Gümprecht qui sont des lymphocytes clonaux déchirés lors de la réalisation du 

frottis sanguin (Figure 16). Elles représentent donc en soi des artéfacts d’étalement. Ces 

ombres ne sont pas spécifiques en soit de la LLC, sont en nombre variable d’un patient à 
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l’autre et témoignent de la fragilité cellulaire du clone tumoral. Ces ombres doivent leur nom 

à leur « inventeur », un pathologiste allemand nommé F. Gümprecht qui décrivit ces 

artéfacts à la fin du XIXème siècle [149]. Leur association à la LLC est décrite depuis plus de 

60 ans [150]. En 2007 puis en 2009, une équipe américaine à démontré que le nombre 

d’ombres de Gümprecht était associé positivement avec une survie globale plus longue 

[151,152]. Ces résultats on été confirmés en 2010 par une équipe européenne [153]. 

 

 

Figure 16 : Ombre de Gümprecht observables sur les frottis sanguin. 

 

Des atypies peuvent être assez fréquemment observées au décours de la LLC et leur type 

et leur nombre peut varier lorsque la maladie évolue. Une cytologie sanguine commune est 

définie par un nombre d’atypies <15% des lymphocytes et des prolymphocytes <10%. La 

présence de plus de 15% d’atypies définit un variant « atypique » en cytologie, des 

prolymphocytes entre 10% et 55% définissent un variant prolymphocytaire de LLC, et des 

prolymphocytes >55% est le critère diagnostique de la leucémie prolymphocytaire B (BPLL), 

une entité nosologique différente de la LLC [36]. La principale anomalie morphologique 

rencontrée est la présence d’un noyau grossièrement clivé, formant une large échancrure 

facilement discernable de la fine encoche des centrocytes de lymphomes folliculaires. Les 

prolymphocytes sont des cellules légèrement plus grandes que le petit lymphocyte, leur 

chromatine est toujours mature mais ils sont caractérisés par un nucléole proéminent aux 

contours souvent soutenus. Des atypies moins bien systématisées sont aussi observables, il 

s’agit de lymphocytes matures de taille moyenne avec des irrégularités nucléaires, on peut 

également observer quelques grandes cellules activées, très basophiles à la coloration MGG 

MGG  x600

Ombres de 
Gümprecht

Ombres de 
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qui sont des para-immunoblastes. Ces para-immunoblastes peuvent représenter jusqu’à 3% 

des lymphocytes circulant dans une LLC de cytologie commune. Enfin, chez de rares patients 

on peut mettre en évidence une différenciation lymphoplasmocytaire, semblable à celle 

retrouvée dans les LPL/MW. Il s’agit de cellules présentant un noyau excentré, de basophilie 

variable et avec parfois une ébauche d’archoplasme. 

6.2.2. Cytologie médullaire : 

Le myélogramme n’est pas nécessaire au diagnostic d’une LLC typique mais peut être 

réalisé au cours de la maladie (exploration de cytopénies ou autres, …). La cytologie 

médullaire retrouve une infiltration lymphocytaire constante mais variable, évoluant de 20% 

à 30% jusqu’à un envahissement total dans les stades C de la classification de Binet. L’aspect 

morphologique est identique à celui du sang. Les infiltrations faibles (20% à 30%) sont 

difficilement distinguables d’une moelle normale en l’absence d’atypies. 

Très rarement sur l’aspiration médullaire, il est possible d’observer la formation de 

« pseudo-follicules » dans la moelle de patients atteints de LLC. La présence de 

pseudofollicules est facilement mise en évidence sur une biospsie ostéo-médullaire. Il s’agit 

d’un regroupement cellulaire initié par les cellules clonales qui reproduit la structure d’un 

follicule ganglionnaire avec des cellules folliculaires dendritiques et des lymphocytes T et B. 

Ces structures correspondent aux centres de prolifération cellulaire évoqués plus haut. 

6.2.3. Cytologie / histologie ganglionnaire : 

Les ganglions envahit par la LLC montrent en histologie une perte de l’architecture 

ganglionnaire normale avec un envahissement diffus de petits lymphocytes matures. Dans 

les cas de transformation (Richter), on observera des plages de grandes cellules lymphoïdes 

ornées d’atypies nucléaires prononcées. Ces grandes cellules expriment fortement le 

marqueur de prolifération Ki67.  
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6.3. Caractérisation immunophénotypique 

6.3.1. Score de Matutes 

L’immunnophénotypage des cellules circulantes est un élément essentiel au diagnostic 

de la LLC. En 1994 puis en 1997, l’équipe de Matutes et al. a publié l’utilisation de 5 

marqueurs pour le calcul d’un score diagnostique (i.e. score de Matutes) [154,155] qui est 

actuellement un standard international [36,137].  

Typiquement, les cellules de LLC expriment les marqueurs CD5 et CD23, le marqueur 

FMC7 est négatif et les marqueurs CD22, CD79b ainsi que l’immunoglobuline de surface sont 

très faiblement exprimés par rapport aux lymphocytes B normaux. Le calcul du score est 

réalisé comme suit : CD5+ (1 point), CD23+ (1 point), FMC7 négatif (1 point), CD22 ou CD79b 

négatifs ou faibles (1 point), Ig de surface faible (1 point). Le diagnostic de LLC est 

classiquement associé à un score à 4 ou 5. 

6.3.2. Les diagnostics différentiels de la LLC 

La LLC « typique » est donc une hyperlymphocytose B clonale, constituée de petits 

lymphocytes matures sans atypies, et dont le score de Matutes est égal à 4 ou 5. La présence 

d’atypies cytologiques particulières (noyau clivé, irrégularités nucléaires, différenciation 

lymphoplasmocytaire, présence de nucléoles) ou de marqueur phénotypiques inhabituels 

(expression du FMC7, score de Matutes <4) doit évoquer la possiblité d’un diagnostic 

différenciel avec un autre lymphome B à petites cellules : lymphome à cellules du manteau, 

lymphome de la zone marginale, leucémie à prolymphocytes, …. Ces diagnostics 

différenctiels ne seront pas traités dans ce manuscrit. 

6.3.3. Phénotype complémentaire classiquement utilisé en routine pour le 

diagnostic des LNH B (ZAP70 exclu) 

Un phénotypage assez complet a été récemment réalisé sur une série de LLC et de MBL 

[156]. Les résultats sont donnés à titre informatif dans la figure ci-dessous (Figure 17). Les 

caractéristiques immunophénotypiques majeures sont reprises en détail par la suite. 
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Figure 17 : Immunophénotypage complet d’une série de LLC et de MBL.  

Adapté d’après Rawstron et al., Cytometry part B, 2010 [156]. 

 

Sous expression du marqueur panleucocytaire CD45 et du CD20 

CD45 : la sous expression du CD45 par les cellules de LLC par rapport aux cellules B 

normales, aux autres LNH B ou encore aux lymphocytes T autologues est une caractéristique 

de la LLC en cytométrie en flux. En dehors des hémopathies immatures lymphoïdes ou 

myéloïdes, la LLC est le seul LNH mature à présenter cette sous-expression d’intensité 

variable mais systématique [157–159]. 

CD20 : le CD20 est un marqueur du lignage B. Le niveau d’expression du CD20, comme 

celui du CD45, est une caractéristique immunophénotypique des clones de LLC [160]. 

Les marqueurs d’activation : 

CD38 : ce marqueur est exprimé dans environ 15% à 20% des cas [161]. Le seuil de 

positivité en cytométrie est variable d’une étude à l’autre (classiquement 7%, 20% et 30%). 

Le CD38 est une protéine transmembranaire capable de jouer un rôle de récepteur 

(adhésion aux cellules stromales par l’intermédiaire du CD31) et un rôle enzymatique en 

contrôlant le signal calcique et la prolifération cellulaire [162–164]. L’expression du CD38 est 

fortement corrélée au statut IgVH non muté [165] mais son expression est variable au cours 

du temps et il ne peut pas être utilisé comme un marqueur du statut mutationnel puisque 

environ 30% des cas de LLC sont discordants sur ces 2 paramètres [162,166]. L’expression du 
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CD38 est cependant un marqueur de mauvais pronostic confirmé sur plusieurs séries 

indépendantes [138]. L’expression du CD38 sur les cellules tumorales circulantes reflèterait 

un passage récent dans les centres de prolifération ganglionnaires et donc le turn-over 

global de la masse tumorale [167]. Récemment, les résultats d’une étude observationnelle 

multicentrique prospective italienne ont démontré la relevance clinique d’un score 

pronostique basé sur 3 paramètres pourtant souvent associés, le CD38, ZAP70 et le statut 

IgVH [168]. Les patients avec un score à 0, 1 ou 2/3 étaient associés à des profils 

d’expression de gènes différents et prédisaient la survie sans progression même dans le 

sous-groupe des patients au stade Rai 0 (371 patients) [168].  

CD25 : il s’agit de la chaîne alpha du récepteur à l’IL2 et il correspond au récepteur de 

haute affinité pour cette interleukine. Ce récepteur est fortement exprimé dans la 

tricholeucémie (forme non variante) [169]. Ce marqueur peut être exprimé faiblement sur 

les cellules de LLC et signe une activation par le BCR tout comme le CD69 et le CD71 peu 

explorés [170]. Dans une étude israélienne récente 15% environ des cas présentent un 

niveau élevé de CD25 sans que ce paramètre ne soit lié au pronostic ni au stade clinique de 

la maladie [171]. 

Les marqueurs non liés à l’activation 

CD11c : il s’agit d’une moélcule d’adhésion fonctionnant sous forme de dimère avec le 

CD18 (formation de la go150/95). Le CD11c est variablement exprimé par près de 50% des 

clones de LLC [172–174]. 

CD43 : il s’agit d’une sialoprotéine exprimée sur presque la totalité des clones de LLC 

[175]. Le CD43 est un récepteur de la galectine 1, un lectine exprimé par les cellules 

stromales en particulier [176]. Le CD43 est à ce titre utilisé dans les protocoles standardisés 

de maladie résiduelle de LLC [160]. Ce marqueur discrimine les LLC des phases leucémiques 

de LNH de la zone marginale qui sont négatives pour le CD43 [177,178]. 

CD52 : il s’agit d’un petit peptide glycosylé de 12 acides aminés (21 à28 kDA) dont 

l’adhésion à la surface de la cellule est dépendante d’une ancre GPI 

(glycosylphosphatidylinsitol) et existe sous 2  isoformes (CD52-I et CD52-II). Le CD52 est 
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exprimé sur tous les lymphocytes B, T et NK, les monocytes, les macrophages, les 

éosinophiles et les cellules dendritiques. Sa fonction n’est pas complètement clarifiée mais il 

participerait entre autre à l’activation des Treg [179]. L’expression du CD52 présente un 

intérêt clinique par la possibilité de traiter les patients avec un anticorps monoclonal anti-

CD52 (alemtuzumab) qui se lie aux 2 isoformes. L’alemtuzumab avait été initialement 

développé pour lutter contre la GVHD et le rejet de greffon au cours de l’allogreffe [180].Les 

hémopathies concernées sont principalement la LLC mais aussi la B-PLL, la MW et les LNH-T 

dont les LGL à lymphocytes T [181]. Le niveau d’expression sur les cellules de la LLC est plus 

bas que celui des lymphocytes B normaux  sauf pour les cas de SLL [181]. Les cellules de LLC 

expriment plus de CD52 que de CD20 et les cas réfractaires au rituximab par diminution 

acquise du CD20 surexpriment souvent le CD52 en parallèle [180]. Des essais de 

quantification des cibles antigéniques ont été réalisés pour évaluer la possibilité de 

déterminer un seuil prédictif de la réponse mais l’objectif semble difficile à atteindre [182].  

CD27 : ce marqueur signe les lymphocytes B mémoires non tumoraux et est 

universellement exprimé sur les cellules de LLC, un autre témoin de l’expérience de 

l’antigène comme la présence de mutations somatiques [178,183]. 

Autres marqueurs étudiés depuis les années 2000 : 

CD200 : il s’agit de la glycoprotéine MRC OX-2, ou MOX2, de la super-famille des 

immunoglobulines. L’expression du CD200 dans le système hématopoïétique a été 

découvert sur la LLC en 2006 [184] mais n’est pas spécifique de la LLC. Le CD200 est positif 

dans 100% des cas de LLC alors qu’il n’est pas retrouvé dans les phases leucémiques de 

lymphomes à cellules du manteau, un autre LNH-B CD5+ [185,186]. Il est également exprimé 

sur les lymphocytes B et T normaux [187]. Lorsqu’il se fixe sur son récepteur, le CD200R 

exprimé par les monocytes, les neutrophiles, les basophiles, les cellules dendritiques et les 

macrophages, il délivre un signal inhibiteur [185,188]. Les souris CD200-/- présente une 

population macrophagique constitutivement activée [189]. Ce marqueur a récemment été 

proposé pour diagnostiquer les LLC atypiques avec score de Matutes à 3 [190].  
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CD49d : il s’agit d’une molécule d’adhésion comme le CD11c. Une importante étude 

multicentrique internationale réalisée sur un peu moins de 3000 patients à montré que 

l’expression du CD49d au seuil de 30% était le plus puissant des marqueurs pronostiques 

accessibles en CMF sur les critères de survie globale et survie avant premier traitement 

[191]. Il est exprimé par près de 40% des cas de LLC [192]. 

CD44 : il s’agit d’une glycoprotéine de surface impliquée dans les interactions cellules à 

cellules qui reconnait l’acide hyaluronique de la matrice extracellulaire encore appelée 

« lymphocyte homing receptor » [193]. Elle est fortement exprimée sur toutes les cellules de 

LLC [194]. Sur le plan physiopathologique, le CD44 peut former un complexe avec le CD38, le 

CD49d et MMP-9 (Matrix MetalloPeptidase-9), qui est absent des lymphocytes B normaux, 

et qui favorise la migration et l’invasion tissulaire [195]. Dans un modèle murin de LLC (souris 

transgénique Eµ-TCL1) et sur des cellules primaires, le CD44 active la voie PI3K/Akt et 

protège les cellules tumorales de l’apoptose via l’induction de Mcl1 (voir plus loin) [196,197]. 

L’utilisation d’un Ac monoclonal humanisé anti-CD44 a récemment montré une induction de 

l’apoptose in vitro spécifique des cellules primaires de LLC ZAP70 positives [193]. La fixation 

de l’Ac induisait l’internalisation du CD44 alors colocalisé avec ZAP70 par microscopie 

confocale. Des expériences de xénogreffe de cellules de LLC chez la souris ont pu mettre en 

évidence un disparition du clone tumoral après injection de l’Ac monoclonal anti-CD44 [193]. 

CD69 : il s’agit d’un marqueur d’activation du lymphocyte B normalement exprimé que 

quelques heures après l’activation et appartient à la famille des récepteurs de type lectine 

de type II [198]. Son expression sur les cellules de LLC est connue depuis plus de 10 ans 

[199]. Son expression a été corrélée à un pronostic péjoratif [200]. 

CD71 : il s’agit du récepteur de type 1 de la transferrine (TfR1) [201] qui est également 

un marqueur d’activation du lymphocyte tumoral de LLC [199]. L’expression du CD71 est 

associée à une maladie plus progressive mais n’est pas un marqueur indépendant du 

pronostic des patients [202]. Il est intéressant de noter que les cellules de LLC progressives 

sont également fréquemment porteuses de mutations du gène SF3B1 (voir plus loin) qui 
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sont elles-mêmes associées à l’anémie réfractaire avec excès de sidéroblastes (ARS), une 

myélodysplasie caractérisée par un métabolisme anormal du fer dans les cellules tumorales. 

CD1d : il s’agit d’une molécule membranaire de la famille du CMH associée à la 2-

microglobuline qui sert à présenter des antigènes de nature phospholipidique ou 

glycolipidique aux lymphocytes iNKT [203]. Les iNKT sont des lymphocytes T de l’immunité 

innée présentant un TCRpresque invariant (invariant NKT ou NKT de type I) les 

distinguant des NKT de type II [204]. L’expression du CD1d est associée à celle du CD38 et au 

mauvais pronostic de patients [205–207]. Le nombre de lymphocytes NKT est diminué 

lorsque la maladie progresse parallèlement à l’augmentation des Treg [206,208]. Il semble 

que la population NKT ait un rôle protecteur dans l’évolution de la LLC mais le lien direct 

avec les cellules tumorales via le CD1d n’est pas encore clairement établi. 

CD180 : il s’agit d’un récepteur de la famille des TLR, RP105, qui module le signal du TLR4 

dont le rôle sur ce récepteur est ambigu [209]. Sa stimulation permet de sensibiliser les 

cellules au signal du BCR. Son expression est ensuite diminuée après activation du BCR. Son 

expression est globalement plus faible dans la LLC que sur les lymphocytes B normaux, mais 

les plus hauts niveaux d’expression sont associés au statut non muté du locus IgVH [210]. 

Environ 50% des cellules de LLC sont capables de s’activer en réponse à ce récepteur [211]. 

La faible expression du CD180 distingue cependant les cellules de LLC des cellules de 

lymphomes de la zone marginale et surtout du sous-type de lymphome splénique de la zone 

marginale qui surexprime fortement ce récepteur par rapport aux lymphocytes B normaux 

[212]. 

CD84 : il s’agit d’un récepteur de type Ig. Son expression dans les cellules de LLC est 

dépendante de l’activation du récepteur CD74 (chaine invariante Ii du CMH de classe II) par 

le MIF sécrété par les nurse-like cells dans le microenvironnement. Toutes les cellules de LLC 

surexpriment fortement ce marqueur qui est également retrouvé sur les lymphocytes B, T, 

les cellules dendritiques et les plaquettes. Sa surexpression dans la LLC est présente dès les 

stades Rai 0. L’activation du CD84 active Akt et protège les cellules de l’apoptose spontanée. 
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Il est supposé que la voie MIF/CD74/CD84 joue un rôle important dans le développement 

précoce de la maladie [117]. 

CD26 : il s’agit de la dipeptidyl peptidase IV (DPP IV) qui est exprimée après activation de 

la cellule B mais aussi sur les lymphocytes T et NK ainsi que des cellules non 

hématopoïétiques. Son expression est associée à celle du CD38 et du CD49d [213]. Dans la 

LLC, le CD26 peut être également exploré par dosage de sa fraction soluble [214]. 

HLA-G : cette protéine membranaire est un antigène de la famille de CMH classe I. Son 

rôle physiologique est de réguler la réponse immune. Il a été dévouvert sur les trophoblastes 

où il  prévient une réaction immunitaire maternofœtale [215]. Il agit en activant des 

récepteurs sur les cellules du système immunitaire : lymphoytes T et NK, cellules 

dendritiques. Cet antigène est surexprimé dans 30% des cas environ [216,217]. Il est corrélé 

aux autres marqueurs de mauvais pronostic tel CD38, taux de LDH, stade Binet et représente 

un marqueur pronostique. L’expression de l’HLA-G pourrait favoriser l’échappement 

immunitaire des cellules tumorales mais également les infections chez les patients. Il a été 

récemment démontré que l’expression de HLA-G est corrélée à l’expression de son 

récepteur CD85j sur les cellules tumorales mais le rôle fonctionnel  de cet axe paracrine 

potentiel n’a pas été étudié [91]. 

CD8 : l’expression ectopique de ce marqueur typique du lymphocyte T (tout comme le 

CD5) a été retrouvée à la très faible fréquence de 1.1% dans une série de 5523 patients du 

laboratoire allemand du München Leukemia Laboratory (MLL). L’expression du CD8 était 

associée dans un modèle multivarié à un délai avant traitement plus court [218]. 
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6.4. Anomalies cytogénétiques 

6.4.1. Anomalies récurrentes 

Les multiples travaux réalisés dans les années 90  par l’équipe allemande de Döhner et 

al. ont permis de révéler les anomalies cytogénétiques récurrentes et leur pronostic dans la 

LLC [219]. L’analyse cytogénétique des clones de LLC a représenté un certain challenge 

pendant des années pour les biologistes du fait du très faible index mitotique des cellules 

tumorales sanguines [220]. Différents agents mitogènes ont été utilisés pour induire la 

division cellulaire : 12-O-tétradécanoylphorbol-13-acétate (TPA), lipopolysacharide (LPS), 

pokeweed mitogen (PKW), TPA + interleukine 2 (IL-2) ou plus récemment le CD40L [221]. 

Jusqu’en 2006, seulement 40% à 50% des caryotypes de LLC présentaient des anomalies 

clonales alors qu’elles étaient présentes dans 80% des cas si la FISH interphasique était 

utilisée [219]. En 2006, suite aux travaux préalables de Decker et al. sur le DSP30 (un oligo-

CpG de type B activant le TLR9 des lymphocytes B) [222,223],  l’équipe allemande de Dicker 

et al. du MLL a publié une technique de stimulation associant l’IL2 au DSP30 et permettant 

d’obtenir des mitoses dans 95% des cas [220]. 

La cytogénétique de LLC est réalisée sur sang périphérique stimulé par IL2 + DSP30. Le 

caryotype par cytogénétique conventionnelle est systématiquement associé à l’analyse FISH 

interphasique (ou applications PCR équivalentes de type QMPSF) [137,224,225]. Cet examen 

est recommandé avant l’initiation du traitement et permet de retrouver des anomalies 

clonales dans 80% des LLC étudiées. La classification pronostique de Döhner, basée sur les 

anomalies cytogénétiques del(13q), trisomie 12, del(11q) et del(17p), est toujours appliquée 

même si des précisions ont été apportées par les multiples travaux de génétiques ultérieurs.  

6.4.1.1. Del(13)(q14) 

La délétion interstitielle du bras long du chromosome 13 ou del(13)(q14) est l’anomalie 

la plus fréquente dans la LLC. Elle concerne 35% à 55% des patients [108,219]. Elle est 

associée au statut muté du locus IgVH. Lorsqu’elle est isolée, cette anomalie définit un 

groupe de patient de très bon pronostic [226,227]. La région délétée est variable et cible le 
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gène DLEU2. La région minimale systématiquement délétée dans ce gène code pour des 

micro-ARN (miR), les miR-15a et miR-16-1. Ces miRs régulent négativement, entre autre,  

l’expression de Bcl2 (voir plus loin), une protéine anti-apototique majeure [226]. L’évaluation 

du niveau d’expression de Bcl2 en cytométrie permet de prédire la présence de la cel(13)(14) 

[228].  

La del(13q) peut être retrouvée à l’état bi-allélique dans 20% des cas environ mais cette 

conformation ne semble pas influencer le pronostic des patients [229]. 

Des analyses à haute résolution du génome par SNP-array ont permis de décrire 3 types 

de del(13)(q14) : type Ia, Ib, et type II. La délétion de type Ia, mono ou bi-allélique est la 

délétion minimale qui implique le plus souvent le locus miR-15a/miR-16-1 et représente 2/3 

des del(13)(q14). La délétion de type Ib, légèrement plus grande, mono ou bi-allélique, 

implique toujours le locus miR-15a/miR-16-1, elle représente 1/3 des del(13)(q14). Enfin, la 

délétion de type II, encore plus large, presque toujours mono-allélique, élimine le locus miR-

15a/miR-16-1 et le gène suppresseur de tumeur Rb. Cette délétion de type II concerne 14% 

des patients non traités et est associée à une maladie plus évolutive que les 2 types I [230]. 

6.4.1.2. Trisomie 12 

La trisomie 12 concerne 11% à 16% des patients [108,219]. Cette anomalie est associée à 

des cas de LLC atypiques sur le plan cytologique et phénotypique (expression du FMC7 ou 

expression forte de l’Ig de surface fréquents) [231,232]. La trisomie 12 est associée à un 

pronostic défavorable et sa fréquence est plus élevée (36%) dans les cas de lymphomes 

lymphocytiques, une forme tumorale de LLC [233]. Les récentes données du séquençage à 

haut débit ont révélé que la trisomie 12 est également associée à une fréquence élevée de la 

mutation de NOTCH1. La présence de cette mutation permet de stratifier les patients 

porteurs d’une trisomie 12 en 2 groupes au pronostic significativement différent. La 

mutation de NOTCH1 a un effet délétère sur la survie des patients [234–236].  

La trisomie 12 est également associée à d’autres trisomies concernant les chromosomes 

18 et 19. Les cas de triple trisomie 12, 18 et 19 ou de trisomie 12 associée à la translocation 
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t(14 ;19) implicant le locus IgH et BCL3 ont été associés à des cas de LLC switchées IgG avec 

réarrangement du gène IGHV4-39 [108]. Enfin, des délétions du bras long du chromosome 

14 ou del(14q) ont été récemment associées à la trisomie 12, à la mutation de NOTCH1 et au 

statut IgVH non muté, identifiant un groupe pronostique péjoratif [237]. 

6.4.1.3. Del(11)(q22q23) 

La délétion du bras long du chromosome 11 ou del(11)(q22q23) concerne 11% à 18% des 

patients [108,219]. La région minimale délétée située entre 11q22.3 et 11q23.1 (2 à 3 Mb) 

contient le gène suppresseur de tumeur ATM (« ataxia-telangiectasia mutated », voir le 

paragraphe 6.5.1 page 85). La protéine ATM est impliquée dans la réponse aux dommages 

de l’ADN en activant p53. Environ 1/3 des patients porteurs de la délétion d’ATM présente 

des mutations du second gène ATM situé sur l’allèle non délété [108]. Cette anomalie est 

associée à un mauvais pronostic et atteint des patients plus jeunes avec une présentation 

souvent tumorale, en particulier de localisations abdominales inhabituelles au cours de la 

LLC [226]. La délétion d’ATM est également un marqueur prédictif puisque ces LLC 

répondent faiblement aux agents alkylants en monothérapie alors que 

l’immunochimiothérapie de type FCR permet d’obtenir des taux de réponse satisfaisants 

[108]. Enfin, des délétions du gène BIRC3 (« Baculoviral IAP Containing 3 », voir paragraphe 

6.5.1 page 85), situé en 11q22.2 et souvent délété en même temps qu’ATM, a été proposé 

comme potentiellement responsable du mauvais pronostic de délétions 11q [238]. Les 

délétions de ce gène sont discutées en même temps que les mutations qui le concernent 

(voir plus loin). 

6.4.1.4. Del(17)(p13) 

La délétion du bras court du chromosome 17 est souvent totale mais la région minimale 

est située en 17p13.1. Cette anomalie concerne 3% à 7% des patients au diagnostic 

[108,219] mais sa fréquence augmente dans les cas réfractaires à la chimiothérapie [226].  

Cette région contient le gène suppresseur de tumeur TP53. TP53 est le « gardien du 

génome » en provoquant l’arrêt du cycle cellulaire lorsque l’ADN est lésé et évite ainsi 

l’accumulation d’anomalies génétiques [108]. Environ 80% des cas de délétion mono-
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allélique de TP53 sont associés à des mutations sur le second allèle [226]. D’autre part, 

envrion 5% des patients présentent des mutations mono-alléliques de TP53 sans del(17p) 

[239]. Les altérations de TP53 sont souvent associées à des caryotypes complexes (i.e. ≥3 

anomalies) eux-mêmes de mauvais pronostic [240] même après une allogreffe [241]. La 

cytologie des LLC avec altérations de p53 est souvent atypique avec un contingent augmenté 

de prolymphocytes [242]. 

Dans tous les cas, toutes les altérations de TP53 (délétion, mutation ou combinaison des 

2) sont prédictives d’une résistance aux traitements à base de fludarabine, même associée 

au cyclophosphamide et au rituximab. Ces altérations prédisent également une survie très 

courte (médiane de survie de 47 mois pour la del(17p) par exemple [243]) et représentent 

une indication d’allogreffe chez les patients les plus jeunes [137]. 

6.4.1.5. Del(6)(q21) 

Environ 6% des patients sont porteurs de cette anomalie à l’état isolé, elle est plus 

fréquemment rencontrée au sein de caryotypes complexes [219,244]. Elle est associée à une 

cytologie atypique, l’expression plus fréquente du CD38  et à une lymphocytose plus élevée. 

Cette anomalie est de pronostic intermédiaire comme la trisomie 12 et les autres 

cytogénétiques sans del(11), del(17) et non complexes [244]. 

6.4.1.6. Anomalies moins fréquentes :  

D’autres anomalies récurrentes mais peu fréquentes (<5%) ont été décrites dans la LLC. 

On peut citer la duplication 8q24 et la duplication 3q26 réalisant des trisomies partielles 

[219]. Ces anomalies impliquent respectivement les loci de l’oncogène MYC et du gène 

PIK3CA [245]. Le gène PIK3CA code pour la sous-unité alpha de la PI3K (sous unité p110 qui 

porte l’activité catalytique de la PI3K) [245]. Des délétions du bras court du chromosome 8 

peuvent également être décrites. Ces 3 anomalies semblent favoriser l’évolution du clone et 

sont associées à un suivi avant premier traitement plus court [245]. La délétion intersticielle 

du bras long du chromosome 14, associée dans 1/3 des cas à une trisomie 12, entre 
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également dans cette catégorie d’évènements peu fréquent associés aux autres facteurs 

pronostiques péjoratifs (statut IgVH non muté, mutations NOTCH1) [237]. 

6.4.1.7. Translocations 

La fréquence des translocations impliquant les loci des gènes des immunoglobulines est 

évaluée entre 4% et 7% [219,246]. Le locus IgH est situé en 14q32 et est bien plus 

fréquemment impliqué que le locus de la chaine légère kappa (22q11) ou lambda (2p11) 

[108]. Ces translocations concernent essentiellement les gènes BCL2 (18q21)  et BCL3 

(19q13) [246,247]. La translocation impliquant BCL11A (2p16) est associée à une cytologie 

atypique et un statut IgVH non muté [248]. Ces anomalies ont été associées à un pronostic 

péjoratif [246,249]. Le gène partenaire semble nuancer le pronostic, une étude française 

récente a identifié que les translocations impliquant BCL2 sont plus indolentes que celles 

impliquant BCL3 [247]. De rares cas de translocation impliquant le gène CCND1 (11q13), 

typique des lymphomes à cellules du manteau, ont été décrits. Ces cas présentaient 

fréquemment des atypies cellulaires et un expression positive du FMC7 [250]. Enfin, la 

prévalence de réarrangement impliquant c-MYC (8q24), identique à celle retrouvée dans les 

lymphomes de Burkitt, est <1%. Elles sont souvent associées à la del(17p), la del(11q) ou à 

un caryotype complexe. Le bilan pronostique de cette accumulation d’évènement est 

fortement péjorative [251]. 

Les translocations n’impliquant pas le locus IgH sont également rares dans la LLC et 

souvent associées à des caryotypes complexes. Dans ces translocations, le bras long du 

chromosome 13 est souvent remanié [252]. 

6.4.1.8. Les cytogénétiques complexes et évolution clonale 

La complexité du caryotype dans la LLC est définie par ≥3 anomalies. Elle est associée à la 

del(17p) ou la del(11q), le statut IgVH non muté ou l’expression du CD38 [108]. Un caryotype 

complexe est également plus fréquemment retrouvé chez les patients ayant reçu plusieurs 

lignes de traitement. Globalement, un caryotype complexe est de mauvais pronostic et peut 

prédire une mauvaise réponse au traitement [108,253]. 
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L’évolution clonale est définie par l’apparition de nouvelles anomalies cytogénétiques en 

cours d’évolution. Cette évolution clonale a été plus fréquemment retrouvée dans les cas de 

LLC avec des marqueurs de mauvais pronostic tels que l’expression de ZAP70 ou le statut 

non muté du locus IgVH même si toutes les séries ne retrouvent pas cette association [254]. 

La fréquence de l’évolution clonale est d’environ 15% si seule la cytogénétique 

conventionnelle est réalisée et 30% si l’analyse par FISH est appliquée [254]. Elle est plus 

fréquemment rencontrée chez les patients qui ont été traités par chimiothérapie [255]. 

Toutefois, le profil des anomalies acquises est identique entre les patients préalablement 

traités ou non ce qui est un élément de preuve pour l’hypothèse de la préexistence des 

anomalies à très faible pourcentage dans la masse tumorale initiale [255]. Le traitement 

consiste donc simplement en une pression de sélection qui permettra aux clones les plus 

résistants (délétion de p53, …) d’être majoritaires à la rechute [255].  Globalement, l’impact 

sur le pronostic de l’évolution clonale est plutôt péjoratif, et révélateur d’une instabilité 

génomique, mais n’est pas toujours indépendant des autres marqueurs pronostiques 

classiques selon les séries [254]. 

En 2011, la découverte par SNP-array du chromothripsis a défini une nouvelle forme de 

complexité initialement décrite dans la LLC puis retrouvée dans 2% à 3% des cancers et 25% 

des tumeurs osseuses [108,256]. Il s’agit d’un évènement cataclysmique survenant sur 1 

chromosome et en 1 division cellulaire. Le chromosome est disloqué puis réarrangé de 

manière aléatoire dans une tentative de la cellule pour sauver ce matériel génétique (Figure 

18) [256]. Une étude récente sur les patients inclus dans l’essai clinique CLL8 a retrouvé la 

présence d’un chromothripsis dans 5% des cas. Les chromosomes atteints étaient variables. 

Le pronostic était péjoratif en analyse univariée mais cet évènement était fortement associé 

au statut IgVH non muté, à la del(17p) et la del(11q) [257]. 
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Figure 18 : Schéma représentant le déroulement du chromothripsis.  

Adapté d’après Stephens et al., Cell, 2011 [256]. 

 

6.4.1. Apports des techniques de haute résolution CGH-array et SNP-array  

Les techniques de cytogénétiques modernes sur puces ADN (« array »), telles que 

l’hybridation génomique comparative (CGH-array) et l’analyse des « single nucleotide 

polymorphism » (SNP-array), sont des techniques d’analyses du génome de haute résolution 

[258]. Elles présentent l’avantage de s’affranchir des étapes de cultures stimulées préalables 

car elles utilisent l’ADN tumoral. Les premières expériences de CGH appliquées à la LLC 

datent du début des années 90 [259] mais la technique a évolué avec l’utilisation de puces 

recouvertes d’oligonucléotides (CGH-array). La CGH-array permet de détecter des variations 

de nombre de copies de régions chromosomiques (CNV), qu’il s’agisse de gains ou de pertes. 

Les pertes de matériels constituent des pertes d’hétérozygoties (« loss of heterozygotie » ou 

LOH). Certaines LOH sont dites « neutres sur le nombre de copies » (« copy neutral LOH » ou 

cnLOH) [260]. Ces cnLOH correspondent à la perte d’un chromosome (complète ou partielle) 

qui est remplacée par la région correspondante dupliquée du second chromosome réalisant 

ainsi une disomie uniparentale (« uniparental disomy » ou UPD) complète ou partielle 

(pUPD) [261]. La CGH-array ne permet pas de mettre en évidence les réarrangements 

équilibrés dont les cnLOH font partie contrairement à la SNP-array, plus récente et beaucoup 
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résolutive, initialement développée pour le génotypage (identification pour chaque SNP du 

génotype « AA », « AB » ou « BB ») [261].  

Le nombre d’anomalies récurrentes révélées par ces technologies est donc plus élevé 

que celles accessibles par cytogénétique conventionnelle et FISH interphasique [226]. Ces 

anomalies supplémentaires, récemment revues dans la littérature [258] sont des gains en 2p 

ou 20q et des pertes dans le régions 8p, 18q et 22q. Les pertes en 22q11 sont reliées au 

réarrangement du locus IGL [262]. Les gains en 2p ont été associés à la surexpression de 

l’oncogène MYCN [263]. 

6.4.1.1. Télomères et télomérase 

Les télomères sont constitués de courtes séquences d’ADN répétées en tandem situées 

sur chaque extrémité des chromosomes. La séquence télomérique répétée (TTAGGG)n est 

conservée dans le phylum des vertébrés [264] et s’étend chez l’homme sur 10 à 15kb [265]. 

Les très nombreuses répétitions de cette séquence particulière favorise la formation de 

structures secondaires de l’ADN appelées D-loop et T-loop qui stabilisent la structure [266].    

Ces régions télomériques protègent les chromosomes de recombinaison illégitimes et de la 

dégradation. A chaque division cellulaire, un peu de matériel télomérique est perdu (50 à 

200pb) [265]. Lorsque la longueur des télomères devient critique (la « Hayflick limit ») [267], 

une instabilité génomique est observée et déclenche la mort cellulaire. Dans certains cas, 

des fusions chromosomiques illégitimes se produisent avant que la mort cellulaire ne 

survienne et sont à l’origine d‘aberrations chromosomiques et de cancers [265]. 

Les lignées cellulaires sont des cellules ayant pu réacquérir in vitro la capacité de 

stabiliser voire de rallonger leurs télomères [266]. Les tumeurs malignes peuvent également 

avoir un avantage à régénérer leurs télomères pour stabiliser leur processus prolifératif. 

Ainsi, le raccourcissement des télomères peut favoriser l’apparition de tumeurs mais les 

tumeurs déjà constituées peuvent également avoir besoin de stabiliser ou rallonger leurs 

télomères pour continuer à proliférer [265]. 
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La régénération des télomères est sous la dépendance de la reverse transcriptase hTERT 

(human Telomere Reverse Transcriptase) qui est capable de synthétiser de l’ADN de novo à 

partir d’un brin matrice d’ARN nommé TER (telomere RNA) [265]. Un processus alternatif 

d’élongation des télomères (ALT) indépendant de la télomérase a également été décrit 

[265]. La télomérase hTERT présente enfin des activités indépendantes de sa fonction 

d’élongation des télomères, en régulant l’expression de gènes (Cycline D1, c-MYC, IL6, IL8, 

vimentine, …), la fonction mitochondriale ou encore en produisant des ARNs double brin 

(dsRNA), qui peuvent au final promouvoir la croissance tumorale [267]. 

L’étude des télomères est déjà ancienne dans la LLC mais les données récentes 

apportent un nouvel éclairage. Les cellules de LLC présentent initialement un déficit dans la 

fonction de maintenance des télomères puisque leur raccourcissement est corrélé à 

l’évolution de la LLC. La télomérase n’est réactivée que dans une phase terminale de 

l’évolution [266]. Le raccourcissement des télomères est fortement lié au statut IgVH non 

muté et à la présence d’une trisomie 12, del(11q) ou del(17p) et est associé à un mauvais 

pronostic [268,269]. La longueur des télomères est stable au cours de l’évolution de la LLC et 

n’est pas affectée par le traitement, ceci suggère donc que la longueur des télomères reflète 

celle de la cellule d’origine du clone B [270]. Des données récentes de séquençage haut-

débit ont retrouvé une association entre les mutations récurrentes de POT1  (« Protein Of 

Telomere 1 »), présente chez 3,5% des patients, et la présence d’anomalies télomériques et 

chromosomiques dans la LLC [271]. Un SNP situé sur le gène POT1 a également été identifié 

comme marqueur de susceptibilité génétique pour le développement d’une LLC [54]. Les 

autres mutations récurrentes (voir plus loin) des gènes NOTCH1, SF3B1 et TP53 sont 

également plus fréquentes dans les cas de LLC avec télomères courts [270]. 

Le niveau d’expression de la télomérase est supérieur dans les LLC au statut IgVH non 

muté par rapport aux LLC mutées. Même si le signal du BCR peut induire l’expression de 

hTERT dans les 2 sous-groupes de LLC, le BCR des LLC non mutées est le plus efficace dans 

cette fonction [272]. La réverse transcriptase hTERT présente également une régulation 

post-transcriptionnelle importante dans la LLC. Plusieurs variants d’épissages coexistent et 

seul l’ARNm de grande taille code pour une protéine fonctionnelle [273]. Le niveau 
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d’expression de tous les variants d’épissage est corrélé à celui du variant de grande taille. Ce 

niveau d’expression est positivement corrélé au statut IgVH non muté et à l’agressivité de la 

maladie [273]. La télomérase peut enfin participer à la résistance à la fludarabine dans les 

LLC agressives à cytogénétique péjorative selon un mode d’action indépendant de son 

activité de réverse transcriptase [274]. Cette résistance est médiée par la fixation de la 

protéine Ku80, un acteur majeur du mécanisme de réparation des lésions de l’ADN induite 

par la fludarabine, sur l’ARN matrice hTR. L’inhibition de sa fixation par compétition avec un 

oligo synthétique rétabli la sensibilité à l’apoptose chimio-induite [274].  

 

6.5. Les mutations et dérégulation d’expression de gènes 

6.5.1. Les mutations récurrentes dans la LLC 

Le nombre de mutations récurrentes retrouvées dans la LLC a considérablement évolué 

en quelques années par l’application des techniques de séquençage haut-débit à cette 

pathologie. Des études pangénomiques puis des approches de séquençage ciblé dans des 

explorations longitudinales ont permis d’établir la fréquence de ces mutations, leur 

association à la progression ou la résistance au traitement, et d’aborder l’architecture 

intratumorale de la LLC. 

Le travail mené par Landau et al. [275], reflète la plasticité de la masse tumorale des 

patients atteints de LLC. Dans un premier temps, un panel de mutations récurrentes a été 

identifié. Ensuite, il a été possible de discerner des mutations clonales, présentes dans plus 

de 80% du clone ou « driver-mutation » (i.e. mutation de MYD88) et des mutations sous-

clonales, présentes dans une minorité des cellules clonales (i.e. mutations de TP53). 

Concernant les mutations de TP53, une étude longitudinale de quelques patients de cette 

série a montré que ces mutations préexistaient au diagnostic, puis la population TP53mut a 

été progressivement sélectionnée par les traitements cytotoxiques successifs pour aboutir à 

une masse tumorale réfractaire à la chimiothérapie. Cette observation a été reproduite par 

d’autres équipes [276]. Enfin, des mutations sous-clonales ont pu être mises en évidence 
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dans près de 67% des patients sur une série de 178 patients avec marqueurs de mauvais 

pronostic non traités (i.e. IgHV non muté, réarrangement IGHV3-21, 17p-, 11q- ou +12) 

[277]. 

Les paragraphes suivants reprennent les principaux gènes mutés dans la LLC avec leur 

fréquence et leur signification pronostique et fonctionnelle lorsqu’elle est établie. 

TP53 : la protéine p53 codée par ce gène, localisé sur le chromosome 17p13.1, est un 

acteur essentiel à la réponse aux dommages touchant l’ADN. Cette protéine, souvent 

nommée « gardien du génome » permet, comme décrit précédemment, d’arrêter le cycle 

cellulaire en cas de lésion de l’ADN et permet de déclencher l’apoptose. Les chimiothérapies 

à base d’agents alkylants, entre autres, fonctionnent sur ce principe et leur efficacité est 

tributaire de la fonction de p53. Les mutations de ce gène sont associées dans plus de 80% 

des cas à la délétion de l’autre allèle (del(17p)), aboutissant ainsi à une atteinte bi-allélique 

du gène [278]. Les mutations de TP53 peuvent également ne pas être associées à la délétion 

17p mais la valeur prédictive de résistance à la fludarabine reste identique [239,279–286]. 

L’analyse des données de l’essai clinique prospectif allemant CLL8 publiée en 2014 a montré 

que les mutations de TP53 étaient un marqueur indépendant de la rechute (Hazard 

Ratio=2,123, 95%CI : 1,400 – 3,218, p<0.001) et de mauvais pronostic sur la survie après 

traitement par immunochimiothérapie (FCR) en 1ère ligne (Hazard Ratio=3,014, 95%CI : 1,889 

– 4,808, p<0,001) [287] . 

Au final, les altérations de TP53 concernent 10% à 15% des patients au diagnostic (5% à 

10% de délétions + 5% environ de mutations seules). La recherche des mutations de TP53 

avant la mise en place d’un traitement à base de fludarabine est actuellement recommandée 

en ciblant au minimum les exons 4 à 9 du gène [288]. La question de la signification clinique 

de petits clones, <20% de la masse tumorale totale, a été récemment posée. Ces faibles 

charges mutationnelles sont inaccessibles au séquençage Sanger et le séquençage de 

nouvelle génération est la technique de choix compte-tenu de la taille et de la diversité des 

mutations du gène TP53.  Les résultats actuels font débat, dans certaines séries, la détection 

de sous-clone était péjorative sur le pronostic des patients [282] alors que l’effet délétère 
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n’a été retrouvé que pour les charges mutationnelles >20% dans une série allemande du 

MLL de presque 4000 patients [289]. Sur le plan pratique, les altérations de TP53 sont à 

l’origine de 50% environ des cas de LLC réfractaires à la fludarabine, la seconde moitié 

nécessite donc toujours des investigations [276]. 

ATM : la protéine ATM (« Ataxia Telangectiasia Mutated »), est  également impliquée 

dans la réparation des altérations de l’ADN. La prédisposition au cancer chez les patients 

atteints d’ataxie-télangiectasie a été mise en évidence 4 années avant la découverte du gène 

ATM en 1995 [290]. En physiologie, ATM active p53 par phosphorylation en réponse à des 

cassures doubles brin de l’ADN [291]. Les altérations génétiques d’ATM sont associées à un 

mauvais pronostic de patients atteints de LLC. Comme exposé plus haut, ATM peut être 

invalidé par délétion du locus du gène situé en 11q22.3 mais ce gène est également 

concerné par des mutations.  

A l’inverse de TP53, les délétions 11q sont moins fréquemment associées à des 

mutations du second allèle d’ATM (30% à 50% des cas [292–296]). Les mutations mono-

alléliques sans délétions  présentent une mauvaise réponse aux dommages de l’ADN et sont 

associées un mauvais pronostic [292]. A l’inverse, la délétion 11q sans mutation du second 

allèle présente un réponse conservée aux altérations de l’ADN, la détection d’une mutation 

ATM sur le second allèle identifie donc un sous-groupe de plus mauvais pronostic  au sein 

des patients del(11q) [293,294]. Ce sous-groupe présenterait le même pronostic que les 

patients porteurs d’anomalies de TP53 [296] 

La fréquence des mutations d’ATM dans la LLC est d’environ 10% dont la moitié 

seulement est associée à la délétion, soit une fréquence cumulée des anomalies d’ATM 

estimable entre 15% et 20% [292–294].  La structure du gène ATM est très complexe, les 

mutations répertoriées sur la base COSMIC sont réparties sur tout le gène, et leur 

exploration n’est pas envisageable par séquençage Sanger. Récemment, le gène BIRC3, situé 

juste 6 Mb en amont d’ATM en 11q22.2 a été impliqué dans la résistance à la fludarabine 

des clones de LLC. 
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BIRC3 : le gène BIRC3 (« Baculoviral IAP Containing 3 », anciennement nommé c-IAP2 : 

« cellular Inhibitor of Apoptosis ») a été révélé dans la LLC par NGS. Les mutations de BIRC3 

ont été initialement retrouvées dans 24% des cas de LLC réfractaires et étaient 

mutuellement exclusives des altérations de TP53 [297]. Sur le plan fonctionnel, BIRC3 est 

une E3 ubiquitine ligase et un régulateur négatif de la voie d’activation non canonique de 

NF-B. BIRC3 appartient à la famille « IAP » et à l’état basal, BIRC3 régule négativement la 

protéine MAP3K14 (anciennement NIK) en catalysant son ubiquitination et sa dégradation 

[298]. Lorsque la voie alterne de NF-B est activée (signal CD40L par exemple), BIRC3 est 

recrutée au niveau du récepteur, se dimérise avec son homologue BIRC2 (c-IAP1) et tous 

deux catalysent leur propre dégradation ubiquitination-dépendante. MAP3K14 n’est alors 

plus dégradée et active la voie alterne de NF-B [298].  

Les mutations décrites de BIRC3 sont des mutations perte de fonction et ont toutes été 

décrites à l’état hétérozygote [299]. Elles surviennent dans le domaine RING qui est porteur 

de l’activité d’ubiquitination. Les protéines BIRC3 mutantes sont des dominants négatifs 

induisant une activation constitutive de la voie alterne de NF-B dans les cellules tumorales 

même à l’état hétérozygote  [299]. De manière intéressante, la plupart des délétions du 

locus sont des délétions partielles qui emportent la région C-terminale fonctionnelle de la 

protéine. Mutations et délétions ont la même conséquence : une protéine BIRC3 tronquée 

est exprimée et joue un rôle de dominant négatif associé à une hyper-activation de la voie 

alterne de NF-B [238]. 

Dans la LLC, les mutations de BIRC3 sont très rares (+/-1%) alors que les délétions sont 

plus fréquentes (3%) et peuvent parfois être associées. Au total, les altérations de BIRC3 

concernent <5% des patients non traités et augmentent en cours d’évolution et après 

traitement [238].   

Etant donné la grande proximité des gènes BIRC3 et ATM sur le génome, il a été émis 

l’hypothèse que BIRC3 pourrait être le principal gène responsable du pronostic sombre des 

patients porteurs de délétions 11(q22q23) compte-tenu de la faible fréquence des 

altérations bi-alléliques d’ATM chez ces patients et de l’existence de délétions interstitielles 
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ne touchant que BIRC3 et épargnant ATM [295]. Les résultats publiés en rapport avec cette 

hypothèse sont discordants. Dans la publication initiale de D. Rossi et al., les patients 

porteurs d’une altération de BIRC3 (mutation/délétion) présentaient une survie globale 

identique à celle des patients porteurs d’une altération de TP53. La présence d’une 

altération de BIRC3 était un marqueur pronostique indépendant et équivalent à p53 en 

analyse multivariée alors que les délétions 11q ne l’étaient pas [238]. Une étude ultérieure 

menée en Angleterre analysant une série de patients ayant été inclus dans un essai clinique 

(CLL4), n’a pas retrouvé le même impact des altérations de BIRC3 sur la survie [296]. Dans 

cette étude, il a été mis en évidence que les altérations de BIRC3 étaient associées à une 

délétion d’ATM  dans 100% des cas et représentaient 83% des patients avec délétion d’ATM. 

Ensuite, parmi les patients avec altération de BIRC3, 40% environ étaient porteurs de 

mutations d’ATM et donc coïncidaient avec une altération bi-allélique d’ATM. Les analyses 

de survie globale en analyse multivariée ont révélé que les patients avec altération bi-

allélique d’ATM avaient la même espérance de vie que ceux porteurs d’altérations de TP53, 

alors que les patients porteurs d’altérations de BIRC3 avec altération mono-allélique d’ATM 

avaient la même survie globale que les patients sans anomalies de TP53. L’analyse de la 

survie sans progression a tout de même retrouvé un effet défavorable des altérations de 

BIRC3 mais cet effet était de niveau intermédiaire par rapport aux cas avec altérations bi-

alléliques d’ATM. 

En conclusion, si l’implication de BIRC3 comme gène responsable d’une progression 

modérément plus rapide des patients avec del(11q) semble évidente, la valeur prédictive de 

la réponse au traitement des altérations de ce gène n’a pas été validée.  

SF3B1 : le gène SF3B1 (« Splicing Factor 3b subunit 1 ») est localisé sur le chromosome 

2q33.1, code pour une protéine du splicéosome. Le splicéosome est une machinerie 

complexe régulant l’épissage des ARNm. Des mutations récurentes de ce gène ont été 

décrites dans la LLC touchant essentiellement les codons 662, 666 et surtout 700, la 

mutation K700E étant la plus fréquente [278]. Il s’agit de mutations faux-sens aboutissant à 

la perte de fonction de SF3B1. Les clones porteurs de ces mutations montrent des anomalies 

d’épissage de certains ARN [300].  
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Les mutations de SF3B1 concernent environ 10% à 15% des patients. La fréquence est 

plus basse au diagnostic et augmente en cours d’évolution ou après traitement [108,275]. Le 

gène SF3B1 a été retrouvé muté dans près de 44% des cas de LLC présentant le BCR 

stéréotypé du subset#2 (i.e. réarrangement IGHV3-21 canonique, voir paragraphe dédié) 

[301]. Ces mutations sont également plus fréquentes dans les LLC avec del(11q) [302]. 

Les mutations de SF3B1 sont associées à un pronostic intermédiaire sur la survie sans 

traitement et la survie globale. Cet impact pronostique a été confirmé sur plusieurs études 

indépendantes de grande ampleur [281,300,302–305]. L’analyse des données de l’essai 

clinique prospectif allemand CLL8 identifie les mutations de SF3B1 comme marqueur 

indépendant de prédiction d’une rechute après traitement par immunochimiothérapie (FCR) 

en 1ère ligne (Hazard Ratio = 1,346, IC95% : 1,037 – 1,747, p=0,026) [287]. 

NOTCH1 : le gène NOTCH1, situé sur le locus 9q34.3, code pour un récepteur 

membranaire de la famille NOTCH [108]. Ces récepteurs possèdent un domaine 

extramembranaire composé de plusieurs motifs répétés du récepteur EGF (Epidermal 

Growth Factor-like). Les ligands des récepteurs NOTCH1 appartiennent à 2 familles de 

molécules : Jagged et Delta [306]. Lorsque le ligand est reconnu, le domaine 

intracytoplasmique est clivé et libéré dans le cytoplasme (NOTCH intra-cellular Domain ou 

NICD). Le clivage de NICD fait intervenir la -sécrétase pour laquelle il existe des inhibiteurs 

pharmacologiques. Ce fragment NICD rejoint alors le noyau où il joue le rôle de facteur de 

transcription [306]. Le signal NOTCH1 augmente la survie cellulaire et favorise la résistance à 

l’apoptose. Le signal NOTCH1 peut moduler le signal NF-B [307], l’expression de molécules 

d’adhésion (CD11c, CD49d), et NOTCH1 est un gène cible de p53 [107]. Les cellules de LLC 

expriment les ligands Jagged1 et 2, suggérant une possible stimulation autocrine ou 

paracrine [306].  

La mutation de NOTCH1 retrouvée dans la LLC correspond dans 75% à 80% des cas à une 

délétion de 2 bases de l’exon 34 codant pour le domaine PEST de la protéine : NOTCH1 

c.7544_7545delCT p.P2515fs*4 [308]. Cette mutation cause un décalage du cadre de lecture 

et génère un codon stop prématuré. Le domaine PEST est le domaine de régulation du NICD. 
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Le fragment NICD est dégradé par ubiquiniation sur le domaine PEST et dégradation par le 

protéasome. La mutation correspond donc à une mutation gain de fonction par la perte du 

domaine de régulation. NOTCH1 est également muté dans les LAL-T, ces mutations 

participent au développement de la maladie [309,310] mais impacteraient peu le pronostic 

selon une méta-analyse récente [311]. Le profil de mutation dans les LAL-T est différent 

puisque elles surviennent majoritairement dans les domaines de dimérisation N-terminal ou 

C-terminal des régions extra-cytoplasmique et intra-cytoplasmique [312]. 

La fréquence des mutations de NOTCH1 dans la LLC a été initialement évaluée aux 

environs de 10% mais de récentes séries publiées de patients au stade précoce de la maladie 

retrouve des fréquences plus faibles aux alentours de 4% à 5% [108,305].  

Globalement la mutation de NOTCH1 dans la LLC  est associée à un mauvais pronostic 

confirmé sur plusieurs séries indépendantes [281,302,305,313–315]. La mutation NOCTH1 a 

été associée à la trisomie 12 [234,236,316] et permet d’identifier chez ces patients un sous-

groupe de plus mauvais pronostic [234,235]. La mutation de NOTCH1 a également été 

associée à un plus grand risque de transformation (syndrome de Richter) [313,317–319]. 

Enfin, l’analyse des données de l’essai prospectif allemand CLL8 semble identifier une 

absence de bénéfice du rituximab (dans l’association RFC) par rapport la double association 

FC chez les patients porteur d’une mutation de NOTCH1 [287]. 

FBXW7 : « F-Box And WD Repeat Domain Containing 7 » est une E3 ubiquitine ligase 

dont le gène est situé sur le locus 4q31.3. Il s’agit de la protéine qui catalyse l’ubquitination 

de NOTCH1 sur son domaine PEST et déclenche ainsi sa dégradation. C’est un régulateur 

négatif de NOTCH1 et de MYC [320]. Les mutations de FBXW7 correspondent à de mutations 

avec perte de fonction et seraient associées à une potentialisation du signal de la voie 

NOTCH1. Ces mutations sont aussi présentes dans les LAL-T [310]. 

Les mutations de FBXW7 ont été retrouvées à très faible fréquence dans la LLC par 

rapport à celles de NOTCH1 (2% à 3%) [302]. A ce titre et parallèlement à ce qui a été décrit 

dans le LAL-T, leur impact pronostique ou fonctionnel dans cette pathologie est associé à 

celui de mutations de NOTCH1 [300,302,316].  
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MYD88 : le gène de « Myeloid Differentiation Primary Response 88 » est situé en 3p22.2. 

Les mutations activatrice de ce gène (la mutation L265P en particulier) ont été décrite 

initialement dans près de 90% des MW et certains ZML souvent associés à la sécrétion d’une 

IgM monoclonale [321–323]. Le gène MYD88 est concerné par des mutations gain de 

fonction. Il code pour une protéine adaptatrice impliquée dans la transduction du signal des 

TLRs [324]. Les mutations de MYD88 sont associées à un signal NF-B constitutif. 

La fréquence des mutations de MYD88 dans la LLC est faible et n’excède pas 5% 

[275,281,302,305,325,326]. Les mutations de MYD88 sont associées à des cas de LLC de bon 

pronostic avec statut IgVH muté et del(13q) isolée [281,302], elle serait plus fréquente chez 

les patients plus jeunes [325]. Les mutations de MYD88 présentent la particularité d’être des 

mutations clonales retrouvées dans la totalité de la masse tumorale [275]. 

XPO1 : ce gène code pour l’exportine 1 et se trouve sur le locus 2p15. Il s’agit d’une 

nucléoporine qui régule le trafic de plusieurs protéines entre le cytosol et le noyau. Les 

mutations de XPO1 sont rares (2% à 3%) et il n’est actuellement pas décrit de valeur 

pronostique associée [234,302,326]. Elles pourraient cependant représenter un marqueur 

prédictif de la réponse aux inhibiteurs de l’exportine 1 récemment testés in vitro [327]. 

KLHL6 : ce gène code pour la protéine « Kelch-Like Family Member 6 » et se trouve sur le 

locus 3q27.3. La famille des protéines KLHL est impliquée dans la régulation de 

l’ubiquitination d’autres protéines en s’associant en particulier à l’E3 ubiquitine ligase Cullin-

3 [328]. La fréquence de cette mutation est faible dans la LLC et associée à un profil de bon 

pronostic (IgVH muté) comme les mutations de MYD88 [326]. 

POT1 : ce gène code pour la « Proteine Of Telomeres 1 » et est localisé en 7q31.33. Cette 

protéine est impliquée dans la protection des télomères contre l’érosion progressive. Ce 

gène est muté dans 3,5% des cas de LLC et est associé à des anomalies de structure des 

télomères. La fréquence des mutations atteint 9% dans le sous-groupe des LLC non mutées 

[271]. Ce gène est globalement surexprimé dans la LLC par rapport aux lymphocytes B 

normaux [269]. 
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SAMHD1 : ce gène code pour la protéine « Steril Alpha Motif and Histidin-aspartic 

Domain 1 » et est localisé en 20q11.23. L’implication de ce gène dans la LLC est récente. Elle 

a été recherchée suit à l’observation d’un cas de LLC chez un jeune patient de 24 ans atteint 

du syndrome d’Aicardi-Goutières. Ce syndrome est du à une mutation constitutionnelle du 

gène SAMHD1 et est caractérisé par une encéphalopathie rappelant celles liées à des 

infections intra-utérines (calcifications intracrâniennes) et associée à un lupus érythémateux 

disséminé avec hyperproduction d’IFN de type I [329]. La protéine SAMHD1 est une 

deoxynucleoside triphosphate triphosphohydrolase qui limite la réplication du virus VIH-1 

dans les lymphocytes T CD4+ non activés en dégradant le pool de dNTP nécessaires à la 

reverse transcription du génome viral [330].  

La recherche de mutations de SAMHD1 dans une série de patients protocolaires atteints 

de LLC a révélé que 11% des patients réfractaires ou en rechute présentaient une mutation 

de ce gène [330]. Les mutations de SAMHD1 ont pour conséquence une perte d’expression 

de la protéine. Ces données tendent à impliquer SAMHD1 dans le développement et la 

progression de la LLC. 

6.5.2. Dérégulation des microARN (miRNA) 

Plusieurs microARNs sont dérégulés dans les cellules de LLC et ont été intensément 

étudiés. Cependant, les variations d’expression au cours de la maladie et les variations liées 

à la méthode d’étude employée ont limité leur développement en tant que marqueurs 

pronostiques [138].  Brièvement, les miRNAs chez l’homme sont des ARN simple brin 

(ssRNA) de 22 nucléotides environ qui régulent négativement, par appariement 

complémentaire, l’expression de gènes en induisant la dégradation de leur ARNm ou en 

stoppant sa traduction. Près de 250 gènes codant pour des miRNAs sont connus chez les 

mammifères, certains sont des gènes indépendants alors que d’autres miRNAs sont codés 

dans les introns de gènes codant pour des protéines (les « mirtrons »), orientés dans le 

même sens que le gène principal et composant ainsi une « unité » transcriptionnelle [331]. 

Le produit brut de transcription est un « pri-miRNA » avec une structure secondaire 

complexe (motifs en épingle, boucles) et pris en charge dans le noyau par un « complexe 
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processeur » composé entre autres des protéines Drosha et Pasha. Ce complexe clive 

certaines régions du pri-miRNA et simplifie sa structure secondaire. Le transcrit est alors un 

« pré-miRNA » déplacé vers le cytosol par l’exportine 5. Le pré-miRNA est alors pris en 

charge par le complexe Dicer qui va simplifier encore par clivage la structure secondaire du 

pré-miRNA et relarguer le miRNA fonctionnel associé à une séquence RNA complémentaire 

notée « miRNA* ». Le duplex miRNA :miRNA* est ensuite associé au complexe RISC, la 

chaîne miRNA* est relarguée, et la structure nouvellement formée peut alors interagir 

spécifiquement sur les ARNm cibles [331]. 

La dérégulation des miRNAs est observée dans la plupart des cancers, hématopoïétiques 

ou non, ainsi que dans des processus non tumoraux (diabète, maladies cardiovasculaires, …) 

[332–335]. Certains miRNAs contrôlant le processus tumoral, ou « oncomiRs », pourraient 

représenter des cibles thérapeutiques pour le traitement de certains lymphomes [336]. Les 

stratégies ciblant les miRNA surexprimés consistent soit en l’administration 

d’oligonucléotides anti-sens ou « antagomiRs » ou encore des ARNs synthétiques capables 

de séquestrer les miRNA ou « miRNA sponges » [331].  

La dérégulation des miRNAs a été extensivement étudiée dans la LLC. On reconnaît 

actuellement 13 miRNAs qui sont différemment exprimés entre les LLC mutées/ZAP- et les 

LLC non mutées/ZAP+ (i.e. miR-15a, miR-195, miR-221, miR-23b, miR-155, miR-223, miR29a-

2, miR-24-1, miR-29b-2, miR-146, miR-16-1, miR-16-2, and miR-29c) [138,331]. Au final, le 

profil d’expression de certains miRNAs est corrélé à la physiopathologie et associé au 

pronostic de la LLC (miR-21, miR-29, miR-34a, miR-181b, miR-223) [138,331].  

Ces microARNs sont également retrouvés « libres » dans le plasma des patients. Ils 

circulent au sein des microparticules sécrétées par les cellules clonales. Par exemple, une 

concentration élevée du miR-155 dans le plasma est associée aux LLC réfractaires [337]. La 

sécrétion des microARNs dans les cancers solides peut agir sur le microenvironnement 

tumoral. En particulier, ils peuvent activer les cellules immunitaires exprimant le TLR8 et 

favoriser une réaction inflammatoire locale [338]. 
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Les principaux miRNAs impliqués dans la physiopathologie de la LLC sont repris ici avec 

les détails fonctionnels associés. 

miR-15/miR-16-1 : ces 2 miRNAs sont codés dans la région délétée située en 13q14 

impliquée dans près de 50% des ces de LLC [339].  Ces miRNAs régulent les protéines anti-

apoptotiques Bcl2 et Mcl1, la cycline D1 et Wnt3A [340]. Des modèles murins ont validés la 

perte de miR-15 et miR-16-1 dans le développement de clone B de type LLC (souris KO) 

[331]. Des mutations germinales de miR-15 et miR-16-1 ont été retrouvées chez 2% des cas 

de LLC [331]. 

miR-29 : ce miRNA joue le rôle de suppresseur de tumeur en régulant négativement 

l’expression de divers oncogènes dont TCL1, MCL1 ou CDK2 [331]. Le miR-29 est sous-

exprimé dans les LLC progressives et a été testé en tant que marqueur pronostique [138]. 

miR-181b : ce miRNA est également sous exprimé dans les LLC progressives et sert de 

marqueur pronostique [331]. Sa sous-expression est également associée à la 

chimiorésistance [138]. Le miR-181b présente un rôle fonctionnel complexe en régulant la 

voie NF-B, Bcl2, TCL1 et le cycle cellulaire entre autre. Son expression est sous la 

dépendance de STAT3 [138,341]. 

miR-21 : ce miRNA est surexprimé au cours de l’évolution de la LLC et peu également 

servir de marqueur pronostique en association avec la sous-expression du miR-181b ou avec 

la FISH p53 (score « 21FK ») [138,342]. Les cibles de miR-21 sont multiples, il régule 

négativement p53 et positivement le signal NF-B [343]. 

miR-34a : la famille miR34 sont des gènes cible de p53. Leur expression est fortement 

diminuée lorsque TP53 est délété ou dans les LLC chimioresistantes [138,331]. Ils régulent 

positivement l’apoptose et la senescence cellulaire en réponse à l’activation de p53 [331]. 

miR-223 : ce miRNA est sous-exprimé dans les LLC à statut IgVH non muté et cette sous-

expression est associée à une maladie évolutive [138,331]. Plusieurs cibles sont connues 

(C/EBP, E2F1, FOXO1, NFI-A) et globalement régulent la voie NF-B entre autre [344]. 
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miR-150 et miR-155 : ces 2 miRNAs ont été associés au statut IgVH non muté. La 

surexpression conjointe de miR-21 et miR-155 a été associée à l’activation de la voie PI3K 

[345]. Le miR-150 est moins exprimé dans les LLC non mutées/ZAP+ que dans les LLC 

mutées/ZAP-. Il régule négativement l’expression des protéines GAB1 et FOXO1, régulateurs 

négatifs du BCR, ce qui aurait pour conséquence de potentialiser le signal du récepteur à 

l’antigène [346]. 

Cluster miR-17-92 : ce cluster codé par le locus MIR17HG localisé en 13q31.3. La 

transcription de ce locus conduit à une ARN polycistronique comportant 6 miRNAs : miR-17, 

miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-1 et miR-92a-1 [347]. Ces miRNAs régulent 

positivement l’expression de l’oncogène c-Myc [348]. Ce cluster de miRNA ainsi que les miR-

155, miR-181 et miR-29, peut réguler la signalisation du BCR dans les cellules de LLC [349]. 

Ensuite, l’amplification de la région 13q31.3 a été mise en évidence dans les syndromes de 

Richter post-LLC et associée à la surexpression de c-Myc. Dans ces tumeurs, quelques rares 

translocations de c-Myc sont retrouvées et semblent mutuellement exclusives de 

l’amplification 13q31.3 [348]. 

6.5.3. Autres gènes dérégulés dans la LLC (hors ZAP70) : 

Les études de profil d’expression de gènes (GEP) ont révélé plusieurs autres cibles 

relevantes dans la physiopathologie de cette hémopathie. Le principal gène issues de ces 

études est ZAP70 et fera l’objet d’un développement particulier (paragraphe 7.5.1 page 

127). 

LPL : il s’agit de la lipoprotéine-lipase. Cette enzyme catalyse l’hydrolyse des triglycérides 

en acides gras et glycérol. Elle régule donc le métabolisme lipidique et est exprimée dans les 

cellules musculaires, les adipocytes et les cellules de glande mammaire [138]. Ce gène est 

surexprimé dans la LLC, sans ségrégation particulière par rapport au statut mutationnel 

IgVH. Le niveau d’expression est fortement corrélé au pronostic de patients en terme de 

survie globale et de survie sans traitement en particulier chez les patients de très faible 

risque (stade A, ZAP70 et CD38 négatif, IgVH muté) [138]. La combinaison de la 

surexpression de LPL dans les LLC non mutées et de la surexpression de ADAM29, 
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surexprimé dans les LLC mutées, permet de calculer un ratio LPL/ADAM29 fortement associé 

au statut IgVH [350]. Pourtant, le rôle fonctionnel de cette enzyme dans la LLC n’est pas 

encore établi [351]. 

CLLU1 : Ce gène (CLL upregulated gene 1) situé en 12q22 est surexprimé dans la LLC et 

particulièrement dans les cas évolutifs mais n’est pas corrélé à la présence de la trisomie 12 

[138]. Le niveau de cette surexpression est un marqueur pronostique non indépendant car 

fortement corrélé, en revanche, au statut IgVH non muté, ZAP70 ou CD38 positifs. Cette 

surexpression a été proposée comme marqueur de maladie résiduelle après traitement 

intensif [138]. 

TOSO : il s’agit d’un récepteur du fragment Fc des IgM [352]. Il avait été précédemment 

nommé « Fas inhibitory molecule 3 » ou FAIM3. Ce récepteur est surexprimé dans les LLC de 

mauvais pronostic où il favorise la résistance à l’apoptose induite par la liaison du ligand FasL 

sur son récepteur Fas [353]. Cette action protectrice est indirecte et médiée par la liaison sur 

TOSO de fragment Fcµ [354]. La surexpression de TOSO sur la LLC est induite par le BCR 

[355] mais est négativement régulée par le TLR7 ou le TLR9 [354]. La fixation de fragment 

Fcµ sur TOSO induit son internalisation et sa dégradation dans le lysosome, pouvant 

participer ainsi à l’activation du lymphocyte B [354]. Par comparaison avec des lymphocytes 

B normaux, les cellules de LLC montrent globalement une surexpression de TOSO (23xN), 

avec des variations positivement corrélées au mauvais pronostic, et pourrait être un 

marqueur utile suivi par Q-PCR [356]. 

MCL1 : « Myeloid Cell Leukemia sequence 1 » est une protéine anti-apoptotique de la 

famille Bcl2. Son expression est négativement régulée par les miR-15a et miR16-1, 

fréquemment délétés dans la LLC (cf. del(13q) chez presque 50% de patients) [340]. 

L’expression de Mcl1 est par ailleurs induite par la stimulation du CD44 [196,197]. 

Récemment, le niveau d’expression de Mcl1 dans les cellules de LLC a été corrélé à la 

résistance à l’ABT-737. L’ABT-737 est une nouvelle molécule thérapeutique, de la famille des 

BH3 mimétiques, qui agit sur la LLC en inhibant Bcl2 et Bcl-XL mais pas Mcl1 [357]. Le niveau 

d’expression de Mcl1 peut être pharmacologiquement modulé par diminution de son 
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expression (dasatinib) ou par induction de son inhibiteur physiologique Noxa (fludarabine, 

bortezomib) [357]. Ces données montrent donc que l’expression de Mcl1 pourrait être 

prédictive de la résistance à l’ABT-737 en monothérapie et poser l’indication d’une 

association thérapeutique [357]. 

 TCL1 : « T cell leukemia/lymphoma 1 » est un oncogène découvert dans les leucémies 

prolymphocytaires T porteuses d’une translocation ou inversion en 14q32.2 juste en amont 

du locus IGH (14q32.3). Les souris exprimant constitutivement Tcl1 dans leur cellules B 

développent des lymphomes B qui ressemblent aux formes agressives de LLC chez l’homme 

dans lesquelles on retrouve également une surexpression de Tcl1 [358]. Alors que Tcl1 peut 

potentialiser la voie Akt, dans la LLC il semble que son rôle oncogénique soit lié à la 

potentialisation de l’activité transcriptionnelle de NF-B (liaison entre Tcl1 et CBP/P300) et 

par l’inhibition du complexe à fonction de facteur de transcription AP-1 [358]. L’expression 

de Tcl1 est régulée négativement par les miR-29 et miR-181 qui sont sous-exprimés dans les 

formes agressives de LLC. Ce mécanisme est particulièrement associé à la délétion 11q22 

[359]. 

HS1 : il s’agit de « hematopoietic cell Lyn substrate 1 », une protéine ciblée par le BCR et 

qui agit sur réseau d’actine du cytosquelette. La surexpression de HS1 dans la LLC a été 

dévouverte lors d’une analyse protéomique comparative entre des LLC non mutées CD38+ et 

des LLC mutées CD38- [360]. Dans cette étude princeps, toutes les cellules de LLC 

surexprimaient HS1 et les LLC agressives présentaient essentiellement une forme 

constitutivement phosphorylée. Le niveau d’expression de HS1 a ensuite été positivement 

corrélé aux autres marqueurs pronostiques et la chimiorésistance [361,362]. Dans un 

modèle murin, l’hyperexpression de HS1 agissait sur le cytosquelette et favorisait 

l’infiltration des organes par les cellules de LLC [363]. Le traitement des cellules de LLC 

surexprimant par le dasatinib (inhibiteur de Lyn) diminuait les formes phosphorylées de HS1 

et de ces cibles Vav et Erk [364]. Dans un modèle murin, le dasatinib inhibait l’infiltration 

ganglionnaire par la LLC [364]. 
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Cortactin : il s’agit d’une protéine homologue de HS1 qui  présente une dérégulation 

parallèle à cette protéine. Cette publication récente est un argument de plus liant le BCR, le 

cytosquelette et le développement de la LLC [365]. 

GALNT11 : ce gène code pour l’enzyme « UDP-N-acetyl-α-d-galactosamine:polypeptide 

N-acetylgalactosaminyltransferase 11 » ou « GalNAc-Ts ». Elle est localisée dans l’appareil de 

Golgi intervient dans la glycosylation de plusieurs protéines à la surface cellulaire [366]. Une 

étude récente vient de publier que la GalNAc-Ts est surexprimée dans 96% des LLC et par les 

lymphocytes T normaux [366]. A l’inverse, les lymphocytes B normaux l’expriment très peu. 

L’augmentation de son ARNm en RQ-PCR était associée à l’augmentation des antigènes 

glycosylés. Le niveau d’expression de GALNT11 était corrélé à celui de la LPL et au statut 

IgVH [366]. 

HIF-1 : il s’agit de « hypoxia induces factor 1 alpha », un facteur de transcription 

exprimé normalement en réponse à l’hypoxie. Les cellules de LLC expriment fortement HIF-

1, y compris en condition de normoxie. Dans les cellules de LLC, HIF-1 induit l’expression 

du VEGF, de MIF et d’autres ligands qui, par effet autocrine, peuvent activer les cellules 

tumorales et promouvoir l’expression de Bcl2 et d’IL-8 entre autres [367]. 

6.5.4. Anomalies des mécanismes de régulation épigénétique des gènes 

La régulation épigénétique des gènes est complexe et fonctionne par modification 

réversible de l’ADN lui-même ou des histones, protéines qui s’associent formant des 

complexes qui régulent la structure de la chromatine. Brièvement, les DNA-

méthyltrasférases (DMNTs) méthylent les îlots CpG des régions promotrices de gènes et/ou 

des régions internes au gène lui-même et éteignent son expression. Les histones acétyl-

transférases (HATs) catalysent l’acétylation des histones et ce qui potentialise l’expression 

des gènes concernés. L’action des HATs est équilibrée par les histones déacétylases (HDACs). 

Les histones peuvent également êtres méthylées sur leur résidus lysisine par des histones 

méthyl-transférases (HMTs) et déméthylées par des histones déméthylases (HDMTs), et leur 

action sur le niveau d’expression des gènes est variable selon les sites de méthylation sur 

l’histone [368]. La méthylation de l’histone 3 (H3) est la plus significative : la méthylation de 
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la lysine 4 (H3K4me) favorise l’activité transcriptionnelle du gène alors que la méthylation de 

la lysine 9 (H3K9me) la réprime. Le « code histone » se complexifie encore car les lysines 

peuvent être mono, bi ou triméthylées [369]. Enfin l’expression des gènes peut être 

modulée par des variations de la composition des complexes d’histones régulant la région 

chromatinienne où ils se trouvent [368]. Ces modulations épigénétiques sur l’ADN et les 

histones sont étroitement associées : lorsque la transcription d’un gène doit être éteinte, les 

histones sont déacétylées, puis l’ADN et les histones sont méthylés pour verrouiller le locus 

[369,370]. Les modifications épigénétiques du niveau d’expression de gène est transmissible 

aux cellules filles au travers de la mitose et même à la descendance des individus au travers 

du processus méïotique [371]. 

Les anomalies d’expression de gènes codant pour des protéines ou des miRNAs 

rencontrées dans la LLC sont régulées au niveau épigénétique. Par exemple, l’expression de 

ZAP70 est contrôlée par la méthylation de plusieurs régions riches en GC localisées dans la 

région 5’-UTR du gène ou dans le 1er intron, ces régions sont déméthylées dans les LLC au 

statut IgVH non muté ce qui conduit à une surexpression du gène ZAP70 dans ces cellules 

[372].  

L’ADN des cellules de LLC présente une hypométhylation générale, commune avec 

l’ensemble des cellules tumorales, avec une hyperméthylation des régions comportant les 

gènes suppresseurs de tumeurs [369,372].  

L’hypométhylation des séquences répétées alpha-satellites des régions centromériques 

favorise les réarrangements chromosomiques et l’instabilité génomique et cette 

hypométhylation est associée aux altérations de p53 dans la LLC [369,372]. 

L’hypométhylation des gènes codant pour Bcl2, Mcl1, Tcl1, CLLU1 ou encore LPL est 

responsable de la surexpression de ces protéines dans la LLC [372]. Parallèlement, les 

régions promotrices des miR-21, miR-29, miR34a et miR-155 sont également hypométhylées 

[372]. 

Parmi les gènes fréquemment hyperméthylés ont peut citer TWIST2 qui code pour un 

répresseur de la transcription de TP53 ou le gène SLIT2 également impliqué dans le cancer 
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du poumon. Le statut de méthylation des gènes HOXA, BTG4 et CD38 permet de calculer un 

score prédictif de l’évolutivité des LLC mutées indépendamment du statut CD38 [372]. Le 

gène DAPK1 code pour un suppresseur de tumeur et est hyperméthylé dans les cellules de 

LLC d’une part et, d’autre part, son statut hyperméthylé constitue dans la population 

générale un facteur de susceptibilité génétique pour le développement d’une LLC [372]. 

Enfin, les gènes codant pour les miR-129, miR-9 et miR-708 sont également hyperméthylés 

et ses miRNAs régulent négativement l’expression de XPO1, POT1 et NOTCH1 

respectivement [372]. Des mutations de ces gènes ont été récemment impliquées dans la 

physiopathologie de la LLC [275,281,302,326].  

 

6.6. Cas particulier de l’évaluation fonctionnelle du statut p53 et ATM 

Compte-tenu de la complexité et du coût des études du statut de p53 (muté et/ou 

délété) et d’ATM (muté et/ou délété), certaines équipes ont développé des techniques 

d’évaluation fonctionnelle de p53 et ATM par PCR ou cytométrie en flux. Ces différentes 

techniques ont été récemment revues par le groupe de travail européen sur la LLC (ERIC) 

[373]. Le principe de ces approches est basé sur 2 constats : (i) lorsque p53 est muté et 

trancriptionnellement inactif, la protéine est stabilisée dans la cellule (i.e. se concentration 

augmente) et (ii), lorsque p53 est fonctionnel, il y a un équilibre entre son activateur ATM 

stimulé par des altérations de l’ADN qui stabilise la protéine p53 et sont inhibiteur MDM2 

qui régule la dégradation de p53 par ubiquitination. 

 Le niveau d’activité transcriptionnelle de p53 peut être évalué par RQ-PCR de ces gènes 

cibles : p21, CD95 (Fas), Puma, Bax et miR34a [373]. 

RQ-PCR miR34a : évalue le niveau basal d’expression de ce gène cible de p53. Cette 

technique pourrait également détecter quelques cas d’inactivation d’ATM mais est limitéé 

par la taille du clone mutant (>50%) [373]. 
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RT-MLPA p21, Bax, Puma, CD95 : évalue en 1 PCR l’induction de l’expression de ces 4 

gènes cibles de p53 16h après irradiation des cellules. Le principal facteur limitant est la taille 

du clone muté. Un développement de cette technique pour détecter l’expression des gènes 

cibles d’ATM est en cours de validation [373]. 

RQ-PCR p21 : évalue le niveau d’expression de ce gène cible de p53 16h après irradiation 

des cellules. Si des agents cytotoxiques (fludarabine ou doxorubicine) sont utilisés pour 

altérer l’ADN, il est possible de discerner les anomalies de p53 des anomalies d’ATM. La 

fludarabine induit différents types d’altération de l’ADN et active à la fois p53 de manière 

indépendante et dépendante d’ATM. La doxorubicine induit des cassures double-brin et 

active p53 de manière dépendante d’ATM [373]. 

Expression de p53 et p21 en cytométrie en flux : dans le dernier développement de ce 

test, le niveau d’expression basal de p53 et les niveaux d’expression conjoints de p53 et p21 

après traitement par étoposide ou nutlin-3a (inhibiteur de MDM2) permet de discerner les 

anomalies de p53 et d’ATM. L’étoposide est un agent cytotoxique qui active p53 via ATM 

entre autre. Deux catégories de réponses peuvent être décrites chez les non répondeurs à 

l’étoposide (i.e. absence d’induction de p53 et p21) [373]:  

 Catégorie 1 : absence de correction par la nutlin-3a  mutation de p53 

 Catégorie 2 : correction par la nutlin-3a  mutation d’ATM 

 

6.7. Le récepteur à l’antigène des cellules de LLC 

L’étude moléculaire du locus de la chaine lourde des immunoglobulines (IgH) est un 

élément important de l’évaluation pronostique de patients. Le principal paramètre évalué 

est celui du statut mutationnel au seuil de 2% par rapport à la séquence germinale (LLC 

mutées de bon pronostic vs LLC non mutées de mauvais pronostic). Le répertoire peut 

également impacter le pronostic (réarrangement du gène IGHV3-21 et autres BCR 

stéréotypés). Compte-tenu des multiples particularités de la génétique des 
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immunoglobulines dans la LLC, ces informations on été traitées dans un chapitre dédié (voir 

ci-après). 

 

6.8. Les marqueurs pronostiques sériques 

De très nombreux marqueurs sériques sont également liés à la physiopathologie de la 

LLC ou capables de prédire l’évolutivité de la maladie. Leur valeur pronostique de certains 

d’entre eux a été établie depuis plusieurs dizaines d’années. Leur significativité clinique est 

largement confirmée et les taux de LDH ou de B2M en particulier sont toujours utilisés pour 

l’évaluation pronostique des patients. D’autres sont d’exploration plus récente.  

En réalisant une recherche systématique sur la base de données Pubmed 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) avec les mots-clés : « plasma » OR « serum » AND 

« CLL », nous avons retrouvé plus de 1000 entrées. Après analyse rapide, 47 marqueurs 

sériques ont été répertoriés dont une majorité correspondent à des molécules relarguées 

par le clone tumoral (CD20, CD52, CD44, …), des facteurs de croissance du lymphocyte B 

(BAFF, APRIL, …) ou d’adressage cellulaire (SDF-1, CCL3, CCL4, …), des cytokines de 

l’inflammation (TNF, IL-8, IL-6, …), des régulateurs de la néoangiogénèse (VEGF, FGF, …) ou 

encore des molécules liées au métabolisme lipidique (leptine, adiponectine). L’ensemble des 

marqueurs sont résumés dans le Tableau 3. On peut souligner ici le travail exhaustif mené 

depuis le début des années 90 par l’équipe italienne de Molica et al. dans l’exploration des 

marqueurs sériques associés à la LLC (plus d’une vingtaine de publications sur le sujet). 

Seuls les marqueurs sériques les plus relevants pour la physiopathologie ou la prédiction 

de l’évolution de la maladie sont repris plus en détail par la suite. 
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Tableau 3 : Principaux marqueurs sériques modifiés au cours de la LLC. 

(revue non exhaustive de la littérature). 

 

6.8.1. Les enzymes liées à l’activité tumorales 

LDH : la lactate déshydrogénase est une enzyme exprimée dans plusieurs types 

cellulaires. Elle intervient dans le métabolisme des carbohydrates en transformant le lactate-

pyruvate. C’est un tétramère constitué à partir de sous-unités H (« heart ») ou M 

(« muscle ») et l’on dénombre 5 iso-enzymes selon les combinaisons exprimées. Le tissu 

lymphoïde et les cellules néoplasiques expriment l’iso-enzyme LDH3 (H2M2) composant 20% 

à 30% du pool de LDH circulant à l’état physiologique (les hématies contiennent les iso-

enzymes LDH1 et LDH2 qui sont augmentés au cours des hémolyses). Le dosage 

enzymatique est basé sur l’activité globale des 5 iso-enzymes circulants. 

L’augmentation des LDH est associée aux autres marqueurs de mauvais pronostic et les 

taux sont particulièrement élevés en cas de syndrome de Richter [108]. 

Relargage par la 

cellule clonale

Cytokines du système 

immunitaire

Autres molécules du 

microenvironnement

Immunoglobuline BAFF SDF-1

CD20 APRIL VEGF

CD25 (IL-2R) APRIL FGF

CD26 CD40L (CD154) angiopoietine-2

CD27 CCL3 (MIP-1) leptine

CD40 CCL4 adiponectine

CD44 TNF IGF-1

CD52 IL-1 TPO

CD54 IL-4 CD14

CD80 IL-6 CA-125

CD83 IL-8

CD138 (syndecan-1) IL-9

HMGB1 IL-10

Progranuline IFN

FAS et FASL TRAIL

p53 TRAIL-R

Ki-67 

MMP-9

ICAM-1

VCAM-1
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B2M : la 2-microglobuline est une protéine impliquée dans la structure du complexe du 

CMH de classe I. Sa production est augmentée sur les cellules tumorales. Sa concentration 

sérique est l’intégration de sa production et de son élimination rénale (filtration 

glomérulaire et réabsorption tubulaire). Des taux élevés de B2M sont associés à des stades 

plus avancés de LLC. Parmi les patients de stade A, le taux sérique de B2M a une valeur 

pronostique sur la survie sans traitement [108].  

TK : la thymidine kinase est une enzyme impliquée dans la synthèse de l’ADN. Elle 

phosphoryle la désoxythymidine. Son taux sérique physiologique est très bas et son 

augmentation est liée à la masse tumorale et à sa prolifération. Les taux de TK les plus élevés 

ont été associés aux LLC agressives, au statut IgVH non muté, à un TDL court, une 

cytgénétique défavorable [108]. Dans une étude, le taux de TK a été associé à la réponse à la 

fludarabine puisque 80% des patients avec de faibles taux sériques avaient répondu à la 

chimiothérapie contre 45%  pour les patients avec taux sériques élevés [374]. Une étude 

europénne récente a validé la valeur pronostique du dosage de TK en précisant que les taux 

sériques diminuent physiologiquement avec l’âge [375]. 

6.8.2. Les molécules dérivées du clone de LLC 

Chaînes légères libres sériques : le dosage des chaînes légères libres sériques (« free 

light chain » ou FLC) par néphélémétrie est une technique qui permet d’évaluer les taux de 

chaîne  ou  libres et de suivre le ratio . Ce test avait été initialement développé pour le 

suivi du myélome et des amyloses. En 2007, Martin et al. démontrait que 44% des patients 

atteints de LLC présentaient un dosage des FLC anormal alors qu’une dysglobulinémies 

n’était détectable que dans 11% des patients par électrophorèse et immunofixation. Par la 

suite, 5 études indépendantes montraient qu’une dysglobuliémie était détectable par le 

dosage des FLC dans 40% à 50% des patients de chaque série. Toutes associaient un dosage 

FLC anormal à une médiane de TFS plus courte et 3 avec une médiane de survie globale 

significativement réduite et toujours l’impact pronostic restait pertinent en analyse 

multivariée [376–380]. L’étude de Tsai et al. a exploité une sérothèque de 77000 patients 

ayant été inclus dans un protocole prospectif sur la survenue de cancers solides (prostate, 
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ovaire, poumon, colorectum) [381]. Parmi eux, 109 avaient développé une LLC. La reprise de 

leur sérum a montré qu’une dysglobulinémie était détectable chez 38% d’entre eux par 

dosage FLC, 13% présentaient un composant monoclonal détectable par électrophorèse et 

3% avaient une hypogammaglobulinémie avant que le diagnostic de LLC ne soit posé. Ces 

anomalies pouvaient ont pu être détectées jusqu’à 9.8 années avant la découverte de la LLC 

[381].  

Collectivement, ces datas montrent que (i) la dysglobulinémie dans la LLC est sous-

estimée par l’usage seul de l’électrophorèse, (ii) la dysglobulinémie impacte 

défavorablement le pronostic et (iii) la dysglobulinémie est un évènement très précoce ce 

qui est en faveur d’une sécrétion par le clone plutôt qu’une dysimmunité résiduelle lorsque 

le taux de gammaglobulines chute. Toutefois, les discordances entre l’isotype de la chaîne 

légère retrouvée dans les pics monoclonaux sériques et celui du clone de LLC phénotypé 

méritent d’être discutées. 

CD23s : le CD23 est le récepteur de faible affinité des IgE. Il est exprimé à la surface des 

cellules clonales et une fraction de cette protéine circule dans le plasma. La valeur 

pronostique de cette fraction soluble a été largement étudiée. Un taux élevé de CD23s 

constitue un marqueur de mauvais pronostic au diagnostic ainsi qu’au cours du suivi du 

patient. La méthode de dosage de référence est la technique ELISA [382–390]. Récemment, 

une équipe française a publié une méthode de dosage en cytométrie en flux utilisant des 

billes (« cytometry bead array » ou CBA) donnant des résultats parfaitement corrélés à 

l’ELISA [382]. Certains auteurs ont évalué avec succès le temps de doublement du taux de 

CD23s en tant que marqueur pronostique [384]. 

sCD200 : ce récepteur de la super-famille des Ig est exprimé à la surface des cellules de 

LLC et associé défavorablement au pronostic. La fraction soluble du CD200 (sCD200) est 

également associée aux stades avancés de la maladie [391]. Cette fraction soluble est libérée 

depuis la membrane plasmique des cellules tumorales par l’action d’ADAM28 [391]. Il a 

également été montré que le taux de sCD200 circulant favorise l’infiltration de l’organisme 

par les cellules de LLC dans des expériences de xénogreffe chez la souris. Cet effet était 



 
 

107 
 
 

dépendant des lymphocytes T puisque leur déplétion par l’OKT3 abolissait l’effet du sCD200 

[392]. 

6.8.3. Dosage sériques des cytokines ou autres molécules 

BAFF : la protéine BAFF est un facteur de prolifération des lymphocytes B. Il est 

largement impliqué dans le microenvironnement de la LLC (voir plus haut). Il a été montré 

sur 2 études indépendantes que les taux sériques de BAFF permettent de prédire de manière 

indépendante des autres marqueurs pronostiques biologiques, le temps avant traitement 

des patients de stade A de la classification de Binet [393,394]. Un fait notable est que ce sont 

les faibles taux circulants de BAFF qui ont montré un effet péjoratif sur le pronostic des 

patients [393,394] et des taux diminués ont dans la LLC ont été confirmés sur d’autre séries 

[395] et des cellules primaires de LLC sécrètent moins de BAFF que les B normaux [396]. On 

peut citer une 3ème étude ayant comparé les taux sériques de BAFF entre des patients 

atteints de LLC familiale et des patients atteints de LLC sporadique. Les taux de BAFF étaient 

bas pour 93% des cas de LLC sporadiques par rapport aux témoins sains alors que seulement 

60% des cas de LLC familiales présentaient cette sous-expression, suggérant un contrôle 

différent de BAFF sur le développement tumoral dans les 2 types de LLC [397]. 

APRIL : il s’agit également d’un facteur de prolifération du lymphocyte B, proche de 

BAFF, et impliqué dans le microenvironnement de la LLC. A l’inverse de BAFF, les taux 

sériques d’APRIL sont significativement plus élevés chez les patients LLC que chez les 

contrôles [393,395,398]. Les taux sériques élevés d’APRIL prédisent indépendamment un 

pronostic péjoratif de la LLC, en particulier pour les stades A [395,398]. 

Vitamine D : le taux de 25-hydroxy-vitamine D ou « 25(OH)D » est dépendant de 

l’exposition solaire et est classiquement impliqué dans le métabolisme calcique. Les patients 

atteints de LLC et d’autres LNH présentent des taux de 25(OH)D significativement plus bas 

que les témoins sains. La profondeur du déficit vitaminique était corrélé aux stades Binet 

avancés, au statut ZAP70 et CD38 [399]. Le taux de vitamine D pouvait également prédire le 

temps avant premier traitement dans 2 autres études indépendantes [65,66]. Dans une 

étude européenne prospective a montré qu’un taux élevé de 25(OH)D était un facteur 
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protecteur contre le développement d’une LLC, que ce soit la vitamine D naturelle ou une 

supplémentation médicamenteuse [64]. Cette étude n’avait pas retrouvé d’impact de la 

vitamine D sur les autres lymphomes, pourtant les taux sériques de vitamine D semblent 

montrer un effet bénéfique dans beaucoup d’autres cancers chez l’homme [67,400,401]. 

IL9 : une seule étude a rapporté en 2014 des taux sériques d’IL9 augmentés chez 20/47 

patients atteints de LLC alors que cette interleukine restait indétectable chez des contrôles 

sains et les 27 autres patients. Les taux sériques d’IL9 ainsi que le niveau d’expression de son 

ARNm dans les PBMC étaient fortement associés au statut ZAP70 et IgVH [402]. 

 

6.9. Evaluation pronostique et traitement en pratique courante 

Seuls quelques uns des paramètres décrits précédemment sont utilisés en pratique 

courante pour évaluer le pronostic du patient et poser l’indication d’un traitement 

spécifique de la LLC. La prise en charge des patients atteints de LLC vient d’être récemment 

mise à jour en 2013 par le groupe international de la LLC (iwCLL) [137].  

6.9.1. Le principe de la prise en charge  

La LLC est une maladie incurable survenant essentiellement chez la personne âgée. La 

LLC est d’autre part une maladie indolente mais son évolution très variable d’un patient à 

l’autre. Le but de la prise en charge (PEC) est de prolonger la survie lorsque cela est possible 

ou d’améliorer le confort de vie. 

Compte-tenu des résultats d’essais cliniques antérieurs, il n’est actuellement pas 

recommandé de traiter les patients asymptomatiques de stade A, cette phase d’observation 

est fréquemment surnommée « wait and see » ou encore « watch and wait ». Ce paradigme 

pour la PEC des stades précoces sera peut-être abrogé dans quelques temps du fait de 

l’avantage en terme de survie globale des patients de stade A de haut risque (i.e. ≥2 des 

paramètres suivants : TDL<6 mois, TK>10UI/l, IgVH non muté, del(17p), del(11q) ou trisomie 

12) traités précocement par l’association FCR (voir plus loin) par rapport à ceux ayant été 
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traités plus tardivement [403]. Les patients de stade B peuvent encore bénéficier d’un 

simple suivi tant qu’aucun symptôme d’évolutivité n’est observé (Tableau 4). Les patients de 

stade C requièrent une PEC spécifique de la LLC lorsque celle-ci est possible (cf. évaluation 

des comorbidités chez les patients âgés). L’hypogammaglobulinémie ne constitue pas en soi 

une indication d’un traitement spécifique de la LLC mais elle sera corrigée par injections 

régulières d’Ig polyvalentes pour prévenir les infections. 

 

 

Tableau 4 : Signes d’évolutivité de la LLC selon les recommandations internationales. 

Références : [137,225] 

 

Il est également recommandé de réaliser au diagnostic et avant tout traitement les 

principaux examens biologiques complémentaires pour évaluer le pronostic des patients, 

surtout lorsque celui-ci doit être inclus dans un protocole thérapeutique. En pratique, seule 

la cytogénétique et la FISH sont obligatoires, en particulier pour la détection de la del(17p) 

qui est prédictive d’un résistance à la fludarabine. Les autres examens, tout comme la 

recherche des mutations de TP53, sont recommandés. Le bilan biologique des facteurs 

pronostiques de la LLC devrait, dans l’idéal, comporter les examens suivants : 

 Cytogénétique + FISH (+/- mutations TP53) 

 Dosage des LDH, B2M, TK, CD23s 

Signes d'évolutivité :

Apparition d'une anémie ou thrombopénie centrale

Splénomégalie avec débord costal ≥6 cm ou splénomégalie progressive ou symptomatique

Adénopathie massive ≥10 cm ou adénopathie progressive ou symptomatique

Augmentation de la lymphocytose de >50% en 2 mois

Temps de doublement des lymphocytes <6 mois

AHAI ou PTI réfractaire au corticoïdes ou autres immunosuppresseurs

Symtomes spécifiques :

Perte de poids ≥10% en mois de 6 mois
Asthénie symptomatique (i.e. ECOG performans status ≥2)
 Fièvre  ≥38°C depuis plus de 2 semaines sans infection
 Sueurs nocturnes depuis au moins 1 mois sans infection
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 Détermination du statut mutationnel IgVH, dépistage du réarrangement du gène 

IGHV3-21 

 Expression du CD38 et ZAP70 

 Electrophorèse des protéines sériques (hypogammaglobulinémie, composant 

monoconal) 

 Test de Coombs direct 

 

6.9.2. Les options thérapeutiques actuelles 

Lorsque l’indication du traitement est posée et que les facteurs pronostiques ont été 

réalisés, en particulier la cytogénétique, le choix du traitement de 1ère ligne prendra en 

compte : (i) des critères d’âge et de comorbidités (patients sans comorbidités ou « fit » ou 

patient avec comorbidités importantes ou « unfit ») et (ii) le statut p53. Le schéma 

décisionnel général est présenté dans la Figure 19, mais des adaptations sont possibles au 

cas par cas. La mise en évidence d’une altération de TP53 (délétion ou mutations) est une 

indication d’allogreffe chez le patient jeune. 

Lorsque la LLC réévolue après la 1ère ligne de traitement, la qualité de la réponse et le 

délai de survenue de la rechute interviennent dans l’arbre décisionnel. Brièvement, les LLC 

réfractaires à la 1ère ligne ou ayant rechuté dans les 2 ans qui ont suivi la fin du premier 

traitement, constitue une indication d’allogreffe chez les patients jeunes, quelque soit le 

statut p53. Celui-ci peut d’ailleurs être réévalué avant chaque nouveau traitement. Pour les 

patients non éligibles à l’allogreffe, des protocoles de traitement à base d’alemtuzumab sont 

recommandés en cas d’altération de p53. Dans les cas de rechutes précoces sans anomalie 

de p53, il est plutôt préférable de ne pas réutiliser le traitement de la 1ère ligne mais de 

choisir des drogues alternatives comme la bendamustine par exemple. Pour les rechutes 

tardives (i.e. >2 ans), le protocole thérapeutique de 1ère ligne peut être réappliqué. 
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Figure 19 : Orientation du choix de traitement de première ligne de la LLC. 

D’après les recommandations internationales [137]. 

 

6.9.3. Les critères de réponses au traitement et maladie résiduelle 

Les critères de réponses au traitement ont été décrits en détail dans le recommandations 

du groupe de travail international sur la LLC [225].  

La rémission complète est définie en 5 points :  

 Maladie résiduelle (MRD) négative dans le sang et/ou la moelle (i.e. MRD<10-4) 

 Absence d’adénopathies significatives (i.e. ≥1.5 cm) 

 Absence de splénomégalie et d’hépatomégalie 

 Absence de signes généraux (fièvre, sueurs, altération de l’état général, …) 

 Amélioration des paramètres de la NFS (i.e. neutrophiles ≥1.5G/l, plaquettes 

≥100G/l et hémoglobine ≥11g/dl). 

Une réponse partielle au traitement est définie par une diminution de 50% de la 

lymphocytose périphérique et des adénopathies et des cytopénies réduites de 50%. Les 

autres cas correspondent soit à une maladie stable ou une maladie progressive le cas 

échéant. 

Patient « fit » Patient « unfit »

Indication de 
traitement de 1ère ligne

oui non

FCRTraitement à base 
d ’Alemtuzumab

Evaluation pour 
allogreffe

Atteinte 
de TP53 ?

Atteinte 
de TP53 ?

oui non

Chlorambucil + 
anti-CD20

Alemtuzumab ou 
anti-CD20
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L’évaluation de la maladie résiduelle (MRD) sur sang ou moelle est réalisée par 

cytométrie en flux. Les critères de réponse complète sont  une absence de cellules B clonales 

dans le sang et une MRD <10-4 dans la moelle (soit <1 cellule de LLC/10000 leucocytes) ce qui 

correspond à la concentration des lymphocytes B CD5+ polyclonaux rencontrés dans le sang 

normal [404]. Les premières méthodes standardisées consistaient à des protocoles 4 

couleurs. Aujourd’hui, le groupe de travail européen (ERIC) précise qu’une recherche de 

clonalité des cellules CD19+/CD5+ définie par une restriction d’expression des chaines 

légères de surface  peut être suffisante dans une majorité de cas [160]. Dans les 

situations d’interprétation délicate, l’ERIC-CLL recommande l’utilisation d’un panel 

standardisé de protocoles 6 couleurs [160]. 

En 2012, Böttcher et al. démontrait au travers de l’essai clinique prospectif allemand 

CLL8, qu’une MRD<10-4 dans le sang ou la moelle après la fin du traitement était un facteur 

pronostique indépendant sur la survie sans progression et la survie globale [405]. Au cours 

de cet essai, certaines discordances entre le niveau de MRD dans le sang et la moelle ont été 

décrites. Il s’agissait essentiellement de cas où la MRD médullaire restait positive alors que le 

sang était négatif. En raison de la probable rémanence des anticorps monoclonaux à 

distance de la fin de traitement, il est recommandé de ne réaliser la MRD sanguine qu’au 

moins 3 mois après la dernière injection d’anticorps, et dans le cas contraire, la MRD 

médullaire est préférée [225].  

Une étude américaine récente menée au centre MD Anderson vient de confirmer 

l’intérêt pronostique de la MRD médullaire en fin de traitement par cytométrie en flux chez 

les patients traités par immunnochimiothérapie (protocole FCR, voir plus loin) [406]. Des 

discordances entre moelle et sang ont également été décrites. Dans cette étude, la MRD 

avait également été réalisée après 3 cycles de traitement (sur 6 cycles au total). L’analyse 

des résultats a montré qu’une MRD médullaire négative à 3 mois prédit aussi bien la survie 

sans progression et la survie globale qu’une MRD négative en fin de traitement [406]. Les 

auteurs posent alors la question d’une désescalade du traitement des patients sur la base 

d’une MRD précoce à mi-parcours. 
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Enfin, une autre étude italienne a comparé 3 méthodes d’évaluation de la MRD : 

cytométrie 4 couleurs (recommandation initiale de l’ERIC utilisée dans l’étude du MD 

Anderson), cytométrie 8 couleur et Q-PCR spécifique d’allèles (amorces spécifiques de la 

région jonctionnelle de chaque clone). Les auteurs ont confirmé la valeur pronostique de la 

MRD mais ils n’ont retrouvé aucune différence significative entre les 3 techniques utilisées 

[407]. Une équipe allemande avait cependant préalablement démontrer que l’approche par 

PCR était plus sensible pour les MRD très faibles inférieures au seuil de 10-4 [408]. La MRD 

moléculaire peut également être réalisée par séquençage de nouvelle génération (NGS). Une 

équipe américaine a publié en 2013 une étude comparative de l’approche NGS par rapport à 

la Q-PCR dans l’évaluation de la MRD des patients atteints de LLC et ayant été allogreffés 

[409]. Dans cette étude, la limite de détection du clone était de 10-6 et la limite de 

quantification de 10-5, soit 10 fois plus sensible que la Q-PCR. Le temps de doublement de la 

MRD <12 mois avec des charges alléliques ≥10-5 prédisait un risque de rechute de 50% à 1 an 

après l’évaluation de la MRD et de 90% à 2 ans post-MRD [409]. 

6.9.4. Les nouvelles options thérapeutiques  

Ce chapitre reprend les principales avancées ou innovations thérapeutiques concernant 

la LLC et n’est pas le reflet exhaustif de tous les essais cliniques actuellement réalisés. 

6.9.4.1. Les nouvelles molécules thérapeutiques et nouvelles voies ciblées 

Ibrutinib et idelalisib : ces 2 molécules, l’ibrutinib (inhibiteur de BTK, ancien PCI-32765) 

et l’idélalisib (inhibiteur de PI3Kancien CAL-101) se distinguent particulièrement des 

autres et viennent d’obtenir une autorisation de mise sur le marché (AMM) aux Etats-Unis 

dans le traitement de la LLC. Ces 2 molécules ciblent les voies du BCR et sont actives même 

sur les cas de LLC avec délétions de p53 [410]. Leur action est caractérisée par une 

« chasse » ganglionnaire, conduisant à une fonte des adénopathies et à une 

hyperlymphocytose majeure et persistante dans le sang périphérique [411,412]. Cette 

hyperlymphocytose ne doit pas être interprétée comme un critère « classique » de mauvaise 

réponse au traitement telle que ceux que l’on applique pour évaluer les résultats d’agents 

cytotoxiques ou d’anticorps monoclonaux (voir plus haut). Les modalités de ces nouveaux 
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traitements ressemblent à celles de la leucémie myéloïde chronique depuis l’avènement des 

inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK). Il s’agit d’une prise journalière en continu, ce qui n’est 

pas sans poser des problèmes de coût.  

Fostamatinib : c’est un inhibiteur de la kinase Syk, enzyme-clé de la transduction du 

signal du BCR. Il s’agit de la prodrogue du R406 qui avait été extensivement étudié in vitro et 

qui est capable d’inhiber le signale basal du BCR (signal tonique) sur les cellules non activées 

par l’antigène [413].  Cette prodrogue est administrable per os. Les effets indésirables 

principaux sont neutropénie, thrombopénie et diarrhée. Cette molécule est actuellement en 

phase III de son développement. 

Dasatinib : c’est un ITK de 2ème génération développé initialement pour le traitement de 

la LMC grâce à son activité inhibitrice sur Abl. Le dasatinib présente également une activtié 

inhibitrice des Scr-kinases. Dans le lymphocyte B, la Src-kinase Lyn permet d’initier le signal 

du BCR en phophorylant les tyrosines spécifiques des régions ITAM des co-récepteurs CD79A 

et CD79B. Dans la LLC, il y surexpression de la Scr-kinase Lyn sous forme activée [414], avec 

une forme cytoplasmique anormale [415]. Les essais du dasatinib chez des patients atteints 

de LLC ont montré une efficacité sur les adénopathies alors que la lymphocytose circulante 

était peu impactée [137].  Chez les patients réfractaires à la fludarabine, l’association du 

dasatinib a un effet modeste sur la réponse à cet agent cytotoxique [416]. 

Un autre développement pharmacologique innovateur concerne l’inhibition de la 

protéine anti-apoptotique Bcl2 et apparentés. Cette inhibition est réalisée par des 

inhibtieurs directs de Bcl2 ou des petits peptides du groupe des « BH3 mimétiques » (par 

analogie à leurs équivalents physiologique [137].  

ABT-199 : il s’agit d’un inhibiteur spécifique de Bcl2. Une dose unique d’ABT-199 

administrée à 3 patients atteints de LLC réfractaire a induit une lyse tumorale importante en 

24h [417]. 

AT-101 : il s’agit d’un BH3 mimétique administrable per os qui agit sur Bcl2, Bcl-XL et 

Mcl1. Il permet de limiter les effets du microenvironnement sur la chimiorésistance. Des 
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essais de phase I/II en association avec le rituximab ou le lénalidomide ont donné des 

résultats satisfaisants [137,418]. 

Des agents immunomodulateurs ou des anticorps monoclonaux anti-CD20 de 2nde 

génération sont également testés cliniquement : 

Lénalidomide : il s’agit d’une molécule proche du thalidomide utilisé dans les années 50 

comme sédatif et anti-nauséeux avant que sont action immunomodulatrice et son efficaicité 

dans le myélome ne soient démontrées. Chez les patients atteints de LLC, le lénalidomide a 

permis d’obtenir 30% à 50% de réponse complètes en monothérapie. Le taux de réponse est 

amélioré lorsqu’il est associé au rituximab, même chez les patients réfractaires porteurs 

d’une del(17p) [419]. Cependant la triple association lénalidomide + rituximab + fludarabine 

présente une trop forte toxicité [137]. Une particularité de l’utilisation du lénalidomide chez 

les patients est le phénomène de «flambée ganglionnaire» : il s’agit d’une sensation 

d’échauffement intense des ganglions, un phénomène observé uniquement chez les 

malades atteints de LLC [137]. 

Enfin, des inhibiteurs des kinases dépendantes des cyclines (CdK) comme le flavopiridol, 

des inhibiteurs d’HDAC comme l’acide valproïque, sont également explorés [137]. Les 

inhibiteurs de -sécrétase pourraient être particulièrement efficaces chez les patients 

porteur de mutations activatrice de NOTCH1 [420]. La voie de stimulation du clone par les 

cytokines BAFF/APRIL peur être inhibée par un ligand inhibiteur du récepteur TACI 

(atacicept) et le récepteur du CXCL12 (SDF-1), le CXCR4, peut être inhibé par le plerixafor 

[71]. Des tests in vitro suggèrent un intérêt pour la geldanamycine, un inhibiteur de Hsp90 

chez les patients porteurs d’anomalies de p53 [421]. 

6.9.4.2. Les nouveaux anticorps 

Obinutuzumab (GA-101) : il s’agit d’un Ac monoclonal anti-CD20 de 2nde génération qui 

se distingue, en particulier des précédents comme le rituximab, par l’orientation du 

fragment Fc une fois fixés à la surface de la cellule. Ce fragment Fc plus « disponible » 

augmente l’efficacité de cet anti-CD20 de 2nde génération en activant plus fortement la lyse 
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cellulaire par ADCC (cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps), ADCP (phagocytose 

cellulaire dépendante des anticorps) ou CDC (cytotoxicité dépendante du complément) 

[422]. Les essais cliniques de phase III ont montré en particulier une plus grande efficacité de 

l’association GA-101+chlorambucil par rapport à rituximab+chlorambucil chez des patients 

comme non préalablement traités définis « unfit » qui sont les patients majoritairement 

rencontrés en pratique courante [423]. 

Des anticorps ciblant de nouveaux antigènes comme le CD23 (lumiliximab) ou le CD37 

(TRU-016 : une molécule à structure brevetée proche d’une IgG humanisée mais plus petite 

qu’un Ac (brevet SMIP™)) sont également potentiellement efficaces pour traiter les patients 

atteints de LLC [424]. Le blinatumomab, un anticorps bi-spécifique anti-CD19 et anti-CD3 

(technologie BiTE™), utilisé avec succès dans les LAL-B [425–427], pourrait également 

présenter un intérêt dans les lymphopathies B matures [424]. 

6.9.4.3. Immunothérapie et thérapie « immunogénique » 

L’immunothérapie ou la vaccination anti-tumorale est un défi de longue date. Deux 

approches ont bénéficié d’une activité de recherche intense.  

Vaccination anti-tumorale et modulation de l’immunogénicité des cellules malignes 

La réaction immune anti-tumorale par les lymphocytes T cytotoxiques (CTL) est peu 

efficace dans la LLC. Des approches de vaccinations anti-tumorales ont été développées pour 

induire une réponse immunitaire efficace. Les premiers essais ont consisté à injecter au 

patient des cellules tumorales oxydées autologues [428]. Parallèlement des tentatives  de 

vaccinations par injection de cellules dendritiques allogéniques ou autologues « pulsées » 

ont été réalisées. Le principe était de stimuler in vitro des cellules dendritiques avec des 

lysats tumoraux ou des corps apoptotiques [429–431]. Enfin, des vaccinations peptidiques 

ont permis d’obtenir une certaine réponse immunitaire anti-tumorale, en utilisant en 

particulier le peptide RHAMM (Receptor for Hyaluronic Acid Mediated Motility), un antigène 

tumoral exprimé par les cellules de LLC [432] 

 



 
 

117 
 
 

La thérapie « immunogénique » et récepteurs chimériques de l’antigène (CAR) 

Il s’agit là d’une innovation remarquable aux confins de l’immunothérapie et de la 

thérapie génique. Il est actuellement possible de modifier génétiquement in vitro les 

lymphocytes T du patient pour induire l’expression d’un récepteur chimérique de l’antigène 

(« chiméric antigen recpetor » ou CAR) composé (i) d’un domaine extracellulaire de type Ig 

capable de reconnaître le CD19,  (ii) d’un domaine transmembranaire généralement issu du 

CD8 et (iii) d’une combinaison de domaines intracellulaires activateurs [433]. Cette nouvelle 

approche, ou thérapie « immunogénique », a été testée avec succès dans des essais 

cliniques de phase I/II concernant des patients atteints de LLC [433]. 

 

7. Le BCR : mutations somatiques, répertoire et rôle de ZAP70 

L’étude des gènes codant pour le BCR dans la LLC a probablement conduit à la plus 

célèbre des découvertes dans cette lymphopathie. En 1999, Le statut mutationnel du gène 

de la chaine lourde des immunoglobulines (IgVH) a permis de répondre en grande partie à 

l’hétérogénéité de l’évolution clinique de la LLC, en particulier pour les patients de stade peu 

avancé [434]. L’analyse de ce locus s’est ensuite affinée avec l’analyse du répertoire et la 

description de BCR dits « stérérotypés », permettant de nuancer dans certains cas 

l’information pronostique brute du statut mutationnel [435]. Cette valeur pronostique du 

BCR a été relayée au niveau phénotypique tout d’abord (CD38, ZAP70, …) puis au niveau 

génétique, jusqu’à très récemment par le séquençage haut débit, dévoilant peu à peu un 

nouveau visage de la maladie. La grande dépendance des cellules de LLC à l’engagement du 

BCR a ouvert la voie à de nouvelles stratégies thérapeutiques [436]. 

L’étude du répertoire du BCR des cellules de LLC a commencé au début des années 90 et 

il était déjà connu que les cellules de LLC présentaient des mutations somatiques dans près 

de 50% de cas [434]. Le seuil de 98% pour définir le statut muté ou non muté avait été choisi 

pour rendre compte des nombreux polymorphismes des gènes de la chaine lourde du BCR 

[434]. 
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7.1. Le statut mutationnel du locus IgVH 

7.1.1. Statut mutationnel et pronostic 

En 1997, Oscier et al. relatait la différence du taux de mutations somatiques du locus 

IgVH des LLC de mauvais pronostic avec trisomie 12 (10 patients, taux moyen de mutation à 

0.34%) et des LLC de bon pronostic avec del(13q) isolée (12 patients, taux moyen de 

mutation à 6.4%) [437].  

En 1999, 2 publications simultanées ont clairement établi la valeur pronostique du statut 

mutationnel du locus IgVH dans la LLC [438,439]. L’équipe anglaise de Hamblin et al. a 

démontré la différence significative de survie globale sur une série de 84 patients selon leur 

statut mutationnel [438]. Avec un seuil à 2% (soit 98% d’identité), l’analyse du statut 

mutationnel du locus IgVH permettait une stratification pronostique majeure avec une 

médiane de survie de 393 mois (24 ans) contre 95 mois (8 ans) pour les LLC « mutées » et 

« non mutées » respectivement. Cette étude retrouvait également un biais de 

réarrangement du gène IGHV1-69 dans les cas de LLC non mutées. L’équipe américaine de 

Damle et al. avaient étudié une série de 47 patients. Bien que les données de survie globale 

n’aient été analysées que sur les 25 patients de stade Rai intermédiaire (I/II), les auteurs ont 

retrouvé l’impact pronostique du statut mutationnel IgVH avec le seuil de 2% [439]. Les 

médianes de survies étaient comparables entre les 2 études, avec ici une médiane de 17 ans 

et 9 ans pour les LLC mutées et non mutées respectivement. Dans cette seconde étude, une 

association forte avec l’expression du CD38 avait été démontrée [439]. 

Par la suite, cette valeur pronostique du statut mutationnel a été confirmée sur plusieurs 

autres études de plus grande ampleur [243,305,440]. Une équipe française a également 

démontré que le statut mutationnel est indépendant et complémentaire du stade Binet 

[441]. Au final, la prévalence du statut IgVH non muté dans les différentes séries publiées a 

évolué de 26% à 40% sur les premières études majeures [166,243,442,443]. Alors que cette 

proportion semble plus proche de 40% sur les dernières grandes séries européennes 

(n>1000) [227,302] et l’étude d’Agathangelidis et al. sur plus de 7000 séquences de toute 



 
 

119 
 
 

l’Europe à retrouvé 45% de cas non mutés [435]. Sur nos dernières données personnelles 

publiées, nous avons retrouvé une fréquence de LLC non mutées évaluée à 40% (60/150). 

Après cette première « révélation » du statut mutationnel, une « réplique » identifiant la 

très forte association du statut non muté avec la surexpression de ZAP70 par analyse de 

profil d’expression de gènes a « secoué » le monde de la LLC [442,444]. Il s’en est suivi de 

multiples tentatives pour identifier le meilleur marqueur capable de prédire le statut 

mutationnel des cellules clonales [434]. La recherche du ou des vrais « surrogates » (i.e. 

« substituts »), a identifié 4 candidats principaux : ZAP70, CD38, l’enzyme LPL et le récepteur 

immature de la Laminine (iLR) [350,434]. Le CD38 s’est avéré être un mauvais marqueur 

compte-tenu de discordances dans 30% des cas environ et d’une variation de son expression 

au cours de l’évolution de la maladie dans 25% des cas [434]. Les études de corrélation du 

statut ZAP70 évalué par cytométrie en flux ont donné de meilleurs résultats, toutefois, alors 

que les premières études retrouvaient des taux de concordance autour de 94% [442,445], 

une 3e étude utilisant un Ac anti-ZAP70 différent n’a retrouvé que 77% de concordance 

[446]. Les résultats publiés de notre équipe montrent une concordance évaluée entre 78% 

[447] et 87% [448] selon la technique utilisée. Le récepteur immature de la laminine est 

surexprimé à la surface des LLC mutées et donne un taux de concordance d’environ 80% 

[449]. Des essais visant à déterminer au mieux le pronostic des patients ont combiné le 

statut mutationnel, CD38 et ZAP70 [450]. D’autres ont élaboré un score avec 6 marqueurs 

phénotypiques (CD62L, CD54, CD49c, CD49d, CD38 et CD79b) permettant d’identifier 3 

groupes corrélés au statut IgVH et ZAP70 [451].  

7.1.2. La signification du statut mutationnel et origine de la cellule maligne 

AID est l’enzyme clé qui contrôle à la fois les mutations somatiques (SHM) et la 

recombinaison de classe (CSR). Il avait été admis que les cellules de LLC pouvaient être des 

cellules B naïves de part la double expression IgM et IgD à leur surface [452]. Cependant 

l’observation de mutations somatiques dans presque 50% des cas est un argument contre 

cette hypothèse [434,452]. L’expression dans presque tous les cas du CD27, marqueur des B 

mémoire post-centre germinatif, est un argument de plus dans cette direction [434,452].  
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Si on pose alors la question de la cellule d’origine de la LLC, la simple comparaison de la 

génétique du BCR laisse apparaître une dichotomie évidente : les LLC mutées seraient issues 

du centre germinatif contrairement aux LLC non mutées. Il apparait d’ailleurs sur plusieurs 

études qu’environ 1/3 des cas de LLC mutées présentent des mutations dans la région 5’ non 

traduite (5’-UTR) du gène Bcl6 qui sont spécifiques du passage dans le centre germinatif et 

qui surviennent sous l’action d’AID [453–456].  

Cependant, la surexpression du CD38 est principalement retrouvée sur les LLC non 

mutées. Le CD38 est également un marqueur d’activation dont l’expression est 

physiologiquement induite dans le centre germinatif. Donc ce phénotype CD38+ serait en 

faveur de cellules B dites « on going mutations » [452]. Les cellules de LLC non mutées 

expriment d’ailleurs l’ARNm d’AID et ses variants d’épissage, alors que très peu de LLC 

mutées expriment AID [457]. A ce niveau, 3 hypothèses sont possibles pour expliquer le 

phénotype des cellules de LLC non mutées :  

 Il pourrait s’agir de cellules B ayant effectivement fait l’expérience de l’antigène 

mais possédant d’emblée un BCR de haute affinité, ce qui n’induirait pas le 

phénomène de SHM [452]. 

 Il pourrait s’agir de cellules B ayant répondu à un antigène T-indépendant [452] 

d’autant plus que la voie NOTCH2, caractéristique des lymphocytes B de la zone 

marginale, est constitutivement activée dans la LLC [458] et contrôle l’expression 

du CD23 dans ces cellules [459–461]. 

 Il pourrait s’agir de cellules B naïves authentiques qui auraient acquis l’expression 

du CD27, CD38, CD5 et AID au cours de la transformation maligne [452]. 

 

7.2. Expression d’AID et recombinaison de classe des cellules de LLC 

Les cellules de LLC sont IgM+/IgD+. Cependant, une faible proportion de cas de LLC ont 

fait l’expérience de la recombinaison de classe (CSR). Environ 6% des cas de LLC expriment 

une IgG de surface sans IgM [462] mais plusieurs études suggèrent qu’une certaine 

proportion du clone fait l’expérience de la recombinaison de classe [452,463–465].  
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Les cellules de LLC démontrent une certaine dissociation entre les phénomènes de SHM 

et CSR [466]. L’enzyme AID est paradoxalement exprimée dans les cellules de LLC non mutée 

alors qu’il est rare de trouver des transcrits messagers de cette enzyme dans les LLC mutées 

[466]. L’analyse des régions pré-switch portent les mutations caractéristiques de l’action 

d’AID [466]. De même, lorsqu’on induit l’expression d’AID dans les cellules de LLC mutées 

par activation, l’ARNm d’AID est exprimé et associé à l’apparition de mutations dans les 

régions pré-switch sans provoquer de SHM [466]. Ces résultats suggèrent que le phénomène 

de SHM dans les LLC requiert d’autres éléments régulateurs qui ne semblent pas présents 

dans ces cellules [466].  

En 2009, Marantidou et al. ne retrouvaient pas de différence significative du niveau 

d’expression des différents variants d’épissage de l’ARNm d’AID entre les cellules de LLC de 

phénotype IgM/IgD ou de phénotype IgG [457]. En 2002, Opezzo et al. détectait des ARNm 

d’Ig relatives au clone mais avec des isotypes de chaine lourde différents dans 11/25 cas de 

LLC, certaines cellules pouvant même rarement exprimer une IgM, une IgD et une IgG ou IgA 

membranaire [452], mais seulement 6/11 LLC IgG ou IgA étaient non mutées [452]. En 

réalité, toutes les LLC ayant fait l’expérience de la CSR pour exprimer un BCR de classe IgG 

n’appartiennent pas au groupe des LLC non mutées. Par exemple, les LLC de phénotype IgG 

qui expriment un BCR stéréotypé utilisant le gène IGHV4-39 (subset#8 défini plus loin) sont 

classiquement des LLC non mutées [467,468]. A l’inverse, les LLC IgG qui expriment un BCR 

stéréotypé utilisant le gène IGHV4-34 (subset#4) sont classiquement des LLC mutées et ce 

subset est caractérisé par une grande diversité intraclonale sur la base des mutations 

acquises au niveau des gènes des immunoglobulines [467,469–471]. 

Ces données démontrent la relation complexe entre l’expression d’AID, le statut 

mutationnel IgVH et la recombinaison de classe. La dissiciation des fonctions d’AID, i.e SHM 

versus CSR, n’est pas une règle stricte dans la LLC. 

 

 



 
 

122 
 
 

7.3. Le répertoire du BCR et BCR stéréotypés 

La physiologie du BCR est marquée par une grande variabilité contrôlée au cours du 

développement initial du lymphocyte B (maturation antigène indépendante) et de la 

réponse immune (maturation antigène dépendante). La juxtaposition des diversités 

combinatoires et jonctionnelles, parfois accompagnée de SHM le cas échéant, permet 

d’évaluer la probabilité que 2 lymphocytes différents aboutissent à un BCR identique à 

environ 10-12 [472]. L’accumulation depuis de nombreuses années des données de 

séquences IgHV concernant la LLC et la mise au point de nouveaux procédés 

bioinformatiques pour les analyser permet aujourd’hui d’avoir un point de vue global sur le 

répertoire BCR dans cette pathologie [472]. Même si seuls les gènes IGVH sont discutés dans 

les analyses de BCR stéréotypés, les gènes IGDH et IGJH subissent également une pression 

de sélection [473] tout comme les gènes des chaines légères [474]. 

Le répertoire IgHV des cellules de LLC est partiellement biaisé par rapport à celui des 

lymphocytes B normaux. L’étude exhaustive menée par Agathangelidis et al. en 2012 

compilant plus de 7000 séquences de LLC [435] permet la comparaison aux résultats 

obtenus par Boyd et al. en 2010 sur des lymphocytes B périphériques normaux de 12 

donneurs sains [475]. Cette comparaison révèle une plus grande fréquence d’utilisation des 

gènes IGHV1-2, IGHV1-69, IGHV3-7 et IGHV4-34 dans la LLC (Figure 20). Les autres gènes 

fréquemment réarrangés du groupe VH3 (i.e. IGHV3-21, IGHV3-23, IGHV3-30 et IGHV3-74) et 

du groupe VH4 (i.e. IGHV4-39 et IGHV4-59) sont utilisés avec des fréquences identiques dans 

les cellules de LLC et les lymphocytes B normaux. Parallèlement au biais d’utilisation des 

gènes IGHV, certains réarrangements avec les gènes IGHD et IGHJ sont observés dans la LLC. 

Les gènes IGHV1-69 et IGHV1-2 sont souvent réarrangés avec les gènes IGHD3-3 (30%) et 

IGHD6-19 (23%) respectivement [435]. Les gènes IGHV1-69 et IGHV3-21 sont également 

souvent réarrangés avec le gène IGHJ6 (56% et 70% respectivement) [435]. A l’inverse, les 

autres gènes IGHV fréquents tels que IGHV3-7, IGHV3-23 et IGHV4-34, ne montrent pas de 

spécificités de réarrangement avec certains gènes IGHD ou IGHJ [435]. Les réarrangements 

des gènes IGHV1-69 et IGHV1-2 sont très fréquemment pas ou peu mutés (i.e. <2%) et les 

réarrangements des gènes IGHV4-34, IGHV3-7 et IGHV3-23 sont très fréquemment mutés. 
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Figure 20 : Comparaison des répertoires IGHV des lymphocytes B normaux et des lymhocytes B de LLC. 

 La figure représente les fréquences de réarrangement des differents gènes IGHV dans les lymphocytes B normaux et 

les lymphocytes B de LLC tels que publiés dans les travaux deBoyd et al. (> 100000 séquences obtenues à partir de 12 

volontaires sains, Boyd et al.,[475])  et d’Agathangelidis et al. (>7000 séquences de LLC, Agathangelidis et al., [435]). Les 

barres grises identifient les gènes IGHV dont la fréquence est  ≥5% dans chaque groupe de lymphocytes B).  

 

L’analyse des séquences d’immunoglobulines des cellules de LLC sur de grandes séries de 

patients a permis de mettre en évidence la présence de BCR stéréotypés. Le terme 

générique de BCR stéréotypé correspond à des séquences d’immunoglobulines dont les 

motifs hypervariables HCDR3 sont très proches du point de vue de la séquence en acides 

aminés. Deux BCR sont définis comme appartenant au même stéréotype si leur séquence en 

acides aminés du motif HCDR3 partagent 50% d’identité en acides aminés et 70% de 

Répertoire IGVH des B normaux d’après Boyd et al., Journal of Immunology, 2010

Répertoire IGVH des B de LLC d’après Agathangelidis et al., Blood, 2012
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similarités basée sur les caractéristiques physicochimiques des acides aminés [435]. Les 

stéréotypes identifiés définissent des « subsets » identifiés par un numéro (ex. subset#1, 

subset#2, …). Si on étudie plus fréquemment la séquence de la chaîne lourde de manière 

isolée, la définition complète d’un BCR stéréotypé implique également une chaine légère qui 

répond aux critères de stéréotypie. La mise en évidence de BCR stéréotypés dans la LLC 

signifie que les cellules B clonales de plusieurs patients différents partagent un BCR presque 

identique, probablement à cause d’une pression de sélection par un antigène de structure 

très proche [467,476]. 

Il est désormais admis qu’environ un tiers des LLC présente un BCR stéréotypé 

[435,467,472,476–478] et que leur fréquence peut varier selon la zone géographique [479]. 

Il a été décrit plus d’une centaine de subsets. Agathangelidis et al., ayant mené la plus large 

étude, a défini 19 substets qualifiés de « majeurs » qui regroupent en fréquence 12% de tous 

les cas de LLC et 40% de tous les BCR stéréotypés décrits dans cette pathologie [435]. Les 

BCR stéréotypés sont plus fréquemment rencontrés dans les LLC non mutées. Certains de 

ces subsets sont associés à une valeur pronostique. Les données biologiques récentes ont 

permis de leur associer des anomalies cytogénétiques récurrentes et des mutations de gènes 

impliquées dans l’évolution du clone. Les principaux subsets impactant le pronostic sont 

répertoriés ci-après.  

Subset#1 : constitué par le réarrangement de gènes IGHV du clan I (i.e. IGHV1, IGHV5 et 

IGHV7) associé à une chaine légère Kappa IGKV1-39 [467]. Les LLC avec BCR stéréotypé du 

subset#1 présentent une fréquence élevée de del(11q) et de mutations de NOTCH1. Le 

subset#1 est associé à un mauvais pronostic. 

Subset#2 : constitué par le réarrangement du gène IGHV3-21 et du gène IGHJ6. Il est 

associé à une chaine légère Lambda (IGLV3-21) [467]. La valeur péjorative de ce BCR 

stéréotypé sur le pronostic de la LLC est connu depuis plus de 10 ans [480]. Ce BCR fait 

exception puisque son taux de mutation est supérieur à 2% mais le pronostic associé est 

équivalent à celui des LLC non mutées. Les LLC avec BCR stéréotypé du subset#2 présentent 

une fréquence élevée de del(13q) isolée et de mutations de SF3B1. 
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Subset#4 : constitué par le réarrangement du gène IGHV4-34 et une chaine légère Kappa 

IGKV2-30 [467]. Il est associé à une chaine légère Kappa et à des LLC de phénotype IgG. Les 

LLC avec BCR stéréotypé du subset#4 ne présentent pas d’accumulation d’évènement 

génétique particulier. Ces cas de LLC sont de bon pronostic et touche fréquemment des 

patients plus jeunes. 

Subset#8 : constitué par le réarrangement du gène IGHV4-39. Il est associé à une chaine 

légère Kappa IGKV1-39 [467] et également à un phénotype IgG des cellules clonales. Les LLC 

avec BCR stéréotypé du subset#8 présentent une fréquence élevée de trisomie 12 et de 

mutations de NOTCH1 ou FBXW7. Le subset#8 est associé à un mauvais pronostic avec en 

particulier un risque de transformation (syndrome de Richter) évalué à 68% à 5 ans sur une 

série italienne de 2009 [481].  

Subset#10, #28 et #59 : ces subsets moins fréquents présentent des caractéristiques 

proches de celles du subset#8. 

Certains de ces stéréotypes ont pu être retrouvés dans des populations B normales 

[482]. Par exemple, des lymphocytes B avec les caractéristiques du subset#8 sont présents 

dans le sang de donneurs sains et leur nombre augmente avec l’âge [482]. L’analyse de 

Darzentas et al. montre que 80% des BCR « très » stéréotypés (i.e. groupes de BCR 

extrêmement homogènes définis par des alogorythmes biosatistiques spécifiques) 

rencontrés dans la LLC reposent sur le réarrangement de seulement 6 gènes IGHV (IGHV1-

69, IGHV1-3, IGHV1-2, IGHV3-21, IGHV4-34 et IGHV4-39) et que, à l’exception des gènes 

IGHV3-21 et IGHV4-34, ils sont tous non mutés. Cette observation est en faveur de 

l’hypothèse selon laquelle ces lymphocytes B fréquents et peu mutés sont issus d’une 

immunité « innée » [483]. Les auteurs identifient alors, sur la base de la stéréotypie des BCR, 

2 groupes de LLC : (i) un groupe avec des BCR stéréotypés, le plus souvent non mutés, 

probablement en rapport avec des lymphocytes B « innés » et (ii) un groupe avec des BCR 

non stéréotypés, i.e. tous particuliers et uniques, le plus souvent mutés, vraisemblablement 

en rapport avec des lymphocytes post-centre germinatif. Cette analyse fait écho avec les 

hypothèses émises presque 10 années plus tôt selon lesquelles les LLC non mutées 



 
 

126 
 
 

pourraient être issus de lymphocytes B normaux CD5+ ressemblant aux lymphocytes B1 chez 

la souris. Ces lymhpocytes B1 murins ont pour caractéristique d’être localisés 

essentiellement dans le péritoine, d’être souvent poly- ou autoréactifs et entrent dans le 

cadre de l’immunité innée [452]. 

 

7.4. La spécificité antigénique, BCR tonique et BCR autonome 

Compte-tenu de la forte prévalence des BCR stéréotypés, l’hypothèse selon laquelle les 

cellules de LLC pourraient être stimulées par un ou des antigènes particuliers a été testée 

par plusieurs équipes. Il en ressort effectivement que les cellules de LLC produisent des 

anticorps autoréactifs et polyréactifs, capables de reconnaître en particuliers des antigènes 

exprimés par les corps apoptotiques [226]. Les auto-antigènes fréquemment retrouvés dans 

la littérature correspondent soit à des peptides du cytoquelette (vimentine, filamine, …) ou 

des particules oxydées de lipoprotéines de faible densité (« low density lipoprotein » ou 

LDL). Ces auto-antigènes sont exposés lors de l’apoptose des cellules. Les mêmes études ont 

également retrouvé que les BCR des LLC sont également capables de reconnaître des 

antigènes bactériens (lipopolysaccharide, polysaccahride capsulaire). Les BCR des LLC non 

mutées sont très fréquemment polyréactifs vis-à-vis de ces antigènes. [484–486]. Il pourrait 

s’agir pour une partie d’entre eux de super-antigènes, capables de reconnaître le BCR par 

leurs régions FR et activer les cellules B quelque soit leur spécificité épitopique [226]. Ceci 

suggère une réponse immune de type TI-2 Btk-dépendante, peut-être en lien avec la grande 

efficacité clinique de l’ibrutinib (inhibiteur de Btk) discutée plus loin. 

Les cellules de LLC présentent également un signal BCR « tonique ». Le signal tonique du 

BCR correspond à la transduction d’un signal par le récepteur en l’absence de ligand et en 

l’absence de mutation activatrices sur les co-récepteurs CD79A et CD79B [487]. Il a été 

retrouvé dans plusieurs études qu’il est possible de mettre en évidence la phosphorylation 

de cibles du BCR (Syk, Lyn, Erk, …) en l’absence de stimulation du BCR [436]. Ce signal 

tonique du BCR a également été retrouvé dans les lymphocytes B CD5+ normaux chez 

l’homme [488].  
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Enfin, il a récemment été mis en évidence que certains BCR de LLC étaient capables de 

reconnaître par leur région hypervariable CDR3 un épitope spécifique localisé sur les régions 

non variables de la chaine lourde du BCR. Ce motif localisé dans la région FR2 peut alors être 

reconnu par une molécule de BCR adjacente portant le CDR3 spécifique et donc activer le 

signal du récepteur. Cette modalité particulière de signalisation a été appelée signal 

« autonome » du BCR [489,490]. 

A notre connaissance et selon des résultats non publiés de notre équipe, il n’a pas été 

mis en évidence de mutations activatrices des domaines ITAM de CD79A et CD79B dans la 

LLC. 

 

7.5. Structure et fonction de ZAP70 dans les lymphopathies B 

ZAP70 (-Asociated-Protein of 70 kDa) est une protéine tyrosine kinase (PTK) décrite 

initialement dans les lymphocytes T et NK [491].  Elle est codée par un gène situé sur le 

chromosome 2 en position q12 et participe à la réponse du lymphocyte T vis-à-vis de 

l’antigène via son récepteur TCR spécifique (« T Cell Receptor »). ZAP70 est une protéine 

homologue de Syk avec laquelle elle partage 73% d’identité de séquence. Syk joue un rôle 

crucial dans la réponse du lymphocyte B à l’antigène via son récepteur, le BCR (B Cell 

Receptor), et forme avec ZAP70 une famille particulière de PTK : la famille Syk [492]. 

7.5.1. ZAP70, structure et régulation 

ZAP70 présente une structure très proche de celle de sa protéine homologue Syk. Cette 

structure comporte donc 2 domaines SH2 (« Src Homology domain type 2 ») à son extrémité 

N-terminale, qui sont espacés par une région appelée interdomaine A. En position C-

terminale se trouve le domaine kinase, et celui-ci est séparé du dernier domaine SH2 par une 

région régulatrice importante, l’interdomaine B (Figure 21). Chacun de ses domaines 

possède des particularités fonctionnelles revues par l’équipe de Au-Yeung [493]. 
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Figure 21 : Structure schématique des différents isoformes de ZAP70 et Syk. 

Les cadres bleus représentent les domaines SH-2, le cadre rouge symbolise le domaine kinase. La région linker de 23 

AA particulière à Syk est représentée par le cadre vert. Les principaux résidus tyrosines phosphorylés lors de l’activation 

sont indiqués par des ronds rouges pour les résidus activateurs et des ronds bleus pour les résidus régulateurs négatifs. 

 

7.5.1.1. Les domaines SH2 : 

Les domaines SH2 sont des structures comportant une poche de reconnaissance des 

résidus tyrosine phosphorylés. Ils sont responsables du recrutement de ZAP70 (et de Syk) sur 

les régions ITAMs (« Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif ») situés aux 

extrémités distales intracytoplasmiques des homodimères CD3 (composant 

transmembranaire du TCR). La séquence de ces ITAMs est un motif conservé D/ExxYxxI/Lx(6-

8)YxxI/L et lorsque le TCR lie le complexe antigène/CMH, des kinases de la famille Src, Lck et 

Fyn, phosphorylent  les résidus tyrosines des ITAMs. Lorsque ces deux résidus tyrosines sont 

phosphorylés, le TCR peut alors recruter ZAP70. La disposition en tandem des 2 domaines 

SH2 de ZAP70 revêt une importance fonctionnelle particulière : l’espacement entre les 2 

domaines constitue l’interdomaine A et correspond rigoureusement à l’espacement des 2 

phosphotyrosines des ITAMs. Cette particularité garantit ainsi la spécificité de l’interaction. 

Cependant, la conformation de l’interdomaine A, constitué d’un motif en hélice  flexible, 
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est sujette à modification : dans la forme auto-inhibée de ZAP70, cet espacement n’est plus 

idéal et rend la double liaison impossible. 

7.5.1.2. L’interdomaine B : 

Cette région de ZAP70 comporte 3 tyrosines qui sont phosphorylées par Lck lors de 

l’activation du TCR. Ces résidus tyrosines permettent l’ancrage de protéines diverses sur 

ZAP70 qui joue ainsi un double rôle de PTK et de protéine adaptatrice pour activer les voies 

relais du signal du TCR.  

La première tyrosine de l’interdomaine B est la tyrosine Y292. Les données 

expérimentales sur ce résidu tyrosine suggèrent qu’il joue un rôle de régulateur négatif de 

l’activité de ZAP70, cependant le mécanisme précis par lequel la tyrosine 292 phosphorylée 

diminue l’activité de ZAP70 n’est pas compris à ce jour. Les tyrosines 315 et 319 ont un rôle 

de régulateur positif de la fonction de ZAP70 et sont toutes deux phosphorylées par Lck 

après stimulation du TCR. En plus du rôle d’ancrage de protéines relais, la phosphorylation 

sur Y315 et Y319 bloque la conformation de ZAP70 dans sa forme activée en empêchant la 

protéine de revenir à sa forme auto-inhibée. Ainsi les tyrosines Y315 et Y319 semblent jouer 

un rôle de régulateur positif de ZAP70 avec une importance critique du site Y319. 

7.5.1.3. Régulation du domaine kinase : 

Le site kinase de ZAP70 est situé dans la partie C-terminale de la protéine. Il contient 2 

résidus tyrosines, Y492 et Y493, situés sur la boucle d’activation du domaine. Ces résidus 

peuvent être phosphorylés par Lck ou par ZAP70 lui-même. Des études de mutants de ZAP70 

ont mis en évidence leur rôle régulateur de l’activité du domaine kinase. En effet, le mutant 

Y492F présente une augmentation de l’activité kinase, alors que le mutant Y493F voit son 

activité très diminuée. Ces résultats suggèrent donc que le site Y492 joue le rôle d’un 

régulateur négatif de l’activité kinase et ZAP70, et le site Y493, d’un régulateur positif. 

Cependant, la phosphorylation en Y493 n’est pas le seul évènement permettant à la boucle 

d’activation d’adopter une conformation ouverte active. 



 
 

130 
 
 

7.5.1.4. Comparaison de ZAP70 et de Syk : 

Bien que les deux PTK soit des protéines homologues et présentent un niveau assez 

élevé de redondance fonctionnelle, certaines particularités méritent d’être relevées. 

Tout d’abord, les deux domaines SH2 de Syk présentent une poche de liaison aux 

phosphotyrosines dite « complètes », alors que le domaine SH2 N-terminal de ZAP70 est 

constitué d’une poche « incomplète » : sa liaison au second résidu tyrosine phosphorylé 

résulte d’une coopération complémentaire avec le domaine SH2 C-terminal qui vient 

compléter cette zone d’interaction [494]. Ensuite, le domaine SH2 C-terminal de Syk possède 

une charge positive supérieure à celle du domaine correspondant de ZAP70. Ces deux 

critères ont pour conséquence que les deux domaines SH2 de Syk présentent une affinité 

supérieure pour les régions ITAMs doublement phosphorylées [495]. 

L’interdomaine A de Syk est lui aussi composé d’un motif en hélice-, cependant, des 

analyses cristallographiques comparées de ZAP70 et Syk montrent que ce domaine est 

beaucoup plus flexible pour Syk. La conséquence fonctionnelle est que l’interdomaine A de 

Syk présente un potentiel d’interaction, avec d’autres régions protéiques, supérieur à celui 

de ZAP70. En effet, l’interdomaine A interagit avec le domaine en hélice séparant les deux 

phosphotyrosines des régions ITAMs lorsque ces PTK y sont liées. 

L’interdomaine B de Syk contient plusieurs résidus tyrosines phosphorylables lors de 

l’activation. Ces résidus constituent, parallèlement à ce qui a été décrit pour ZAP70, des 

points d’ancrage pour d’autres protéines.  

Tyrosine 290 : ce résidu est situé dans l’insert de 23 acides aminés que seule la forme 

pleine taille de Syk possède. Des expériences réalisées avec un mutant Y290F montrent que 

ce résidu augmente l’activité de Syk mais ne constitue pas pour autant un point critique pour 

l’activation de la PTK. 
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Tyrosine 317 : elle correspond à la tyrosine 292 de ZAP70. L’expression dans des cellules 

B d’un mutant de Syk délété pour ce résidu montre une hyperactivation du BCR après 

stimulation. 

Tyrosine 342 : elle correspond au résidu Y315 de ZAP70. 

Tyrosine 346 : ce résidu est indispensable pour le recrutement des adaptateurs 

cytosoliques en aval de Syk. Le résidu correspondant sur ZAP70 est Y319, qui revêt aussi une 

importance cruciale pour l’activation du TCR. 

Tyrosines 525/556 : elles sont situées dans la boucle d’activation du domaine kinase de 

Syk. Leur phosphorylation est essentielle pour l’activation de Syk et elles correspondent aux 

résidus Y492 et Y493 de ZAP70. Cependant, Syk peut activer ces résidus par 

autophosphorylation, ce que ne peut pas faire ZAP70 qui est dépendante des Src-kinases à 

ce niveau. 

Notons enfin que Syk se différencie, en particulier, de ZAP70, par la présence dans son 

interdomaine B d’un insert de 23 acides aminés, le linker de 23 AA (Figure 21). Cet insert 

augmente l’affinité des domaines SH2 pour les phospho-ITAMs. Il a d’ailleurs été décrit un 

isoforme de Syk dépourvu de cet insert, SykB [496]. 

 Au-delà des nombreuses similitudes observées entre ZAP70 et Syk, il apparaît donc 

que Syk est une PTK donc l’activation est beaucoup moins régulée de ZAP70. Cette 

particularité pourrait expliquer l’utilisation de Syk par beaucoup de types cellulaires 

différents et dans des voies de signalisation bien distinctes du BCR. Par comparaison, 

l’expression de ZAP70 est relativement restreinte au lignage lymphoïde. 

7.5.1.5. Cas particulier de l’isoforme tronqué de ZAP70 

 L’isoforme 2 de ZAP70 (TZK) correspond à la région C-terminale de la forme pleine 

taille et présente une masse moléculaire de 36 kDa [497]. Le clivage intervient au niveau de 

la méthionine 308 et élimine les 2 domaines SH2 et la partie proximale de l’interdomaine B. 

Cet isoforme conserve donc les résidus tyrosines Y315 et Y319 de l’interdomaine B et 
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l’intégralité du domaine kinase, contenant 2 tyrosines régulatrices Y492 et Y493. Le rôle de 

variant est actuellement inconnu. 

7.5.2. ZAP70 au cours  de la lymphopoïèse B normale 

L’expression de ZAP70 est décrite au cours de la lymphopoïèse B normale. Tout d’abord, 

il a été démontré, chez la souris, que ZAP70 intervient lors de la transition Pro-B/Pre-B au 

cours de la maturation des lymhpocytes B [498]. Dans cette étude, un rôle redondant dans la 

signalisation du pré-BCR est décrit pour Syk et ZAP70. L’expression de ZAP70 a été ensuite 

démontrée chez l’homme jusqu’au stade pré-B précoce de la différenciation B normale 

[499]. Dans une autre étude menée par Crespo et al., l’expression de ZAP70 a été retrouvée 

dans le contingent de progéniteurs B CD10+/CD19+/CD34+, avec un niveau d’expression 

inférieur à celui des lymphocytes T [500]. Les auteurs ont ensuite recherché l’expression de 

ZAP70 dans les lymphocytes B matures issus d’amygdales et du sang périphérique de 

volontaires sains par qRT-PCR et immunofluorescence. Aucun de ces compartiments n’a 

permis de mettre en évidence l’expression de ZAP70 dans les cellules B matures aux stades 

post-medullaires [500]. L’ensemble de ces données démontrent que ZAP70 est exprimé au 

cours des phases précoces de la lymphopoïèse B et participe au signal du pré-BCR avant 

d’être réprimé. 

Cependant, d’autres études ont décrit l’expression de ZAP70 dans les lymphocytes B 

activés chez l’homme in vivo [501]. Dans l’étude de Cutrona et al., l’ARNm de ZAP70 a été 

détecté uniquement dans la fraction des lymphocytes B activés CD38+ issus d’amygdales, 

mais pas dans les cellules B quiescentes périphériques [501]. L’expression de ZAP70 dans les 

lymphocytes B matures paraît être inductible in vitro, par une stimulation polyclonale avec 

diverses combinaisons de CD40L, IL4, IL6, IL10, IL15 ou CpG ODN [502]. Les travaux menés 

par Scielzo et son équipe viennent appuyer ces 2 dernières études [503]. Enfin, il a été décrit 

que l’activation du TLR9 par des GpC ODN induit la surexpression de ZAP70 par les 

lymphocytes B IgM+, via MyD88 et mTOR [504]. On peut noter que l’activation du BCR et du 

TLR2 n’a pas permis la surexpression de ZAP70 dans cette étude. Enfin, aucune corrélation 

n’a été révélée à ce jour entre l’expression de ZAP70 et le statut CD5+ du lymphocyte B. 
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7.5.3. ZAP70 et lymphopathies B 

L’étude transcriptomique menée par Rosenwald et al. a été la première à démontrer que 

ZAP70 est anormalement surexprimé dans les LLC dont la séquence de la région variable de 

la chaîne lourde des immunoglobulines (région IgVH) est non mutée [444]. L’expression de 

ZAP70 était connue jusqu’alors comme restreinte exclusivement aux lymphocytes T et NK 

[491]. 

La surexpression de ZAP70 a ensuite été recherchée dans l’ensemble des lymphopathies 

B. Les travaux de Sup et al. [505] et d’Admirand et al. [506] en 2004, Carreras et al. en 2005 

[507] et Scielzo et al. en 2006 [503] ont recherché l’expression de ZAP70 par 

immunohistochimie (IHC) sur des coupes de ganglion infiltrés par des lymphomes B. Il 

apparaît ainsi que la LLC est l’hémopathie présentant la plus grande fréquence de 

surexpression de ZAP70, avec 47% de cas positifs en moyenne sur les 3 séries (Tableau 5). 

Les autres lymphomes B présentant une surexpression de ZAP70 sont essentiellement les 

lymphomes de Burkitt (30%) et les lymphomes à cellules du manteau (13%). Environ 2% 

seulement des lymphomes de la zone marginale et des lymphomes diffus à grandes cellules 

B dans ces 3 études. Enfin, 2 seuls cas de lymphome de Hodgkin (LH) ont été retrouvés 

positifs dans la série de Sup et al.  

 Les 2 principales hémopathies B concernées par la surexpression de ZAP70 sont donc la 

LLC et le lymphome de Burkitt. 
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Tableau 5 : Fréquence observées de l’expression de ZAP70 dans les lymphopathies B. 

Le tableau reprend les résultats de l’étude de l’expression de ZAP70 par immunohistochimie dans les lymphopathies B 

de 4 séries indépendantes publiées [503,505–507]. Pour chaque série, la première colonne rend compte du nombre total 

de cas étudiés et la colonne de droite indique le nombre de cas positifs retrouvé. La proportion en % est indiquée entre 

parenthèses.   

 

7.5.3.1. Cas particulier des leucémies aigues lymphoïdes B 

L’expression de ZAP70 a aussi été retrouvée dans environ 40% des cas de leucémies 

aigues lymphoïdes B (LAL-B) [499,503,505–507]. Selon la classification du stade de 

maturation des LAL-B de l’EGIL (« European Group of Immunophenotyping of Leukemia »)  

représentée dans le Tableau 6 [508], les LAL-B les plus immatures (BI et BII) présentent la 

plus grande fréquence d’expression de ZAP70 [500,509], ce qui est cohérent avec leur 

contrepartie normale. Un travail récent a également testé la surexpression de ZAP70 et de 

Bcl2 pour différencier les lymphoblastes B des hématogones lors du suivi des patients 

atteints de LAL-B. Cependant, seulement 7/23 (30%) patients présentaient une 

surexpression de ZAP70 par rapport aux hématogones dans cette étude, avec des variations 

importantes au cours du traitement et entre les blastes circulants ou médullaires [510].  

Sup et al.
2004

Admirand et al.
2004

Carreras et al.
2005

Scielzo et al.
2006

Pathologie
nb cas
total

nb cas
positifs (%)

nb cas
total

nb cas
positifs (%)

nb cas
total

nb cas
positifs (%)

nb cas
total

nb cas
positifs (%)

LLC 26 12 (46%) 37 11 (30%) 52 34 (65%) 38 18 (47%)

MCL 6 1 (17%) 39 5 (13%) 36 3 (8%) 4 2 (50%)

Burkitt 6 0 (0%) 12 1 (8%) 31 9 (31%)

DLBCL 76 4 (5%) 26 0 (0%) 42 1 (2%) 6 2 (33%)

ZML 22 0 (0%) 42 1 (2.4%) 23 1 (4%) 27 5 (19%)

FCL 40 0 (0%) 21 0 (0%) 19 0 (0%) 15 5 (33%)

LPL 5 0 (0%) 10 0 (0%)

MM 10 0 (0%) 20 4 (20%)

LH 136 2 (1.5%) 16 0 (0%) 14 0 (0%)

LAL-B 24 7 (29%) 6 5 (83%) 7 1 (29%) 2 2 (100%)2
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Tableau 6 : Classification des LAL-B selon l’EGIL. 

La classification des LAL-B selon l’EGIL distingue les LAL-BI à III selon le stade de maturation grâce à l’expression 

différentielle des marqueurs CD79a intracytoplasmique (cyCD79a), CD22, CD19, CD10, chaîne µ intracytoplasmique (cyIgM). 

(European Group of Immunophenotyping of Leukemia) [508]. 

 

7.5.4. ZAP70 en tant que facteur pronostic de la LLC 

La LLC est la seule pathologie pour laquelle le statut ZAP70 est validé comme facteur 

pronostic. La publication initiale menée par Crespo et al. avait révélé que l’expression de 

ZAP70 était corrélée à plus 90% (32/35) avec le statut IgVH non muté [445]. Ces résultats ont 

été confirmés par les autres équipes même si les taux de discordance pouvaient varier. 

Au regard du temps écoulé avant traitement (TTFT : « Time To First Treatment »), il était 

d’abord apparu que ZAP70 pourrait être un meilleur marqueur du mauvais pronostic que le 

statut non muté du locus IgVH (HR=4,9 et 2,5 respectivement) [450,511]. Une étude 

ultérieure réalisée sur 1229 patients en analyse multivariée a mis en évidence que 

l’expression de ZAP70 et de CD38 en cytométrie en flux sont les 2 facteurs pronostiques 

corrélés de façon indépendante au TTFT [512]. Une autre étude réalisée après un suivi 

prolongé de 262 patients de stade A  a démontré que le statut IgVH non muté, ZAP70 et 

CD38 sont 3 facteurs de risque indépendants en analyse multivariée influençant le TTFT et 

un système de score prenant en compte indépendamment ces 3 facteurs permettait de 

classer les patients à faible risque (aucun facteur péjoratif, HR=1), à risque intermédiaire (1 

facteur péjoratif, HR=2,8) et à haut risque (2 ou 3 facteurs péjoratifs, HR=8,0) [513]. La 

discrimination de ces 3 groupes de patients est statistiquement significative et corrélée avec 
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une analyse transcriptomique qui retrouve des profils différents pour chacun des groupes 

[513].   

7.5.5. Rôle fonctionnel de ZAP70 dans la LLC-B 

Il a été suggéré que ZAP70 peut être activée dans le lymphocyte B immature et participer 

à la transduction du signal via le BCR [498]. Son expression ectopique dans les lymphocytes B 

matures de la LLC rend donc légitime la question de son implication physiopathologique 

dans ce lymphome. Trois mécanismes principaux sont à ce jour décrits : potentialisation du 

signal du BCR, activation de Hsp90 (« Heat Shock Protein of 90 kDa ») et potentialisation de 

la réponse aux signaux de migration des chemokines. 

7.5.5.1.  Potentialisation du signal du BCR 

Les travaux initiaux sur l’impact fonctionnel de ZAP70 sur la signalisation du BCR ont été 

réalisés par la même équipe californienne de TJ Kipps et al. Tout d’abord, les cellules de LLC 

exprimant ZAP70 seraient plus sensibles à la stimulation du BCR que les cellules ZAP70 

négatives, indépendamment du statut mutationnel du locus IgVH et malgré un niveau 

d’expression de Syk identique [514]. Après pontage de l’IgM de surface, ZAP70 est 

phosphorylée et peut être co-immunoprécipitée avec Syk et CD79b [514].  La transfection de 

cellules de LLC ZAP70 négatives avec un vecteur ZAP70 permettait d’augmenter le signal du 

BCR ce qui était révélé par une augmentation de la phosphorylation de Syk, BLNK et PLC, un 

augmentation du signal calcique et une potentialisation de l’activation de NF-B [515]. 

L’expression de ZAP70 par les cellules de LLC permettrait donc une signalisation plus efficace 

du BCR IgM et pourrait expliquer le caractère plus agressif des LLC ZAP70 positives. 

La même équipe a ultérieurement démontré par transfection de variants mutés de 

ZAP70 que l’augmentation du signal du BCR est indépendante de sa fonction kinase [516]. 

De même, un mutant Y292F (site d’ancrage de Cbl) permet lui aussi l’augmentation du signal 

BCR, suggérant que la liaison de Cbl sur ZAP70 n’est pas un facteur limitant de la 

transduction du signal dans les LLC [516]. A l’inverse, les domaines SH2 de ZAP70 étaient 

indispensables à son action sur le BCR, mettant en évidence que cette PTK doit être recrutée 
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au sein du signalosome proximal du BCR pour agir. Ainsi, il est possible d’émettre 

l’hypothèse selon laquelle ZAP70 favorise la transduction du signal du BCR des cellules de 

LLC en jouant le rôle d’une protéine adaptatrice [516]. Une équipe indépendante a montré 

par ailleurs que ZAP70 était très peu phosphorylé après stimulation du BCR des cellules de 

LLC par rapport à Syk, un autre argument pour un mode d’action de ZAP70 très différent de 

celui initialement décrit dans la réponse au TCR [517]. Enfin, des expériences de transfection 

de ZAP70 dans des cellules de lymphome de Burkitt de la lignée BJAB ont par ailleurs permis 

de démontrer que ZAP70 prolonge le signal du BCR en diminuant son internalisation post-

stimulation [517]. 

7.5.5.2.  Activation de Hsp90 

 Hsp90 est une protéine chaperonne impliquée dans plusieurs types de cancers. Dans sa 

forme active elle stabilise, de façon ATP-dépendante, certains oncogènes référencés comme 

ses « clients » : récepteurs aux hormones stéroïdes, MAPK, Akt ou des formes mutantes de 

p53 entre autres [518]. 

 Il a été mis en évidence que les cellules de LLC ZAP70 positives expriment une forme 

active de Hsp90 qui n’est pas retrouvée dans les LLC ZAP70 négatives [519]. Dans cette 

étude de Castro et al., le traitement des cellules par un inhibiteur de Hsp90 (17-AAG ou 17-

DMAG, dérivés de la geldanamycine) induit spécifiquement l’apoptose des LLC ZAP70 

positives. Les inhibiteurs de Hsp90 insuisaient le clivage de PARP-1 et la baisse du niveau 

d’expression de ZAP70 dans les cellules sensibles. Cette baisse d’expression de ZAP70 n’était 

pas retrouvée lorsque l’apoptose était induite par la fludarabine, indiquant qu’il s’agit 

probablement d’un mécanisme spécifique. Enfin, la transfection de cellules de LLC ZAP70 

négaitves avec un vecteur ZAP70 pouvait induire l’expression de la forme active de Hsp90 et 

rendait les cellules sensibles au 17-AAG ou 17-DMAG [519]. 

 Ces résultats suggèrent que ZAP70 peut induire l’activation de Hsp90, que ZAP70 

pourrait être un « client » de Hsp90 et que Hsp90 protège les cellules de LLC ZAP70 positives 

de l’apoptose. La question d’autres oncogènes en aval de Hsp90 se pose également. 
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7.5.5.3.  Potentialisation de la réponse aux cytokines 

  Les cytokines sont des médiateurs biochimiques très diversifiés et impliqués, entre 

autres, dans les phénomènes de migration cellulaire (chimiotactisme) et de « homing » 

(recrutement cellulaire dans un microenvironnement particulier). Elles peuvent également 

dispenser aux cellules cibles des signaux de survie. 

 Il a été démontré que les cellules de LLC ZAP70 positves surexpriment CCR7 à leur 

surface (récepteur des cytokines CCL19 et CCL21 qui recrutent les lymphocytes B dans le 

ganglion lymphatique après la rencontre avec l’antigène) [520]. Dans les cellues ZAP70 

positives, la réponse à la stimulation du CCR7 était également potentialisée [520]. De plus, 

ces mêmes cellules montrent une sensibilité accrue au CXCL12, appelé aussi SDF1, cytokine 

impliquée dans le homing des cellules au sein de la niche stromale. La stimulation par le 

CXCL12 induisait une prolongation de la phosphorylation de Erk et de la survie globale en 

culture ex vivo. Ces phénomènes étaient partiellement abolis par un inhibiteur de MEK 

(PD98059) [520]. Une seconde étude a aussi révélé une hypersensibilité au CXCL12 dans le 

groupe des LLC ZAP70 et CD38 positives [163]. Les mêmes conclusions ont été retrouvées in 

vitro lorsque des cellules de lignée de type Burkitt étaient transfectées avec ZAP70 [78]. In 

vivo, lorsque des cellules de lignée Burkitt étaient injectées dans des souris 

immunodéficientes NOD/SCID, la surexpression de ZAP70 favorisait significativement 

l’infiltration médullaire ou des organes lymphoïdes chez ces animaux [521,522]. 

Cette sensibilité particulière des cellules ZAP70 positives à ces signaux de survie et de 

migration pourrait renforcer le caractère agressif de ces LLC. 

7.5.6. Conséquences sur les tests in vitro de prolifération et l’apoptose :  

La relation directe entre ZAP70 et le BCR tant en physiologie qu’en pathologie, et 

l’implication importante de la génétique du locus IgVH dans le pronostic de la LLC, font de la 

question du devenir de la cellule après pontage du BCR un point d’intérêt particulier. En 

effet, les tests fonctionnels permettent-ils de relier le BCR, ZAP70 et la régulation de 

l’apoptose ou de la prolifération ? 
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La première étude publiée par Nédellec et al. en 2005 sur la réponse à la stimulation du 

BCR et le statut ZAP70 a été réalisée à partir de cellules B triées issues de 41 patients [523]. 

La stimulation du BCR a été réalisée par culture des cellules dans des puits dont les parois 

ont été « coatées » avec un Ac anti-rabbit-F(ab’)2. Un rabbit F(ab’)2 anti-human IgM a ensuite 

été rajouté au milieu à 10 µg/ml. Ce mode de stimulation est très intense puisque le coating 

des puits va permettre un pontage à grande échelle des BCR à la surface des cellules. Au 

final, cette méthode a permis aux auteurs de classer les LLC en 3 groupes. Dans le groupe I, 

les cellules sont restées inertes, dans le groupe II les cellules ont réagit à la stimulation. Le 

groupe II se sépare en IIa dans lequel la stimulation a induit la prolifération des cellules de 

LLC-B,  et dans le groupe IIb les cellules se sont engagées vers l’apoptose. Dans cette étude, 

le groupe I aréactif était constitué des LLC CD38-/ZAP70-, le groupe IIa prolifératif concernait 

des cellules exprimant modérément CD38 et ZAP70, et le groupe IIb regroupait des cellules 

exprimant fortement CD38 et ZAP70. Les auteurs ont interprété l’apoptose massive des 

cellules ZAP70 positives par le fait que seule une forte stimulation du BCR pourrait avoir un 

effet délétère [524], ce qui a été rendu possible par ZAP70. 

La même année, l’équipe de Petlikowski et al. publiait aussi une étude de stimulation du 

BCR de cellules primaires de LLC (PBMC totaux) [525]. Deux stimulations du BCR ont été 

comparées : stimulation par un anticorps anti-IgM soluble à 10 µg/ml et la stimulation par un 

anti-IgM immobilisé sur des billes. La stimulation soluble a induit l’apoptose dans les LLC 

mutées et non mutées (assimilables au statut ZA70 négatif et ZAP70 positif). Ce phénomène 

a été relié à une activation de Akt, Erk, PLC2 mais pas de NFB, JNK, ni p38 MAPK. Cette 

activation incomplète est plus marquée pour les LLC mutées. D’un autre côté, la forte 

stimulation provoquée par l’anti-IgM immobilisé n’a pas induit d’apoptose et a permis une 

meilleure activation des voies de signalisation en aval du BCR, et, de plus, elle a été la seule à 

procurer une protection vis-à-vis de la fludarabine via une induction de Mcl-1 PI3K-

dépendante. Dans cette étude, il n’y avait pas de différence significative entre les LLC 

mutées et non mutées et une faible activation du BCR induisait l’apoptose alors que 

stimulation intense favorisait la survie cellulaire.  
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Un résultat similaire a été retrouvé en 2009 par l’équipe de Gobessi et al. La stimulation 

du BCR de cellules B triées de LLC par un anticorps immobilisé prévennait l’apoptose in vitro 

probablement par la surexpression de Mcl-1. Cette protection était abolie par l’inhibiteur de 

Syk R406 (métabolite actif du fostamatinb) mais aucune corrélation entre la sensibilité au 

R406 et le statut ZAP70 n’a été mise en évidence dans cette série [526]. 

Enfin, une dernière étude fonctionnelle sur la stimulation in vitro du BCR des cellules 

primaires de LLC confirme en partie les résultats de Nédellec et de Petlickovski. Deglesne et 

al. a montré qu’une stimulation faible par un Ac anti-IgM soluble induit l’apoptose des LLC 

mutées et non mutées, par contre, la stimulation par un anticorps immobilisé (plaque 96 

puits coatée) distingait des LLC « non répondeuses » et des LLC montrant une diminution de 

l’apoptose [527]. Au regard de l’expression de ZAP70 dans cette série, 90% (18/20) des 

cellules exprimant ZAP70 étaient retrouvées dans le contingent des LLC qui répondent 

positivement à la stimulation du BCR. Toutefois, 44% des LLC qui réagissaient in vitro (14/32) 

n’exprimaient pas ZAP70. Ces résultats, obtenus à partir de cellules B triées, suggéraient 

donc que ZAP70 n’était pas indispensable à l’hyperréactivité du BCR. 

Il apparaît donc que les tests fonctionnels de prolifération et d’apoptose après 

stimulation du BCR sur les cellules primaires de LLC présentent une certaine hétérogénéité 

dans la littérature. Les différences entre les anticorps utilisés et les modes de stimulation 

sont sans doute à l’origine de cette observation. 

Au final, 3 études ont démontré qu’une stimulation faible du BCR par un anti-IgM soluble 

induit l’apoptose de l’ensemble des cellules primaires de LLC [525,527,528]. Une seule a mis 

en évidence une prolongation de la survie sous cette stimulation, potentialisée par CD40 

[529]. Les tests fonctionnels publiés ne permettent donc pas clairement de conclure sur le 

rôle de ZAP70 dans le contrôle de l’apoptose et de la prolifération cellulaire vis-à-vis de la 

réponse au BCR. Ces données de la littérature seront discutées avec nos résultats 

expérimentaux propres.  
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8. Synthèse brève 

La LLC est une maladie fréquente qui touche essentiellement les personnes âgées. De 

part les effets conjugués du vieillissement de la population et de la plus grande 

systématisation des dépistages, la prévalence de cette hémopathie toujours incurable tend à 

augmenter. Ce constat pose, plus encore qu’hier, la question de la bonne gestion des 

traitements appliqués, tant en termes de bénéfice sur la morbimortalité que de pharmaco-

économie, puisque les patients peuvent vivre avec leur maladie pendant de très nombreuses 

années. 

La compréhension de la physiopathologie de la LLC revêt ainsi un enjeu important. En 

particulier, nous savons désormais que ce syndrome lymphoprolifératif évolue 

probablement à partir d’une phase préclinique (MBL CLL-like) à partir de laquelle environ 1% 

des personnes atteintes développent une authentique LLC chaque année. 

Nous avons vu que les cellules tumorales sont particulièrement dépendantes des signaux 

perçus depuis leur microenvironnement. A titre d’exemple, la stimulation chronique du BCR 

semble être un élément clé dans le développement du clone. Après avoir fait preuve de leur 

grande efficacité clinique, de nouvelles molécules inhibant les voies de signalisation de ce 

récepteur, l’ibrutinib et l’idelalisib, ont d’ailleurs obtenu récemment une AMM aux Etats-

Unis et seront très prochainement disponibles en France. 

Au plan diagnostique, la LLC révêt une grande homogénéité : il s’agit d’un syndrome 

lymphoprolifératif B chronique associant une polyadénopathie indolente et une acumulation 

progressive de petits lymphocytes matures presentant des « clés phénotypiques » précises, 

reprises dans le calcul du score de Matutes.  

Les données moléculaires de la cellule tumorale de LLC, acquises depuis les années 2000, 

bouleversent cette apparente homogénéité. Au-delà de la dichotomie du statut mutationnel 

du locus IgVH ou de la surexpression de ZAP70, il est désormais possible d’individualiser des 

groupes de patients aux caractéristiques propres sur la base des données 

immunogénétiques (BCR stéréotypés), cytogénétiques (délétions p53, …) et génétiques 
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(mutations BIRC3, SF3B1, NOTCH1, …). En exemple, comme nous l’avons vu, l’expression du 

BCR stéréotypé IGHV3-21 (subset#2) est fréquemment associée aux mutations du gène 

SF3B1 et ces formes de LLC progressent rapidement malgré un statut IgVH muté de bon 

pronostic. 

Ainsi, malgré une présentation clinique et biologique assez uniforme, la LLC apparait très 

hétérogène au plan moléculaire, avec certainement des histoires naturelles différentes selon 

les patients. Prendre en compte cette hétérogénéité conduira certainement à définir de 

nouvelles thérapies ciblées. 
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III. PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS 

 

Le CHU de Limoges présente un recrutement relativement important de patients atteints 

de LLC avec environ 100 nouveaux diagnostics par an. Depuis 2005, les cas de LLC sont 

documentés de manière exhaustive sur le plan biologique. Chaque dossier regroupe les 

données cytologiques (description des atypies), les données immunophénotypiques incluant 

plus récemment la surexpression de ZAP70, une cytogénétique complète avec un caryotype 

conventionnel et la recherche par FISH ou QMPSF des anomalies principales et une étude 

moléculaire du statut mutationnel IgVH. Un travail d’archivage systématique du matériel 

biologique a été réalisé au sein de la tumorothèque/cellulothèque TUMOLIM labellisée INCa 

et IBISA correspondant à des culots secs et des cellules conservées en DMSO. En parallèle, 

nous collaborons étroitement avec l’Unité de Recherche Clinique en Hématologie (URCH) du 

CHU, permettant ainsi un accès aux données cliniques pertinentes. Ainsi, la collection de 

prélèvements issus de patients atteints de LLC est complètement annotée. 

Dans ce contexte, nous avons initié au sein de l’UMR CNRS 7276 un travail de recherche 

sur la LLC. Notre objectif était d’aborder la problématique de l’hétérogénéité des patients en 

explorant les paramètres biologiques susceptibles d’influencer l’évolution précoce de la 

maladie. Parmi les multiples axes de recherche possibles, notre travail s’est articulé autour 

de 3 caractéristiques de la LLC : la fragilité cellulaire, la sécrétion d’une immunoglobuline et 

la surexpression de ZAP70. 
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IV. MATERIELS ET METHODES 

(Hors ceux exposés dans les articles publiés) 

1. Cultures cellulaires et stimulation du BCR : 

1.1. Lignées cellulaires : 

Les lignées BL2 et BL41 sont des lignées de lymphome de Burkitt non infectées par le 

virus Epstein-Barr (EBV). Ces lignées présentent la translocation t(8;14), caractéristique des 

lymphomes de Burkitt et à l’origine de la surexpression constitutive de l’oncogène c-Myc. De 

plus, elles expriment une immunoglobuline de surface de type IgM. Les cellules BL2  et BL41 

se différencient essentiellement par leur statut p53 : la lignée BL2 exprime une protéine p53 

sauvage (phénotype p53WT pour « wild-type ») et la lignée BL41 une protéine p53 mutée 

sur son site de fixation à l’ADN (phénotype p53R248Q). Il s’agit d’une mutation ponctuelle qui 

aboutit au remplacement du résidu arginine en position 248 par un résidu glutamine. Cette 

protéine p53 mutée peut être phosphorylée et se tétramériser mais demeure 

transcriptionnellement inactive. 

Les transfections cellulaires ont été réalisées en phase exponentielle de croissance par 

électroporation. Le système de nucléofection Amaxa a été utilisé avec le tampon V et le 

programme R013 pour les deux lignées (Amaxa, Köln, Germany).  

 

1.2. Cellules primaires de LLC 

Le recueil de cellules primaires a été réalisé à partir de reliquats de prélèvement 

sanguins adressés au laboratoire d’hématologie du CHU Dupuytren après accord du comité 

d’éthique de notre institution. 
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Les cellules mononuclées périphériques (PBMC) ont été isolées par centrifugation en 

gradient de densité (MSL) (Eurobio, Courtaboeuf, France) et reprises à la concentration de 

106 cellules par ml de milieu de culture.  

 

1.3. Culture cellulaire et pontage du BCR 

Les cultures cellulaires ont été réalisées dans du milieu RPMI 1640 (Gibco BRL-Life 

Technologies, Cergy-Pontoise, France) additionné de : 10% de sérum de veau fœtal  

(Clontech, Palo Alto, CA, USA) décomplémenté 30 min. à 56°C, 2 mM de L-glutamine, 1 mM 

de pyruvate de sodium, 100 U/ml de pénicilline et 100 µg/ml de streptomycine, d’acides 

aminés et de vitamines non essentiels (tous fournis par Gibco BRL-Life Technologies, Cergy-

Pontoise, France). Les cellules ont été maintenues en culture à 37°C, en atmosphère 

humidifiée avec 5% de CO2.  

Le pontage du BCR a été réalisé par ajout dans le milieu de culture d’un fragment F(ab’)2 

de chèvre anti- IgM humain soluble à la concentration finale de 10 µg/ml (SouthernBiotech, 

AL, USA). 

 

1.4. Révélation du BCR tonique par le pervanadate 

Le signal tonique du BCR (i.e. sans ligand) a été révélé selon la méthode publiée par 

Griffin et al. [488]. Brièvement, 100µl d’une solution de pervanadate à 30mM a été préparée 

extemporanément à partir d’une solution mère d’orthovanadate 100mM (17µl) additionnée 

de peroxyde d’hydrogène 3% (6µl) et de PBS 1X (qsp 100µl). La solution a été incubée 5 à 10 

min. dans l’obscurité avant utilisation. La stimulation était de 5 min. avec une concentration 

finale de pervanadate de 50µM. 
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2. Cytométrie en flux :  

2.1. Quantification de l’apoptose : 

Les cellules ont été préalablement lavées et reprises dans 100 µl de tampon PBS 

(Phosphate Buffered Saline) additionné de Ca2+ et Mg2+ (Gibco BRL-Life Technologies, Cergy-

Pontoise, France) préalablement refroidi à 4°C. 5 µl d’annexine V marquée par la FITC (BD 

Bioscience, NJ, USA) a été ajouté aux cellules et incubé pendant 15 min. dans la glace. La 

suspension a ensuite été diluée par 400 µl de PBS Ca2+ + Mg2+ pour analyse par cytométrie en 

flux (Facscalibur, Becton-Dickinson, NJ, USA). 1 µl d’iodure de propidium (IP) (Invitrogen, CA, 

USA) a été rajouté juste avant l’analyse comme marqueur de l’intégrité membranaire. 

 

2.2. Marquage intracytoplasmique de ZAP70:  

La mesure du niveau d’expression de ZAP70 a été réalisée selon la méthode du ratio 

isoclonique développée et publiée par notre équipe [447].  Brièvement, le marquage est 

réalisé sur le sang total ou les lignées en suspension dans 2 tubes séparés : 1 contrôle 

isoclonique + 1 tube « test ». Dans le tube contrôle isoclonique, les sites spécifiques de 

fixation de l’anticorps monoclonal (mAb) anti-ZAP70 (clone SBZAP, Beckman-Coulter, Miami, 

FL, USA) ont préalablement été saturés par un excédent d’Ac SBZAP non marqué, 

permettant de mesurer le fluorescence non spécifique de l’Ac SBZAP-PE. Le fenêtrage est 

réalisé grâce au co-marquage du CD45, CD5 et CD19. 

 

3. Explorations protéiques : 

3.1. Extraction des protéines : 

Les cellules ont été préalablement lavées 2 fois dans du tampon PBS froid (Eurobio, Ulis, 

France). L’extraction a ensuite été réalisée avec 20 µl de tampon RIPA pour 106 million de 

cellules (Santa-Cruz Biotechnologynology, CA, USA), additionné, selon les recommandations 
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du fournisseur, d’inhibiteurs de phosphatases et de protéases (orthovanadate de sodium, 

cocktail d’inhibiteur de protéase et flurorure de phenylméthanesulfonyle). Les tubes ont été 

incubés 30 min. sur la glace avec une agitation toutes les 5 à 10 minutes. Une centrifugation 

à 12500g pendant 15 min. a ensuite été réalisée à 4°c pour culotter les débris membranaires. 

La concentration en protéines a ensuite été mesurée par dosage spectrofluorimétrique avec 

un réactif dérivé de la méthode de Bradford (Biorad protein assay, Biorad, CA, USA) selon les 

recommandations du fournisseur. Les extraits ont alors été conservés à -20°c.  

Les extractions ne nécessitant pas la révélation de phosphoprotéines furent réalisées par 

20 µl de tampon Laemli + -mercaptoéthanol (Biorad, CA, USA). Les extraits ont été 

brièvement soniqués, incubés 30 min. dans la glace avec agitation toutes les 5 à 10 minutes 

puis conservés à -20°c. 

 

3.2. Western-blot : 

20 µg de protéines ont été déposés dans chaque puits après dilués au demi dans du 

tampon Laemli + mercaptoéthanol qui sert de tampon de charge. Un volume équivalent à 

106 de cellules a été déposé pour les extraits réalisés directement au tampon Laemli. Les 

extraits n’ont pas été portés à ébullition. La séparation électrophorétique des protéines a 

été réalisée sur gel de polyacrylamide 8% en conditions dénaturantes (technique SDS-PAGE). 

Le transfert a été effectué sur membrane de PVDF (polyfluorure de vinylidène) 

préalablement activée par l’éthanol. Les membranes ont ensuite été saturées à température 

ambiante pendant 1h dans du tampon TTBS + lait 5% w/v (TRIS Buffered Saline + Tween-20 

1‰, Biorad, CA, USA). 

Les anticorps primaires ont été utilisés au 1/1000ème dans du lait 5% TTBS ou au 1/500ème 

dans du tampon TTBS + 5% de BSA (Bovine Serum Albumine, Euromedex, Mundolsheim, 

France) pour les anticorps dirigés contre les phosphoprotéines. Les anticorps primaires 

utilisés sont les suivants : serum polyclonal de lapin anti-ZAP70 (Upstate Biotechnology, NY, 

USA) ; anti-Syk polyclonal de lapin, clone N-19 ; anti-phospho Syk (Tyr525/526) polyclonal de 

lapin (Cell Signalling, MA, USA) ; anti-phospho Erk p44/p42 MAPK (Thr202/Tyr204) 
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monoclonal de lapin, clone 20G11 ; anti-Erk p44/p42 MAPK monoclonal de souris, clone 

L34F12 ; anti--tubuline monoclonal de souris, clone B5.2.1 (Sigma Aldrich, MO, USA). 

Les anticorps secondaires marqués par la HRP (HorseRadish Peroxydase) utilisés dilués 

au 1/5000ème dans du lait 5% TTBS (Ac de chèvre anti-IgG de souris ou Ac de chèvre anti-IgG 

de lapin, BioRad, Ca, USA). Les révélations sont réalisées avec le kit de chimioluminescence 

ECL-Plus (GE-Healthcare, Buckinghamshire, UK) selon les recommandations du fournisseur. 

3.3. Mesure de la phosphorylation de ZAP70 (Y319) par ELISA 

La détection et le niveau de phosphorylation de la tyrosine 319 de ZAP70 a été réalisée 

par technique ELISA commerciale PathScan® Phospho-Zap-70 (Tyr319) Sandwich ELISA kit 

selon les recommendations du fournisseur (Cell Signalling, MA, USA). 

 

4. Biologie moléculaire : 

4.1. Préparation des acides nucléiques : 

L’ADN a été extrait à partir de 106 cellules et purifié sur colonne (DNA Blood, Qiagen, 

Germany) selon les recommandations du fournisseur. L’ARN a été extrait à partir de 107 

cellules préalablement lavées dans du PBS froid. Le culot cellulaire a été repris dans 1 ml de 

tampon TRIzol (Ambion, Life-Technologies, Carlsbad, CA, USA). Après extraction par le 

chloroforme, l’ARN a été purifié sur colonne de silice (RNeasy Mini Kit, Qiagen, Germany).  

Les ADNc (ADN complémentaires) ont été obtenus par reverse-transcription (RT) à partir de 

1µg d’ARN à l’aide du kit High Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystem, Carlsbad, CA) et 

les amorces random hexamères fournies. 

 

4.2. PCR, RQ-PCR et séquençage 

Les amplifications par PCR pour le clonage ont été réalisées avec le kit Accuprime™ Taq 

DNA Polymerase High Fidelity.   
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Les réactions de qRT-PCR ont été réalisées à partir des ADNc avec les sondes de type 

Taqman (marquées FAM - TAMRA). Le gène c-Abl a été choisi comme référence pour la 

quantification relative (Applied Biosystem, Hs00245443_m1). La qRT-PCR a été réalisée en 

duplicate avec 50ng d’ADNc par puits. Le témoin utilisé pour calculer les ΔΔCt est de l’ADNc 

de lymphocytes totaux issu d’un pool d’échantillon sanguin de volontaires sains. Les taux 

d’expression relatif (TER) sont calculés selon la formule : TER = 2- ΔΔCt. Les PCR en temps réel 

ont été réalisées sur l’appareil ABI Prism 7000 (Applied Biosystem). 

Le séquençage a été réalisé selon la méthode des didéoxynucléotides de Sanger. La 

réaction d’amplification unidirectionnelle a été réalisée avec le kit Big Dye Terminator v1.1  

et analysé sur le séquenceur 16 capillaires 3130 XL genetic analyzer (Applied Biosystem). 

 

4.3. Clonage dans le vecteur pcDNA3 

4.3.1. Cultures bactériennes 

Les cellules Escherichia coli des souches TOP10 et DH5 (Invitrogen, CA, USA) ont été 

utilisées pour cloner et amplifier des vecteurs d’intérêt. Ces souches bactériennes sont 

chimio-compétentes. Leur culture a été réalisée à 37°C dans du milieu LB Broth liquide sous 

agitation ou bien sur milieu gélosé LB Agar (tous deux fournis par Invitrogen, CA, USA). 

L’ampicilline a été additionnée à 100 µg/ml aux milieux de culture pour sélectionner les 

clones recombinants. La transformation des bactéries a été réalisée selon les 

recommandations du fournisseur. 

4.3.2. Vecteur pCR2.1 TOPO TA Cloning (Invitrogen) 

Ce vecteur plasmidique de 3.9 kb possède le gène de résistance à l’ampicilline AmpR et 

le site d’insertion de l’ADN d’intérêt est situé à l’intérieur du gène codant pour la -

galactosidase. Cette enzyme permet à la bactérie de dégrader le X-Gal (composé déposé 

extemporanément sur la gélose) en un métabolite bleu. Ainsi, seules les colonies blanches 

ont amplifié un vecteur avec un insert. 
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4.3.3. Vecteur pcDNA3 

Le vecteur pcDNA3 est un vecteur d’expression eucaryote de 5.5kb. IL possède un 

promoteur fort en 3’ de la zone d’insertion (promoteur issu du virus CMV), un site multiple 

de clonage, un gène de résistance à la néomycine et le gène AmpR de résistance à 

l’ampicilline. Ce vecteur peut être utilisé en transfection transitoire ou en transfection stable 

après insertion au hasard dans le génome des cellules cibles. 

4.3.4. Réactions enzymatiques et purification d’ADN utiles au clonage 

Les enzymes de restriction, la phosphatase alcaline CIP (Calf Intestinal Phosphatase), le 

fragment Klenow de l’ADN polymérase I et la T4 DNA Ligase proviennent de New-England 

Biolabs. Ces enzymes ont été utilisées selon les recommandations des fournisseurs. La 

purification sur gel a été réalisée avec le kit QIAquick Gel Extraction kit (Qiagen), les 

minipréparations d’ADN plasmidique avec le kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification 

System (Promega) et les maxipréparations avec le kit NucleoBond plasmid purification 

AX500 (Macherey-Nagel). 
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V. RESULTATS 

 

Nous nous sommes donc intéressés aux mécanismes biologiques qui contrôlent l’histoire 

naturelle de la maladie.  

Parmi le large champ d’investigations possibles, nous avons choisi d’étudier 3 

caractéristiques de la LLC pour lesquelles nous disposions du matériel biologique nécessaire. 

Nous avons sélectionné les facteurs suivants : 

 La fragilité cellulaire 

 La sécrétion de l’IgM 

 L’expression de ZAP70 

Les 2 premiers ont été choisis parce qu’ils sont peu étudiés bien que soupçonnés de 

jouer un rôle dans l’histoire de la maladie. Le 3e facteur a été choisi parce que sont rôle dans 

la transformation du lymphocyte B reste mal comprise. 

Ce chapitre reprend les 3 articles de la thèse, replacés dans leur contexte scientifique et 

brièvement discutés, ainsi que les résultats non publiés sur le rôle fonctionnel de ZAP70 dans 

le lymphocyte B.   
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ARTICLE 1 : 

 

1. Introduction : 

Les ombres de Gümprecht ont été décrites sur le frottis sanguins dès la fin du XIXe siècle 

[149] et ces particularités cytologiques sont associées à la LLC depuis plus de 60 ans [150]. 

Cette fragilité cellulaire, bien que presque toujours observable, est d’intensité variable entre 

les différents patients. En 2009 puis en 2010, les travaux de Nowakowski et al. [152] et de 

Johansson et al. [153], ont respectivement démontré que cet artefact d’étalement avait un 

lien avec l’évolution de la maladie et un impact sur le pronostic des patients. 

D’autre part, la faible expression du CD45 par les cellules de LLC est également une 

caractéristique connue en pratique diagnostique. De plus, nous avions remarqué que 

l’expression du CD45 pouvait être altérée lorsque les cellules de LLC subissaient un pré-

traitement plus agressif (multiplication des lavages successifs, centrifugation rapides, …). 

Nous avons donc voulu savoir si le niveau d’expression du CD45 pouvait refléter la 

fragilité cellulaire telle qu’elle est observée sur le frottis sanguin. 

Notre travail, publié dans American Journal of Hematology, démontre que les cellules de 

LLC qui expriment le plus faiblement le CD45 sont bien les cellules les plus fragiles. 

Parallèlement aux résultats obtenus sur les 2 séries publiées sur les ombres de Gümprecht, 

nous pouvions identifier 2 histoires de la maladie différentes sur la base du niveau de CD45 

exprimé. 
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2. Article 1 : 

 

 

 

 

American Journal of Hematology 

 

Very low levels of surface CD45 reflect CLL cell fragility, are 

inversely correlated with trisomy 12 and are associated with 

increased treatment free survival. 

 

D. Rizzo, A. Lotay, I. Marfak, JL. Faucher, N. Gachard, F. Trimoreau, E. Guerin,  

D. Bordessoule, A. Jaccard, J. Feuillard 
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3. Discussion de l’article 1 

Nous avons choisi de travailler sur des patients atteints de LLC en stade A afin que la 

série soit homogène. Nous avons ainsi pu mettre en évidence le lien entre fragilité cellulaire 

et la faible expression du CD45. 

Le niveau de CD45 permettait certes d’identifier 2 groupes dont l’évolutivité de la 

maladie était différente. L’observation des courbes de Kaplan-Meier de la TFS montrent une 

séparation tardive des ces 2 groupes de patients, signifiant probablement un effet modéré 

de la fragilité cellulaire sur l’histoire de la maladie. Parallèlement, tout comme d’autres 

études indépendantes [530], nous n’avons pas pu reproduire le résultat de Nowakowski et 

al.[152] ni de Johansson et al. [153]. Ceci montre donc que la formation des ombres de 

Gümprecht est un artéfact dépendant de multiples paramètres. Nous avions initialement 

discuté la faible reproductivité du décompte manuel au microscope. Dans une étude 

récente, la numérisation d’image de cytologie avec l’appareil CellaVision DM1200™ n’a pas 

retrouvé d’impact du nombre d’ombre sur le pronostic [531]. Au-delà de la variabilité entre 

observateur, les paramètres techniques de réalisation des frottis rentrent probablement en 

jeu également (rugosité de lames employées, force exercée à l’étalement, étaleur-colorateur 

automatique, …). Néanmoins, il faut noter que seules les 3 plus larges séries publiées on 

retrouvé une valeur pronostique des ombres [152,153,532]. Il est tout à fait possible que sur 

de faibles effectifs, un biais de recrutement et le manque de puissance statistique ne 

permettent pas de mettre en évidence des effets mineurs. 

Nos résultats démontrent par ailleurs la relative spécificité de la sous-expression du 

CD45 au sein des LNH-B (Figure 1 de l’article). Bien que variable, les cellules de LLC 

présentaient une expression significativement plus faible du CD45 que les cellules des autres 

LNH-B.  

Nous avons ensuite retrouvé que la trisomie 12 était significativement plus fréquente 

dans les cas de LLC avec un niveau de CD45 plus élevé, et donc des cellules plus résistantes. 

A l’inverse, 80% (16/20) des cas avec del(13q) isolée de très bon pronostic appartenaient au 

groupe de plus faible expression du CD45 associé aux cellules les plus fragiles. Ceci est 
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cohérent avec le fait que la trisomie 12 est une anomalie associée à une évolution plus 

rapide la LLC et à une présentation cytologique volontiers atypique et souligne, comme 

d’autres travaux anciens [231] ou plus récents [192,234,237,316,531,533], la singularité des 

cas de LLC concernés par cette anomalie. La plus forte expression du CD45 dans les LLC avec 

atypies cytologiques avait déjà été rapportée en 2008 dans une série italienne [158] tout 

comme la surexpression de l’isoforme « long » CD45RA par rapport à l’isoforme « court » 

CD45RO dans les LLC avec trisomie 12 [534]. Ces dernières données cautionnent l’hypothèse 

d’une détermination génétique de l’expression du CD45 dans la LLC. 

Enfin, le lien fonctionnel entre la diminution d’expression du CD45 et la fragilité cellulaire 

n’est pas connu. Il est à l’heure actuelle impossible d’affirmer si cette sous-expression 

typique dans la LLC est la cause ou la conséquence d’anomalies du cytosquelette de la cellule 

B tumorale. La relation entre le CD45 et le cytosquelette a été étudié essentiellement dans le 

lymphocyte T [535]. Il existe cependant dans la littérature un lien possible entre la perte du 

CD45, l’expression dans le microenvironnement de la galectine-1 (ligand du CD45 entre 

autre), et la sécrétion d’Ig lors de la différenciation lymphoplasmocytaire [536]. Cette 

relation n’existe probablement pas dans la LLC puisque ces cellules ne montrent pas de 

différenciation lymphoplasmocytaire (voir article 2). Des données récemment publiées 

démontrent le rôle de la galectine-1 dans la progression tumorale de la LLC [537,538]. Ces 

résultats posent la question de l’implication de la voie du CD43 qui est également un 

récepteur de la galectine-1 [176] classiquement exprimé dans la LLC [160] plutôt que la voie 

du CD45 dans le rôle pro-tumoral de la galectine-1. 

En conclusion, nous faisons le lien entre la faible expression du CD45, la fragilité 

cellulaire, la cytogénétique et la TFS. Ceci est une très forte indication que la LLC est associée 

à de profonds remaniements du cytosquelette, lesquels impactent l’histoire de la maladie. 
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ARTICLE 2 : 

1. Introduction 

La présence d’un pic monoclonal à l’électrophorèse des protéines sériques (EPS) au 

décours de la LLC est un fait connu de longue date. Un pic, majoritairement de nature IgM, 

est rapporté dans environ 10% des cas [539]. 

La valeur pronostique de la présence de cette Ig monoclonale n’est cependant pas très 

claire. Selon les séries, la présence d’un pic monoclonal est parfois associée à un mauvais 

pronostic [540], parfois n’influence pas l’histoire de la maladie [173,541], et certains auteurs 

ont également historiquement rapporté que les pics monoclonaux de la LLC n’étaient pas 

liés au clone B [542]. D’autre part, la découverte d’un pic IgG est attribuée aux cas de LLC 

ayant fait l’expérience de la recombinaison de classe ou « switch IgG ». La relation directe 

entre ces cas de LLC et l’ontogénie classique de cette hémopathie a été discutée [543] mais il 

apparaît néanmoins qu’elles présentent un répertoire BCR particulier et seraient associées à 

un pronostic péjoratif [540,543].  

Nous avons donc voulu explorer de nouveau la signification d’un pic monoclonal dans la 

LLC à la lumière des nouvelles mutations (i.e. SF3B1, NOTCH1, BIRC3 et MYD88) récemment 

révélées par le séquençage haut-débit [281]. 

Nous avons étudié rétrospectivement 150 cas de LLC, dont 27 associés à un pic IgM, 25 à 

un pic IgG, 41 à une hypogammaglobulinémie (groupe hypo-) et 57 avec une EPS normale 

(groupe normal-). Concernant les cas de LLC associés à un pic monoclonal, nous n’avons 

inclus que les patients pour lesquels l’isotype de la chaîne légère () du pic sérique et du 

clone était identique. 

 Nos résultats, acceptés pour publication dans la revue Leukemia, ont mis en évidence les 

LLC associées à une pic IgM ou IgG ont un répertoire BCR propre, accumulent les anomalies 

génétiques péjoratives qui influencent négativement le pronostic. 
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2. Article 2 : 

 

 

 

 

Accepté dans la revue Leukemia 

 

IgM peak independently predicts treatment free survival in 

Chronic Lymphocytic Leukemia and correlates with accumulation of 

adverse oncogenetics events. 

 

D. Rizzo, J. Chauzeix, F. Trimoreau, JB. Woillard, F. Genevieve, A. Bouvier,  

J. Labrousse, C. Poli, E. Guerin, N. Dmytruk, L. Remenieras, J. Feuillard, N. Gachard 
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3. Discussion de l’article 2 

Dans notre série, la survie avant traitement était significativement réduite pour les cas 

de LLC avec pic IgM, pic IgG ou hypogammaglobulinemie par rapport aux patients avec une 

électrophorèse normale. Il s’agit d’une étude rétrospective et son interprétation doit 

évidemment prendre en compte les biais potentiels associés (biais de recrutement, biais de 

suivi, …). 

Nos résultats sont cohérents avec les différents travaux publiés en faveur d’une valeur 

pronostique péjorative du phénotype « sécrétant » des LLC. Les publications les plus 

récentes, utilisant le dosage des chaines légères libres sériques, technique plus sensible que 

l’EPS, identifient également ce phénotype comme un marqueur de mauvais pronostic [379].  

Nous nous démarquons de la large étude israélienne publiée en 2014 par Shvidel et al. 

(1113 cas) par le fait que nous avons inclus les patients à tous les stades de la classification 

de Binet. Shvidel et ses collaborateurs ont évalué l’impact pronostique de l’EPS uniquement 

sur les stades A et notre série rétrospective retrouve une association forte entre la présence 

d’un pic IgM et les stades Binet B ou C. D’autre part, les auteurs ne font pas mention d’une 

sélection selon l’isotype de la chaine légère  ou  entre le clone et le pic. Au final, la 

question posée entre l’étude de Shvidel et al. et la nôtre était différente. 

La question reste entière concernant les cas de LLC, relativement nombreux, associés à 

des composantes sériques monoclonales dont l’isotype de la chaine légère est différent de 

celui du clone B circulant. S’agit-il de l’expression d’une dysimmunité non spécifique, 

imputable à l’âge et à l’immunodépression liée à la maladie, ou bien peut-il d’agir de sous-

clones sécrétants de LLC ? Dans la continuité de ce travail, l’étude du statut mutationnel et 

cytogénétique des MBL CLL-like serait interressante.   

A l’inverse de la macroglobulinémie de Waldenström, nous n’avons pas retrouvé de 

fréquence augmentée de la mutation du gène MYD88 dans les LLC associées à une IgM 

monoclonale. Nous avons revu en double lecture indépendante tous les frottis sanguins des 

cas de LLC avec pic IgM et nous n’avons pas retrouvé de différenciation 
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lymphoplasmocytaire. Cependant, l’expression du marqueur CD38, marqueur d’activation et 

de différenciation plasmocytaire, était significativement plus fréquente dans les groupes 

avec pic IgM ou IgG (46% et 54% respectivement) par rapport aux groupes avec 

hypogammaglobulinémie ou EPS normale (24% et 19% respectivement).  
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ARTICLE 3 :  

 

1. Introduction : 

Nous avons initié, à Limoges, une thématique de recherche sur le rôle fonctionnel de 

ZAP70 dans la LLC. En parallèle de ce travail expérimental dont les résultats sont exposés 

dans le prochain chapitre, nous avons saisi l’opportunité de développer en collaboration 

avec la société Beckman-Coulter™, une nouvelle technique pour déterminer le statut ZAP70 

des cellules tumorales. Ce travail de développement faisait suite à une étude de 

standardisation multicentrique du marquage de ZAP70 en CMF déjà réalisée par notre 

équipe [448]. 

Cette technique était basée sur l’utilisation d’un contrôle isoclonique, permettant de 

mesurer spécifiquement la fluorescence non spécifique de l’anticorps SBZAP-PE. Cette 

approche nous a permis de mettre en évidence que les lymhpocytes T de patients atteints de 

LLC surexpriment la tyrosine kinase ZAP70 par rapport aux lymphocytes T de sujets sains. 

Nous avons également mis en évidence que le niveau de ZAP70 dans ces lymphocytes T 

pourrait être en rapport avec la masse tumorale du clone. 

Ce travail a fait l’objet d’une publication dans la revue Cytometry part B. 
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2. Article 3 : 

 

 

 

 

Cytometry part B (clinical cytometry) 

 

T/B Ratio Does Not Reflect Levels of ZAP70 Expression in Clonal 

CLL B-Cells Due to ZAP70 Overexpression  

in Patient T-Cells 

 

D. Rizzo, G. Bouvier, I. Youlyouz-Marfak, E. Guerin,F. Trimoreau, D. Bordessoule,  

A. Jaccard, N. Gachard and J. Feuillard 
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3. Discussion  l’article 3 

La technique du ratio isoclonique utilisée ici nous permis de mettre en évidence que les 

lymphocytes T autologues des patients atteints de LLC surexpriment ZAP70 par rapport aux 

lymphocytes T des témoins sains. Cette observation avait déjà fait l’objet d’une publication 

sous forme de lettre par Herishanu et ses collaborateurs [544]. En cohérence avec ce travail 

de l’équipe israélienne, nous avons également retrouvé un lien entre le niveau d’expression 

de ZAP70 dans les lymphocytes T et dans les cellules tumorales (résultats non publiés, Figure 

22A).  

En conséquence, l’utilisation des lymphocytes T autologues en tant que témoin interne 

pour le marquage de ZAP70 en CMF ne correspond pas à un contrôle stable et peut aboutir à 

une normalisation du ratio T/B lorsque ceux-ci surexpriment fortement la tyrosine kinase. Le 

ratio T/B dépend donc du niveau d’expression de ZAP70 dans les lymphocytes B mais 

également de celui des lymphocytes T. Ceci pourrait expliquer les difficultés rencontrées en 

routine. Enfin, une étude récente démontre que les lymphocytes NK, exprimant également 

fortement ZAP70, présentent une expression stable de cette tyrosine kinase et peuvent être 

utilisés avec succès en tant que témoins positifs [545].  

En croisant les données d’expression de ZAP70 avec les autres paramètres biologiques 

des patients de notre série, nous avons montré que le niveau de la tyrosine kinase dans les 

lymphocytes T semblait en réalité corrélé à la lymphocytose clonale circulante (résultats non 

publiés, Figure 22B). Ces résultats laissaient donc suggérer une potentielle régulation 

externe de ZAP70 dans les lymphocytes T autologues des patients réactionnelle à la masse 

tumorale. Nos données posent ainsi la question de l’interaction entre le lymphocyte B 

tumoral et son environnement T. 
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Figure 22 : Corrélation du niveau d’expression de ZAP70 dans les lymphocytes T avec celui des lymphocytes B et la 

lymphocytose absolue totale. 

 Panel A : les ratios isocloniques de ZAP70 pour les lymphocytes B et T ont été représentés sur la figure. Les seuils de 

2.6 et de 22 pour les lymphocytes B et T respectivement ont été obtenus par test de maximisation du 
2
 [448]. Le seuil de 

2.6 représente la valeur au-delà de laquelle la probabilité que le statut IgVH des cellules B tumorales soit non muté est la 

plus forte. Le seuil de 22 représente le niveau d’expression de ZAP70 des lymphocytes T au-delà de laquelle la probabilité 

pour que les B tumoraux surexpriment également ZAP70 (i.e. ≥2.6) est la plus forte. Panel B : le ratio isoclonique de ZAP70 

pour les lymphocytes T est représenté en fonction de la lymphocytose absolue (G/l). Le seuil de 22 pour le ratio isoclonique 

ZAP70 des lymphocytes T est le même que celui du panel A. Le seuil de 20 G/l pour la lymphocytose a également été 

obtenu par test de maximisation du 
2
. Il représente la valeur au-delà de laquelle la probabilité que les lymphocytes T 

surexpriment ZAP70 (i.e. ≥22) est la plus forte. Panels A et B : Le nombre de cas dans chaque cadran est indiqué et souligné. 

Les points en blancs représentent les cas discordants T-ZAP
high

/B-ZAP
low

, T-ZAP
low

/B-ZAP
high

 et T-ZAP
high

/Ly
low

, T-ZAP
low

/Ly
high

. 

La valeur de la p-value du test de 
2
 associée est indiqué sur chaque figure. 
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ETUDE FONCTIONNELLE DE ZAP70 DANS LE LYMPHOCYTE B 

 

1. Critères de choix des modèles de lignée cellulaire BL2 et BL41 

L’étude transcriptomique menée sur la LLC par Rosenwald et ses collaborateurs [546] a 

donc été la première à démontrer que ZAP70 est anormalement surexprimé dans certains 

sous-types de lymphopathies B matures. L’expression de ZAP70 était connue jusqu’alors 

comme restreinte exclusivement aux lymphocytes T et NK [491]. Depuis plusieurs autres 

travaux ont recherché la surexpression de ZAP70 dans l’ensemble des lymphopathies B 

matures. La LLC est la principale pathologie concernée par la surexpression de ZAP70 avec 

plus de 40% des cas positifs [162], suivie du lymphome de Burkitt (30%) et du lymphome à 

cellules du manteau (13%) alors que l’expression de ZAP70 est anecdotique dans les autres 

lymphomes B [503,505–507]. 

Les lignées de lymphome de Burkitt BL2 et BL41 sont des modèles cellulaires pour 

lesquels notre laboratoire a une expérience de longue date [547]. Dans le cadre d’études 

fonctionnelles souvent consommatrices d’un grand nombre de cellules, nous avons cherché 

à développer un modèle cellulaire de surexpression de ZAP70 à partir d’une lignée cellulaire. 

Compte-tenu de la fréquence de cette kinase dans les lymphomes de Burkitt, les lignées 

cellulaires BL représentaient, en nos mains, des outils cohérents pour l’étude du rôle 

fonctionnel de ZAP70. Ainsi, nous avons établi par transfection un modèle de BL 

surexprimant ZAP70. Toutefois, il était d’emblée évident que les lignées de Burkitt 

présenteraient des caractéristiques très différentes des cellules primaires de LLC. Ce constat 

nous a amené à comparer ces 2 types cellulaires de manière à établir la liste des caractères 

qui permettaient de rapprocher ou d’opposer les lignées aux cellules de LLC (en particulier la 

signalisation et la réponse fonctionnelle à la stimulation du BCR). 

D’une manière générale le long de ce travail, seule la lignée BL2, de part sont statut 

p53WT et sa plus grande réactivité au BCR, à été utilisée de manière comparative avec les 

cellules primaires de LLC. 
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2.  Validation du modèle de surexpression de ZAP70 dans la lignée BL2 

2.1. Vérification du statut ZAP70 des cellules BL2 : 

Nous avons tout d’abord vérifié le statut ZAP70 de nos lignées BL2 et BL41. Nous avons 

pour cela recherché l’ARNm de ZAP70 par RT-PCR puis la protéine ZAP70 par CMF avec notre 

technique de contrôle isoclonique utilisant le clone SBZAP et par WB avec le clone 1E72. Nos 

résultats révèlent que les lignées BL2 et BL41 expriment ZAP70 à la fois en protéine et en 

ARN dont les résultats sont parallèles (Figure 23). La lignée BL2 exprime plus fortement 

ZAP70 que la lignée BL41.  

Du point de vue technique, l’approche en CMF avec le clone SBZAP-PE est plus sensible 

que le WB avec le clone 1E72. Notre technique WB ne nous permet pas de détecter la 

protéine ZAP70 dans la lignée BL41 et la détection est très faible dans la lignée BL2. Selon les 

expériences seule la surexpression de ZAP70 par transfection transitoire permet de voir la 

bande spécifique à 70kDa en WB (voir Figure 30). 

 

2.2. Contrôle de l’implication fonctionnelle de ZAP70 dans le signalosome du BCR des 

modèles cellulaires BL2 et BL41 non transfectés : 

Pour contrôler si la protéine ZAP70 était impliquée fonctionnellement par la signalisation 

du BCR dans nos modèles de lignée. Nous avons mesuré par ELISA la quantité de protéine 

ZAP70 activée par phosphorylation sur la tyrosine Y319 après 5 min. de stimulation du BCR 

par un fragment F(ab’)2 anti-IgM soluble à 10 µg/ml. Nos résultats montrent une nette 

augmentation de la phosphorylation de la tyrosine Y319 confirmant que ZAP70 participait 

bien au signalosome du BCR dans les lignées BL2 et BL41 (Figure 24). Donc ZAP70 est 

phosphorylé après stimulation du BCR. 
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Figure 23 : Evaluation du niveau d’expression de ZAP70 dans les lignées BL2 et BL41.  

Panel A : l’expression de l’ARNm de ZAP70 a été recherchée par RT-PCR. La position des amorces utilisées est indiquée 

par des flèches sur le schéma en haut du panel. La figure montre les bandes amplifiées de 1078pb. Panel B : l’expression de 

la protéine ZAP70 a été recherchée par CMF selon la technique du contrôle isoclonique que nous avons publiée avec l’Ac 

anti-ZAP70 clone SBZAP couplé à la phycoérythrine [447]. Les cellules des lignées BL2 et BL41 ont été marquées en parallèle 

avec un sang normal. La figure représente les ratios isocloniques respectifs de chaque population cellulaire (BL2, BL41, B 

normaux (B Nx) et T normaux (T Nx)). Le seuil de positivité à 2.6 est indiqué par une barre horizontale en pointillés. Panel C : 

l’expression de la protéine ZAP70 a été recherchée par western-blot avec l’Ac anti-ZAP70 clone 1E72.  

 

 

 

Figure 24 : Phosphorylation de la tyrosine Y319 de ZAP70 après stimulation du BCR.  

Le BCR des cellules de la lignée BL2 a été stimulé 5 min. par un fragment F(ab’)2 anti-IgM soluble à 10 µg/ml. La figure 

représente la densité optique directement obtenue par technique ELISA mesurant la quantité de protéine phospho-ZAP70 

(Y319). Les différents points de mesure sont représentés par des cercles vides. La moyenne des DO obtenues pour les 2 

conditions avec ou sans stimulation du BCR sont représentées par une barre en pointillés +/- 1 ecart-type (barres pleines). 
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3. Comparaison des lignées cellulaires et des cellules primaires de LLC 

3.1. Comparaison du signal BCR tonique et de la sensibilité à la stimulation du BCR par le 

fragment F(ab’)2 anti-IgM : 

Nous avons tout d’abord comparé le signal BCR de la lignée BL2 et des cellules primaires 

de LLC. Nous avons pour cela choisi de révéler l’activation du BCR par la phosphorylation de 

ma MAPK Erk. Les cellules ont été soumises à 2 types de stimulation : (i) stimulation par du 

pervanadate et (ii) stimulation par pontage du BCR avec un fragment F(ab’)2 anti-IgM. Le 

pervanadate est un inhibiteur de phosphatases qui est classiquement utilisé pour révéler le 

signal tonique du BCR (signalisation en l’absence de ligand) [488]. A l’inverse, le pontage du 

BCR par un fragment F(ab’)2 anti-IgM mime le contact avec l’antigène. 

Les résultats montrent que la lignée BL2 et les cellules primaires de LLC présentent un 

signal tonique du BCR et que les 2 types cellulaires ont un BCR fonctionnel révélé par la 

stimulation avec le fragment F(ab’)2 (Figure 25). 

 

 

Figure 25 : Comparaison du signal NCR entre la lignée BL2 et les cellules primaires de LLC.  

Les cellules de la lignée BL2 et des cellules primaires de LLC (exemple de la LLC#20) ont été soumises à une stimulation 

par le pervanadate et/ou le fragment F(ab’)2 anti-IgM pendant 5 min. Le signal du BCR a été révélé par détection de la 

phosphorylation de la MAPK Erk par WB.  

 

3.2. Comparaison de la finalité fonctionnelle de la stimulation du BCR in vitro dans la 

lignée BL2 et les cellules primaires de LLC : 

Nous avons comparé l’effet de la stimulation in vitro du BCR par le fragment F(ab’)2 anti-

IgM sur l’apoptose cellulaire des cellules de la lignée BL2 et des cellules primaires de LLC. 
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L’apoptose a été évaluée en CMF par marquage annexine V/7AAD après 24h de culture avec 

ou sans stimulation du BCR. Les résultats concernant la lignée BL2 sont cohérents avec la 

littérature puisque nous retrouvons une forte induction de l’apoptose de ces cellules après 

24h de stimulation isolée du BCR [548–552]. Les résultats concernant les cellules de LLC 

montrent que ces cellules présentent un fort taux d’apoptose spontanée ex vivo et que la 

stimulation BCR permet d’obtenir une certaine protection vis-à-vis de cette apoptose 

spontanée (Figure 26). Les résultats complets obtenus sur les cellules de LLC sont présentés 

et discutés plus loin. 

 

 

Figure 26 : Induction de l’apoptose par le BCR sur les lignées BL. 

Les cellules de la lignée BL2 ont été cultivées pendant 24h avec ou sans stimulation du BCR par le fragment F(ab’)2 anti-

IgM. L’apoptose a été évaluée en cytométrie par marquage annexine V / 7AAD.  

 

Au final, nous disposions d’un modèle de BCR pro-apoptotique (lignée BL2), dans lequel 

nous pouvions surexprimer ZAP70, que nous avons exploré en parallèle des cellules 

primaires de LLC dont le signal BCR présente, à l’inverse, un effet anti-apoptotique. 
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4. Etude de l’impact fonctionnel de ZAP70 dans la signalisation du BCR 

4.1. Clonage de ZAP70 dans un vecteur d’expression constitutive 

Nous avons entrepris le clonage de ZAP70 afin de pouvoir étudier le rôle fonctionnel de 

ZAP70 dans notre modèle de lignée cellulaire BL parallèlement aux cellules primaires de LLC. 

La région traduite de l’ADNc de ZAP70 a été amplifiée à partir de la lignée BL2. L’amplicon de 

2023 pb a d’abord été cloné dans le vecteur intermédiaire TOPO pCR2.1. Dans une seconde 

étape, la région codante a été intégrée dans le vecteur d’expression constitutive pcDNA3 à 

l’aide des enzymes de restriction HindIII et BamHI. L’absence de mutations dans l’amplicon 

de ZAP70 a été vérifiée par séquençage direct. La fonctionnalité des vecteurs a été vérifiée 

par western-blot 24 heures après transfection (Figure 27).  

 

 

Figure 27 : Construction du vecteur d’expression constitutive pcDNA3-ZAP.  

Panel A : schéma du vecteur pcDNA3-ZAP. Panel B : exemple de transfection transitoire des cellules de la lignée par le 

vecteur pcDNA3 vide ou le vecteur pcDNA3-ZAP70. Un western-blot a été réalisé 24h après transfection sur des extraits 

protéiques totaux. 

 

4.2. Impact fonctionnel de ZAP70 dans la signalisation précoce du BCR 

Nous avons évalué par western-blot la phosphorylation de la protéine Erk après 5 min. 

de stimulation du BCR sur les cellules de la lignée BL2 transitoirement transfectées (BL2ZAP+) 

ou non (BL2CTRL) avec le vecteur pcDNA-ZAP. Nous n’avons retrouvé aucune différence entre 

le niveau de phosphorylation de la protéine Erk, ni même de Syk, entre les 2 conditions de 
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transfection (Figure 28).  Les ratios P-Erk/Erk dans les conditions stimulées étaient 

respectivement de 1.27 et 1.84 pour les BL2CTRL et les BL2ZAP+. 

Ensuite, sur une série de 10 LLC consécutives comprenant 5 LLC ne surexprimant pas 

ZAP70 (LLCZAP-) et 5 LLC avec surexpression de ZAP70 (LLCZAP+), nous avons également évalué 

la phosphorylation de la protéine Erk après 5 min. de stimulation du BCR. Le statut ZAP70 

des cellules tumorales était défini par un ratio isoclonique ≥2.6 [447]. Les résultats montrent 

que la phosphorylation est absente dans tous les cas de LLC sans stimulation. Après 5 

minutes de pontage du BCR, la présence de phospho-Erk (T202/Y204) est détectable dans les  

 

 

Figure 28 : Impact de ZAP70 sur la signalisation proximale du BCR. 

Le BCR des cellules de la lignée BL2 a été stimulé pendant 5 min. avec le F(ab’)2 anti-IgM selon qu’elles aient été 

transitoirement transfectées par le vecteur pcDNA-ZAP ou le vecteur contrôle. La phosphorylation et le niveau d’expression 

de la MAPK Erk ainsi que les niveaux d’expression des protéines ZAP70 et -tubuline ont été révélés par WB. Les ratios P-

Erk/Erk sont indiqués sur la figure. 

 

10 LLC même à faible niveau révélant un BCR fonctionnel de nature IgM sur ces cellules 

(Figure 29Erreur ! Source du renvoi introuvable.A). La phosphorylation de la protéine Erk a 

té particulièrement prononcée dans 2/5 et 3/5 cas des groupes LLCZAP- et LLCZAP+ 

respectivement. Nous avons ensuite normalisé la quantité de protéine Erk phosphorylée 

pour chaque cas en évaluant le ratio Phospho-Erk/Erk après numérisation des spots de 

western-blot. Nos résultats montrent que ce ratio est systématiquement plus élevé dans le 

groupe LLCZAP- par rapport au groupe LLCZAP+ (Figure 29B).  
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Figure 29 : Impact fonctionnel de ZAP70 dans la signalisation précoce du BCR.  

Panel A : l’induction par le BCR de la phosphorylation de la MAPK Erk a été évaluée par western-blot sur 10 LLC 

consécutives. La figure compare la présence de phospho-Erk dans les cellules non stimulées  (à gauche) et stimulées par un 

fragment F(ab’)2 anti-IgM (à droite). Panel B : le ratio des charges protéiques phospho-Erk / Erk a été calculé après 

quantification des spots obtenu sur le western-blot. Les cercles vides représentent les différentes valeurs. La moyenne +/- 1 

écart-type sont représentés par une barre en pointillés ou une des barres pleines respectivement.  

 

En conclusion, nous ne mettons pas en évidence d’effet potentialisateur de ZAP70 sur la 

signalisation proximale du BCR que ce soit dans la lignée BL2 ou dans les cellules primaires 

de LLC. En particulier, dans les cellules de LLC, le caractère fort répondeur ou faible 

répondeur ne montre également pas d’association particulière avec le statut ZAP70. Ces 

résultats sont cohérents avec la littérature récente [553]. 

 

 

A

F(ab’)2 anti-IgM : - +

LLC# : #6 #16 #17 #21 #22 #7 #12 #15 #18 #20

Statut ZAP70 : - +
#16 #17 #21 #22 #7 #12 #15 #18 #20

- +
#6

P-Erk (T202/Y204)

Erk 

-tubuline  

B

R
at

io
 P

-E
rk

 /
 E

rk
 

LLCZAP- LLCZAP+

LLC stimulées



 
 

175 
 
 

4.1. ZAP70 et dégradation de Syk après stimulation du BCR 

La régulation négative tardive du BCR est caractérisée entre autre par la dégradation de 

la tyrosine kinase Syk après ubiquitination Cbl dépendante [554]. Nous avons évalué le 

niveau résiduel de Syk par western-blot après 24h de stimulation du BCR par F(ab’)2 anti-IgM 

sur la lignée cellulaire BL2 et sur la même série de 10 LLC. 

Dans la lignée BL2, nous avons mis en évidence une dégradation de Syk après 24h de 

stimulation du BCR (Figure 30A). A l’inverse, dans les cellules de LLC nos résultats n’ont pas 

permis d’objectiver une quelconque baisse du niveau d’expression de la protéine Syk après 

24h de stimulation du BCR par rapport à la condition non stimulée. Il n’y avait également 

aucune différence entre les LLCZAP- et les LLCZAP+ sur cette série (Figure 30B). 

Comme dans les résultats précédents, nous avons observé une faible expression de l’-

tubuline dans les cellules de LLC. Cette expression était de plus très variable. Bien que la 

charge en protéine fût identique pour chaque puits (i.e. 20µg), il ne nous a pas été possible 

de normaliser les quantités de protéine Syk entre les différents cas de LLC du fait de 

l’absence de révélation d’une autre protéine de ménage. Cette sous-expression de l’-

tubuline est peut-être à mettre en rapport avec la faible taille des cellules de LLC et la grande 

fragilité cellulaire dont elles font preuve. On ne peut également pas exclure une régulation 

particulière de cette protéine dans la LLC. 
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Figure 30 : Impact fonctionnel de ZAP70 dans la régulation tardive du BCR.  

Panel A : les cellules de la lignée BL2 ont été stimulées ou non avec le fragment F(ab’)2 anti-IgM. Le niveau d’expression 

de Syk a été évaluée 24h après par WB selon qu’elles aient été transitoirement transfectées par le vecteur pcDNA-ZAP ou le 

vecteur pcDNA vide. Panel B : la même expérience a été réalisée sur une série de 10 LLC consécutives. Le statut ZAP70 est 

indiqué sur la figure. 

 

4.2. Impact fonctionnel de ZAP70 dans le signal tonique du BCR 

Nous avons voulu explorer le signal tonique du BCR (i.e. sans ligand) selon le statut 

ZAP70 des cellules tumorales. Sur une nouvelle série de 8 LLC consécutives et appariées 

selon leur statut ZAP70 (LLCZAP-/LLCZAP+), nous avons évalué la phosphorylation de la MAPK 

Erk selon que les cellules étaient stimulées ou non par le pervanadate (révélation du signal 

tonique) ou par le F(ab’)2 anti-IgM (signal BCR de contrôle). Nous avons évalué l’intensité des 

différents signaux par western-blot (Figure 31A). L’intégration numérique des spots nous a 

permis de comparer les ratios Phospho-Erk/Erk pour chaque condition. Nos résultats ont 

montré la présence d’un signal tonique du BCR pour les 8 cas de LLC. A l’exception d’1 cas de 

LLCZAP- (LLC#24) marqué par un disque noir sur la figure, le signal Phospho-Erk tonique était 
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significativement plus intense que le signal déclenché par pontage du BCR (test des rangs 

signés de Wilcoxon pour échantillons appariés, p-value=0.016) mais il n’y avait pas de 

différence selon le statut ZAP70 des cellules tumorales (Figure 31B). Pour remarque, la 

LLC#24 est le cas qui a présenté la plus forte stimulation de la MAPK Erk après pontage du 

BCR. 

Au final, en nos mains, ZAP70 ne semble pas avoir d’effet sur le BCR que ce soit après 

activation par pontage ou  sur le signal tonique du récepteur. 

 

 

Figure 31 : Evaluation de l’impact fonctionnel de ZAP70 sur le signal tonique du BCR.  

Panel A : exemple d’évaluation par western-blot du signal tonique du BCR de cellules de LLC révélé par le pervanadate. 

Le signal tonique du BCR est évalué par la phosphorylation de la protéine Erk. Le pontage du BCR par le F(ab’)2 anti-IgM sert 

de contrôle positif. Panel B : comparaison des ratios Phospho-Erk/Erk entre les 2 types de stimulation et selon le statut 

ZAP70 des cellules tumorales primaires. La barre en pointillés représente la moyenne, les barres pleines représentent 

l’intervalle +/- 1 écart-type de la moyenne. Les 2 points de données identifiés par un disque noir représentent le cas de LLC 

pour lesquel le niveau de phosphorylation de Erk était plus élevé par la stimulation du BCR que par la révélation du signal 

tonique par le pervanadate (LLC#24). 
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5. Etude du rôle de ZAP70 dans l’équilibre apoptose / prolifération 

Nous avons évalué l’effet sur l’apoptose de la transfection transitoire de ZAP70 des 

cellules de la lignée BL2 stimulées ou non par pontage du BCR. Nous avons retrouvé une 

simple tendance à la majoration de l’apoptose spontanée des cellules BL2 dans la condition 

où ZAP70 était surexprimée (test des rangs signés de Wilcoxon pour échantillons appariés, p-

value=0.125) (Figure 32A). Dans ce modèle cellulaire, la stimulation du BCR par pontage 

induit une apoptose franche des cellules et il n’y avait pas de différence entre les niveaux 

d’apoptose induite selon les conditions BL2ZAP- ou BL2ZAP+. 

Nous avons ensuite étudié l’impact du statut ZAP70 sur l’apoptose spontanée à 24h +/- 

stimulation du BCR sur des cultures ex vivo de cellules primaires issues d’une série 

consécutive de 20 LLC (12 LLCZAP- et 8 LLCZAP+). La survenue d’une apoptose spontanée a été 

observée dans 20/20 cas. De manière frappante, nos résultats ont montré une apoptose 

spontanée significativement supérieure dans le groupe LLCZAP+ que dans le groupe LLCZAP- 

(test de Mann-Whitney, p-value=0.0030) (Figure 32B). Ensuite, dans 18/20 cas, la culture de 

24h ex vivo en présence de F(ab’)2 anti-IgM a montré une légère protection des cellules 

primaires de LLC vis-à-vis de l’apoptose spontanée (test des rangs signés de Wilcoxon pour 

échantillons appariés, p-value=0.00021) (Figure 32B). 

Les 2 cas n’ayant pas montré de bénéfice d’une stimulation du BCR vis-à-vis de 

l’apoptose spontanée appartenaient respectivement au groupe LLCZAP- (1 cas) et LLCZAP+ 

(1cas) et sont individualisés des autres par des disques noirs pleins sur la figure. 

Globalement, l’effet protecteur du BCR n’était pas significativement différent entre les 2 

groupes LLCZAP- et LLCZAP+ (diminution moyenne de l’apoptose respectivement de 6.1% et 

9.7%  en valeur absolue, test de Mann-Whitney : p-value = 0.18)(Figure 32B).  
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Figure 32 : Evaluation de l’impact du statut ZAP70 sur l’apoptose des cellules B.  

Panel A : apoptose spontanée ou induite par pontage du BCR des cellules de la lignée BL2 transitoirement transfectées 

ou non par le vecteur pcDNA3-ZAP. Les barres en pointillés représentent les moyennes des groupes respectifs, les barres 

pleines représentent les intervalles  à +/- 1 écart-type. Panel B : évaluation de l’apoptose spontanée à 24h, avec ou sans 

stimulation du BCR, sur une série consécutive de 12 LLC
ZAP-

 et 8 LLC
ZAP+

. Les 2 cas de LLC représentés par des disques noirs 

pleins correspondent aux cas de LLC pour lesquels le BCR n’a pas montré d’effet protecteur contre l’apoptose spontanée 

des cellules. Panels A et B : la p-value des tests des rangs signés de Wilcoxon pour échantillons appariés ou de Mann-

Whitney sont respectivement indiquées sur chacune des figures. 

 

6. Résultats préliminaires sur la relation entre statut ZAP70 et interféron  

Parce que nous avions constaté que l’interféron alpha (IFN) pouvait induire une certain 

apoptose sur les lignées BL [555], nous nous sommes demandé si ZAP70 pouvait réguler 

l’expression de cette cytokine. 

Nous avons recherché par RQ-PCR le niveau d’expression de l’ARNm de l’IFN dans les 

cellules mononucléées totales du sang périphérique (PBMC) de patients atteints de LLCZAP- 

(n=10) et de LLCZAP+ (n=12) et de témoins sains (n=5) ainsi que dans la lignée BL2 transfectée 

par le vecteur pcDNA3 vide, pMAX-GFP ou pcDNA3-ZAP. Nos résultats, certes préliminaires, 

ont montré que le niveau d’expression de l’ARNm de l’IFN dans les PBMC des 5 témoins 

était faible et ont révélé une dispersion bimodale dans les LLCZAP- (Figure 33A). Dans ce 

groupe de patients, 6/10 cas présentaient un taux d’expression relatif (TER) très faible et 

4/10 cas présentaient un TER significativement plus élevé. En prenant comme seuil de 

référence la limite supérieure de l’intervalle de confiance à 95% du sous-groupe LLCZAP-
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/IFN
NEG, nous avons mis en évidence que 10/12 cas de LLCZAP+ présentaient une 

surexpression de l’ARNm de l’IFN évaluée dans les PBMC totaux, cette différence était 

statistiquement significative entre les 2 groupes de LLC (test 
2, p-value=0.035). 

Parallèlement, sur une série de 3 transfections consécutives de la lignée BL2, nous avons 

montré que la transcription de l’ARNm l’IFN était augmentée lorsqu’on induisait la 

surexpression de ZAP70 dans ces cellules (Figure 33B) alors que cette augmentation n’était 

pas retrouvée dans les transfections contrôles avec les vecteurs pcDNA3 vide ou pMAX-GFP. 

Enfin, selon la disponibilité des ADNc issus de ces mêmes cellules BL2 transfectées, nous 

avons évalué le niveau d’expression des autres interférons, IFN et IFN respectivement. Nos 

résultats partiels n’ont pas mis en évidence d’induction significative de l’expression de IFN 

ni de l’IFN lorsque ZAP70 était surexprimé dans la lignée BL2 (Figure 33C et D). 
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Figure 33 : Niveau d’expression de l’ARNm des interférons dans LLC et la lignée BL2.  

Panel A : les taux d’expression relatifs (TER) de l’ARNm de l’IFN ont été évalués par RQ-PCR sur des PBMC de 5 

témoins sains, 10 LLC
ZAP-

 et 12 LLC
ZAP+

. Le seuil de positivité est représenté par une barre horizontale en pointillés et a été 

calculé à partir de la limite supérieure de l’intervalle de confiance à 95% du niveau d’expression de l’IFN dans les PBMC du 

sous-groupe LLC
ZAP-

/IFN
NEG

 dont la moyenne +/- 1 écart-type sont indiqués par un barre en pointillés et 2 barres pleines 

respectivement. La proportion de cas de LLC présentant une surexpression de l’IFN est indiquée dans la figure pour les 2 

groupes de patients. La p-value du test de c2 comparant les groupes LLC
ZAP-

 et 12 LLC
ZAP+

 est indiquée sur la figure. Panel B : 

les TER de l’IFN ont été évalué par RQ-PCR sur 3 transfections consécutives de cellules de la lignée BL2. Les barres en 

pointillés représentent les moyennes et les barres pleines les limites à +/- 1 écart-type. Panel C et D : les TER des IFN et 

IFN mesuré par RQ-CPR sur les cellules BL2 transfectées sont indiqués respectivement sur chaque panel. Le nombre de 

réplicat est indiqué sur chaque figure. 
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7. Résultats préliminaires concernant la régulation de ZAP70 dans le lymphocyte B 

tumoral de LLC 

En 2008, le travail de Bekeredjian-Ding et ses collaborateurs démontrait que l’expression 

de ZAP70 pouvait être induite dans les lymphocytes B mémoires CD27+ non tumoraux par la 

stimulation du TLR9 [504]. Dans cette étude, la transcription du gène codant pour ZAP70 

était sous la dépendance de la voie AKT (anciennement PKB). Etant donné que les cellules de 

LLC ont un profil proche de celui des cellules B mémoire [556], qu’elles expriment le TLR9 et 

que celui-ci est activable dans ce cellules [96], nous nous sommes posé la question d’une 

régulation de ZAP70 par le TLR9 dans la LLC. 

Pour évaluer rapidement notre hypothèse, nous avons mesuré par CMF le niveau 

d’expression de ZAP70 sur 5 cas consécutifs de LLC pour lesquels un examen de 

cytogénétique avait été demandé. La mise en culture des leucocytes totaux du sang 

périphérique a été réalisée par double stimulation comprenant de l’IL2 et du DSP30, un CpG-

ODN  (oligodéoxynucléotide) de classe B (ou type K) agoniste du TLR9 [557]. L’évaluation de 

l’expression de ZAP70 a été réalisée en 2 temps, avant et après 72h de culture.  

Nos résultats ont montré une nette augmentation du niveau d’expression de ZAP70 dans 

les lympocytes B tumoraux pour 4/5 cas (Figure 34A). Parallèlement, le niveau d’expression 

de ZAP70 dans les lymphocytes T autologues était également augmenté mais de manière 

plus modérée pour 4/5 des cas (Figure 34B). A noter que les 4 cas de LLC pour lesquels 

l’expression de ZAP70 a pu être augmentée étaient des LLCZAP+ et que l’unique cas pour 

lequel l’expression de ZAP70 n’était pas réellement modifiée était une LLCZAP- qui ne 

correspond pas au cas pour lequel le niveau de ZAP70 a légèrement diminué dans les 

lymphocytes T. 

Ces données ne sont que préliminaires mais suggèrent que l’expression de ZAP70 peut 

être induite par des stimuli du microenvironnement. Un travail comportant des mises en 

cultures dédiées de cellules primaires  de LLC  avec tous les contrôles nécessaires est 

obligatoire pour conclure formellement et identifier le mécanisme en cause. 
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Figure 34 : Expression de ZAP70 en réponse à une stimulation par IL2 + DSP30. 

Le sang total de 5 patients atteints de LLC a été mis en culture sous stimulation par IL2 + DSP30. Le niveau d’expression 

de ZAP70 a été évalué par CMF avant et après les72h de culture stimulée. Les résultats présentés dans les panels A et B 

correspondent respectivement aux lymphocytes B tumoraux de LLC et aux lymphocytes T autologues et montrent la 

variation de la MFI pour ZAP70 normalisée par rapport à un contrôle négatif. Dans le panel A, le cas individualisé par des 

disques noirs pleins correspond à une LLC
ZAP-

 pour laquelle le niveau d’expression de ZAP70 n’a pas significativement 

augmenté après stimulation. 

 

La stimulation des cellules primaires de LLC ex vivo est un mécanisme complexe. En effet, 

ces cellules B tumorales ont la capacité de sécréter un grand nombre de cytokines après 

stimulation par un ligand du TLR9, comme par exemple l’IL6, IL10, le TNF, ainsi que de 

moduler l’expression de divers récepteurs CD25 (IL2R haute affinité), CD40, … [222,557]. 

D’autre part, nos cultures ont concerné les leucocytes totaux, qui peuvent également 

stimuler les cellules de LLC cultivées ex vivo mais aussi réagir et sécréter des cytokines en 

réponse une stimulation du TLR9. Ainsi, l’effet observé sur ZAP70 peut résulter de la 

stimulation directe des cellules tumorales par le CpG ODN ou l’IL2 ou la stimulation indirecte 

par des cytokines produites par les cellules tumorales elles-mêmes ou les autres leucocytes. 

Une combinaison de différents stimuli ne peut également pas être exclue. 
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8. Conclusion sur le rôle fonctionnel de ZAP70 

A l’issu de ce travail, le rôle fonctionnel de ZAP70 reste mal défini en terme de 

signalisation du BCR et d’impact sur la survie cellulaire. En évaluant la réponse à la 

stimulation du BCR par la phosphorylation de Erk, nous ne retrouvons pas d’effet 

potentialisateur de ZAP70 sur les cellules de Burkitt comme sur les cellules primaires de LLC. 

De même, lorsque nous avons étudié le signal tonique du BCR dans les cellules de LLC, 

aucune différence significative n’a pu être mise en évidence entre les LLCZAP+ et les LLCZAP-. 

Concernant la régulation de la balance apoptose/survie des cellules, nous avons retrouvé 

une augmentation de l’apoptose spontanée des cellules de Burkitt transfectées et des 

cellules primaires de LLCZAP+ par rapport aux cellules ne surexprimant pas ZAP70. Lorsque le 

BCR de ces cellules était stimulé, ZAP70 ne modifiait pas le type de réponse, i.e. BCR pro-

apoptotique sur les cellules de Burkitt et BCR anti-apoptotique sur les cellules de LLC.  

Enfin, nous retrouvons que l’expression de ZAP70 dans les cellules B est associée à une 

expression de l’IFN dans les lignées transfectées et dans les PBMC de patients atteints de 

LLC. En nos mains, l’expression de ZAP70 semble être inductible après stimulation des 

cellules de LLC par IL2 et DSP30.  
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VI. DISCUTION GENERALE ET PERSPECTIVES 

 

1. Signification de la multitude des facteurs pronostiques dans la LLC 

Comme nous l’avons exposé en introduction, une multitude de paramètres biologiques 

et cliniques ont été associés au pronostic des patients atteints de LLC. Certains de ces 

facteurs permettent de prédire l’évolution de la maladie (facteurs pronostiques au sens 

propre) alors que d’autres peuvent également prédire la réponse à un traitement spécifiques 

(facteurs prédictifs). Parmi les facteurs pronostiques, certains ont été validés dans la plupart 

des cohortes de patients (statut IgVH par exemple) alors que d’autres, non indépendant des 

marqueurs les plus « forts » (ZAP70), ou simplement moins étudiés (ombres de Gümprecht), 

pourraient constituer des signaux d’alerte (« warning »). Au travers de l’exposition du 

panorama général des facteurs pronostiques de la LLC, nous essaierons de déterminer la 

signification pratique des paramètres étudiés lors de de travail de thèse. 

Index pronostiques et identification des marqueurs pronostiques indépendants 

Depuis quelques années, plusieurs équipes ont élaboré des « index pronostiques » de 

manière à identifier les marqueurs pertinents permettant de prédire l’évolution de la LLC au 

diagnostic et avant tout traitement. L’élaboration d’index pronostiques amène donc à 

hierarchiser ces différents marqueurs entre eux.  

Une équipe française avait démontré avec succès la valeur pronostique de la 

combinaison de 4 paramètres de routine (i.e. thymidine kinase sérique>10U/ml, β2-

microglobuline>2,5mg/ml, lymphocytose>13G/l et CD38>7%) permettant de prédire la 

survie sans progression des patients de stade A, selon qu’ils présentaient 2 marqueurs 

péjoratifs ou plus, indépendemment du statut IgVH et ZAP70 [558]. L’analyse simultanée du 

statut mutationnel et de la surexpression de ZAP70 et CD38 a été validée par 2 équipes 

indépendantes pour des patients au stade précoce de la maladie [168,450]. Plus récemment, 

d’autres équipes ont mis au point des index pronostiques sur des cohortes de plus de 1000 

patients en combinant des données cytogénétiques aux marqueurs sériques et 
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phénotypiques. En Angletrerre, Pepper et al. établirent un index pronostique pour prédire la 

survie sans traitement et la survie globale des patient de stade A en intégrant des 

paramètres cliniques, le TDL, IgVH, ZAP70, CD38 et cytogénétique (classification de Döhner) 

[559]. Dans leur modèle, seuls le TDL, le CD38, le statut IgVH et l’âge au diagnostic 

permettaient de prédire indépendemment le pronostic des patients au stade précoce. Au 

centre de lutte contre le cancer américain MD Anderson (MDACC), un index pronostique a 

été élaboré en retenant les 5 paramètres suivants : présence de plus de 3 adénopathies, 

adénopathies de localisation cervicale, présence d’une del(17p) ou d’une del(11q), taux de 

LDH et statut mutationnel IgVH [560]. 

Comme on le voit, les paramètres pertinents de ces 2 derniers index pronostiques 

sont principalement le statut mutationnel IgVH, la cytogénétique, le CD38 et des marqueurs 

de progression du clone (LDH, adénopathies). Le statut ZAP70, de part le manque de 

standardisation technique et sa forte association au statut IgVH « s’efface » lorsque ce 

dernier paramètre est intégré. Par exemple, dans un index pronostique belge n’utilisant que 

des marqueurs quantifiables par RQ-PCR, ZAP70 reste un facteur pronostique indépendant 

[561]. Aussi, l’évaluation du statut ZAP70 en tant que simple marqueur du pronostic, i.e. 

sans contrepartie fonctionnelle identifiée, ne paraît plus à retenir actuellement si le statut 

mutationnel est évalué. 

Les marqueurs prédictifs de la réponse thérapeutique 

A l’heure actuelle le seul facteur prédictif universellement reconnu est la délétion du 

gène TP53 et ces mutations qui constituent une contre-indication à l’utilisation de 

fludarabine, l’agent cytotoxique de référence pour le traitement de la LLC [137]. 

En Allemagne, Pflug et al. ont étudié 23 marqueurs sur une cohorte de 1948 patients 

inclus dans les protocoles cliniques CLL1, CLL4 et CLL8 comparant différente modalités 

thérapeutiques à base de fludarabine ou de chlorambucil +/- rituximab. Dans ce modèle, le 

sexe, l’âge, le performans status, 2-microglobuline, TK, statut IgVH, del(11q) et del(17p) 

étaients les variables pertinentes pour prédire la survie des patients. Leur modèle a été 

confirmé sur une série de 676 patients de la Mayo Clinic aux Etats-Unis [562]. 
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L’équipe italienne de Rossi et al. a mis au point un modèle intégrant la cytogénétique de 

Döhner (i.e. del(13q), +12, del(11q), del(17p)) et les mutations de SF3B1, NOTCH1 et BIRC3 

[227]. Ce modèle, élaboré à partir d’une cohorte de patient inclus dans des 

protocoles thérapeutiques (traitement à base de fludarabine +/- rituximab), permet de 

prédire la survie globale du patient, donc sa réponse au traitement, tout au long de son suivi. 

Dans ce dernier modèlel les altérations de p53 étaient associées à la survie la plus réduite. 

Ces modèles de survie ont exploité des patients dont les modalités prise en charge 

thérapeutique étaient variables. Ils donnent un point de vue général sur les marqueurs 

importants dans la réponse au traitement. 

Les données récemment communiquées sur l’absence de bénéfice du rituximab associé à 

la fludarabine et l’endoxan des patients porteurs d’une mutation de NOTCH1 d’une part 

[287], et, d’autre part, la forte valeur pronostique de la MRD médullaire à mi-parcours du 

traitement par FCR [406], sont des pistes interressantes pour guider le choix de la prise en 

charge. Si ces données sont confirmées, nous pouvons imaginer un protocole thérapeutique 

ou le choix du traitement FCR versus FC serait guidé par le statut mutationnel de NOTCH1. 

Ensuite, une MRD médullaire négative à 3 mois permettrait d’identifier des patients qui ne 

bénéficieraient pas des 3 dernières cures. Compte-tenu de l’âge des patients atteints de LLC 

et des comorbidités associées, on peut imaginer que l’on pourrait plus facilement proposer 

un protocole « FCR light » à des patients inelligibles à 6 cures de FCR complètes. Il resterait à 

identifier les patients présentant une indication à un traitement spécifique. Les index 

pronostiques, associant en particulier le modèle « intégré » publié par Rossi et al. [227], 

seraient pertinents d’autant plus que le protocole de traitement précoce (au stade A) des 

patients de haut risque publié par Schweighofer et al. a montré son efficacité [403]. Traiter 

précocément permettrait peut-être de pouvoir proposer une thérapie efficace à des patients 

de haut risque avant qu’ils ne deviennent non elligibles à ce type de prise en charge.  

Cependant, quelle sera la place de ces marqueurs pronostiques et prédictifs dans un 

arsenal thérapeutique intégrant dorénavant des inhibiteurs de kinase dont le chef de file, 

l’ibrutinib, est efficace y compris en cas d’altérations de p53 ? [410]. Le modèle génétique et 
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cytoégénétique de Rossi et al. pourrait servir dans un 1er temps de modèle prédictif pour 

identifier les patients qui bénéficieront de ces nouvelles molécules par rapport à 

l’immunochimiothérapie conventionnelle. 

Quid de la fragilité cellulaire et de la sécrétion d’une Ig monoclonale 

La plupart des autres facteurs associés au pronostic des patients, s’ils ne sont pas retenus 

comme pertinents parmi la masse des paramètres biologiques ou cliniques disponibles, 

permettent néanmoins d’appréhender la physiopathologie de la maladie. Par exemple, la 

surexpression du CD49d par les cellues clonales a été présentée comme le meilleur facteur 

pronostique accessible par cytométrie en flux. Nous avons vu qu’au niveau fonctionnel, le 

CD49d est une molécule favorisant la migration tissulaire des cellules B tumorales et donc 

favorise l’accès de ces cellules à des signaux protecteurs du microenvironnement [191,192]. 

Nous avons mis en évidence que la fragilité cellulaire évaluée par le CD45 est 

inversement associée à une fréquence élevée de trisomie 12 [157]. Les cas de LLC avec 

trisomie 12 ont souvent une présentation tumorale [233] et surexpriment fréquemment le 

CD49d entre autre [192]. La faible expression du CD45 ferait donc le lien avec certaine 

anomalies du cytosquelette comme cela a été démontré avec les ombres de Gümprecht et le 

déficit en vimentine [152,153]. Nous avons également détaillé comment le cytosquelette des 

cellules de LLC intervient dans la régulation de la migration cellulaire au travers des 

protéines RhoH et TAPP2 [70,83–85]. Au final, si le niveau d’expression du CD45 n’est pas un 

facteur pronostique majeur, son lien avec l’évolution des patients indique l’importance du 

cytosquelette dans la migration des cellules de LLC vers les centres prolifératifs. 

Nous avons également mis en évidence que la présence d’une Ig monoclonale dans le 

sérum des patients, suggérant le caractère sécrétant du clone de LLC, est un facteur 

pronostique dans cette maladie et fortement associé à un stade clinique plus avancé. Ce 

phénotype particuler, discuté dans le paragraphe suivant, indique probablement une 

activation particulière de la cellule. On peut supposer que cet état activé soit, en partie, à 

l’origine d’une évolution plus rapide de la maladie. 
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2. Signification de la sécrétion de l’immunoglobuline par les cellules de LLC 

Dans un second travail de recherche, nous avons montré que la sécrétion d’une IgM ou 

d’une IgG par les clones de LLC est associée à une évolution plus rapide vers la mise  en place 

d’un traitement spécifique. Les pics monocloaux associés à la LLC sont des pics de faible 

ampleur, évalués entre 1 et 3 g/l pour près de 90% des patients de notre série. L’impact 

péjoratif était indépendant de l’hypogammaglobulinémie (hypo-). La médiane du délai 

écoulé entre le diagnostic et le 1er traitement était de 36,5 mois, 27,7 mois, 54,2 mois et 

121,7 mois respectivement pour les patients avec un pic IgM, un pic IgG, une hypo- ou une 

électrophorèse des protéines sériques normale. Le répertoire du BCR des cas de LLC associés 

à une Ig monoclonale est biaisé (IGHV3-48 pour les IgM, IGHV4-39 et IGHV3-48 pour les IgG). 

De même, les cas de LLC avec Ig monoclonale circulante présentaient une accumulation 

d’évènements génétiques de mauvais pronostic (76% et 87% respectivement pour les pics 

IgM et IgG) qui n’était pas retrouvée dans les LLC avec hypo- (49%) malgré un pronostic 

similaire. Ces biais du répertoire, invariables au cours du temps, et l’accumulation spécifique 

d’évènements génétiques défavorables, mettent en avant la particularité des LLC 

sécrétantes. 

Dans notre étude, nous n’avons pas retrouvé de différenciation lymphoplasmocytaire 

pour les cas de LLC associées à une IgM ou IgG monoclonale malgré une plus grande 

fréquence d’expression du CD38 (46% et 54% respectivement) par rapport aux sous-groupes 

hypo- et EPS normales (24% et 19% respectivement). L’examen cytologique n’a été réalisé 

que sur le sang, le tissu de référence de la LLC, et on peut poser la question de la 

différenciation lymphoplasmocytaire dans la moelle osseuse ou les ganglions par exemple. 

Le sang ne représente en réalité qu’un compartiment de transit des présurseurs de 

plasmocytes entre le ganglion et la moelle osseuse [563]. 

Le caractère sécrétant peut être acquis par les cellules B en réponse à diverses 

stimulations comme, entre autres, les cytokines IL2, IL6, IL10, IL21 qui active la voie STAT3 

qui est indispensable à la différenciation plasmocytaire [564,565]. Le CD40 et le TLR9 qui 

activent la voie NF-B peuvent également induire la différenciation terminale du lymphocyte 
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B [557,566,567].  Il a été démontré que le TLR9 peut induire la production d’IgM et la 

recombinaison de classe dans les lymphocytes B isolés d’amygdales [557] et induire la 

différenciation plasmocytaire de cellules primaires de LLC ex vivo avec sécrétion d’Ig et de 

chaîne légère libre [567]. Le signal du BCR intervient aussi dans la différenciation du 

lymphocyte B [568] tout comme l’IFN mais de manière plus complexe. L’hypersécrétion 

d’IFN a été clairement identifiée à l’origine de la présence d’auto-anticorps dans le lupus 

érythémateux [569]. On ne retrouve pas de manifestation auto-immune spécifique 

d’organes dans la LLC, en dehors des fréquentes cytopénies auto-immunes dues à des 

lymphocytes B auto-réactifs différents du clone, mais la cellule de LLC pourrait tirer profit 

des voies activées par l’IFN [570]. 

Compte-tenu du répertoire biaisé des LLC sécrétantes que nous avons mis en évidence, il 

est possible que ces cellules reçoivent des signaux d’activation particuliers ou plus intenses 

au sein des centres de prolifération ganglionnaires ou médullaires via leur BCR et autres 

récepteurs.  

La présence d’un pic monoclonal de nature IgG pose la question de la commutation de 

classe dans la LLC. Les LLC « switchées » concernent une faible proportion des patients 

(<10%) et il est souvent observé une sous-population IgG au sein d’un clone majoritairement 

IgM (cf. discussion sur l’expression d’AID page 120). En physiologie, la commutation de 

classe, sous l’action d’AID, du locus Cµ vers un locus C peut être induite par des cytokines 

séctrétée par les lymphocytes T Helper [28]. L’observation d’un processus de CSR a été 

associée à un mauvais pronostic des patients atteints de LLC [571], même si les LLC avec un 

BCR stéréotypé du subset#4 (IGHV4-34) représentent un groupe de LLC au statut IgVH muté, 

exprimant une IgG de surface, mais associé à un bon pronostic [543].  

Dans notre série, 14/25 (56%) des LLC associées à un pic IgG présentaient un statut IgVH 

non muté dont 6 cas utilisant le gène IGHV4-39 (avec 3 BCR appartenant au subset#8). Parmi 

les LLC avec pic IgG et un statut IgVH muté, seulement 1 cas présentait un réarrangement du 

gène IGHV4-34 mais dont le CDR3 ne correspondait pas au subset#4. S’il est légitime de 

penser que les 4 LLC avec BCR stéréotypés des subset#4 et #8 ont certainement fait 
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l’expérience du switch IgG, nous n’avons pas testé la classe d’Ig de surface pour les autres 

cas associés à un pic IgG ni en CMF ni par PCR.  

Lors de la sélection des patients pour cette étude, nous en avions rétrospectivement 

identifié un total de 394 LLC pour lesquelles au moins une EPS avait été réalisée entre 2005 

et 2010. Un pic monoclonal était détectable chez 122 patients (31%). Par ordre de 

fréquence, on retrouvait : 52/122 pics IgG seuls (43%) dont 17 présentaient une chaine 

légère différente du clone de LLC ; 35/122 pics IgM seuls (29%) dont 3 avec une discordance 

/; 33/122 pics doubles (27%) dont 22/33 avec 1 pic  et 1 pic  et enfin 2 pics IgA seuls. 

Dans le travail publié nous avions sélectionné uniquement les patients pour lesquels la 

chaine légère du pic monoclonal et du clone de LLC était identique. Cette vue d’ensemble 

met en evidence : 

 la grande fréquence d’un pic monoclonal chez les patients atteints de LLC (31%), 

au diagnostic ou en cours de suivi, suggérant un terrain particulier au 

développement de clones ou  de sous-clones sécréteurs 

 la fréquence de pic IgG (43%) supérieure à la fréquence attendue des LLC 

switchées (10%), éventuellement compatible avec un sous-clone IgG sécrétant 

non identifié au diagnostic sur le sang périphérique 

 la fréquence élevée des discordances principalement pour les pics IgG, 

suggérant que les pics d’Ig monoclonale pourraient également provenir de 

cellules non apparentées au clone de LLC 

Une hypothèse explicative pourrait être que les patients avec un pic monoclonal 

présentent un microenvironnement anormal qui favorise le développement et la 

différenciation du clone de LLC mais également de lymphocytes B, volontiers auto-réactifs, 

ce qui aboutit à la sécrétion d’une Ig monoclonale dérivée ou non de la LLC (perte du 

contrôle de l’auto-immunité ?). En sélectionnant uniquement les cas sans discordance , 

nous avons pu mettre en évidence un biais de répertoire IgVH des LLC associées aux pics IgM 

et IgG. Ce résultat est plutôt compatible avec la sélection de cas de LLC sécrétantes plutôt 

que le développement d’un clone non spécifique. Il serait alors intéressant d’explorer les cas 
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avec discordance  : nous pourrions attendre une absence de biais de répertoire mais 

peut-être un impact sur la progression du clone de LLC liée à une hyperactivation par le 

microenvironnement du patient. Cette activation pourrait être mise en évidence in vivo en 

explorant la voie NF-B, par exemple, qui est une voie de convergance du BCR, des TLR et du 

CD40 entre autre. 

 

3. Rôle fonctionnel de ZAP70 et microenvironnement des cellules tumorales 

3.1. ZAP70 et signal du BCR 

Le rôle fonctionnel de ZAP70 dans le lymphocyte B reste mal circonscrit. Il a été 

initialement publié que ZAP70 est responsable d’une potentialisation du signal du BCR après 

stimulation dans les cellules de LLC [514,515,572]. Cependant, il ne nous a pas été possible 

de mettre en évidence un tel effet au travers de notre travail expérimental sur cellules 

primaires ou sur de lignées transfectées. Nous n’avons également pas mis en évidence 

d’effet majeur de ZAP70 sur le signal tonique du BCR. Ce que nous montrons, en revanche, 

c’est que le signal BCR est très variable d’une LLC à l’autre et que cette hypersensibilité au 

BCR n’est pas restreinte aux cas surexprimant ZAP70. Ces données sont cohérentes avec la 

littérature récente qui montre que les LLC progressives sur le plan clinique présentent cette 

hypersensiblité du BCR et que la surexpression de ZAP70 est simplement plus fréquente 

dans ce sous-groupe [527,573] et que des cellules de LLC sans ZAP70 peuvent répondre 

d’une manière équivalente au BCR [574]. De plus, il a clairement été démontré que ZAP70 

est capable de réguler la signalisation du BCR en l’absence d’activation [517] et même en 

l’absence de domaine kinase fonctionnel [516]. Ces dernières données montrent que ZAP70 

peut déréguler la cellule en jouant le rôle de protéine d’ancrage pour d’autres protéines 

cellulaire. ZAP70 agirait donc au-délà de sa seule activité de PTK, et pourrait déréguler le 

signalosome de divers récepteurs autres que le BCR. Ainsi, plusieurs travaux ont montré que 

l’expression de ZAP70 potentialise la réponse de la cellule B aux signaux de migration vers le 

microenvironnement médullaire en particulier [78,163,520–522,575].  
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Nous avons également montré expérimentalement que ZAP70 potentialise l’apoptose 

spontanée ex vivo des cellules primaires de LLC et de lignées de Burkitt transfectées. La 

revue de la littérature montre que la réponse in vitro des cellules primaires de LLC est 

dépendante de la méthode de stimulation employée. En effet, que ce soit sur PBMC totaux 

ou sur B tumoraux triés, les travaux de Petlickovski et al. et de Deglesne et al. s’accordent 

sur le fait que la stimulation faible du BCR par un F(ab’)2 anti-IgM soluble à 10µg/ml induit 

l’apoptose des cellules primaires de LLC [525,527]. A l’inverse, dans ces dernières études 

comme dans celle de Gobessi et al., la stimulation forte du BCR par un anti-IgM fixé à la 

paroi des puits diminue l’apoptose spontanée [525–527], contrairement à ce que Nédellec et 

al. avait préalablement décrit [523]. Dans ces différents travaux, les LLC pouvaient être 

séparées en cellules peu ou non réactives (LLC non progressives) et cellules très réactives 

(LLC progessives).  

Nous avons retrouvé que la stimulation in vitro du BCR par un F(ab’)2 anti-IgM soluble à 

la concentration de 10µg/ml protège partiellement les cellules de LLC de l’apoptose 

spontanée.  De plus, le niveau de protection du BCR est indépendant du niveau d’expression 

de ZAP70. Il semblerait donc que les tests de stimulation in vitro du BCR sur des PBMC totaux 

ou cellules triées ne réflètent pas exactement les mécanismes en place in vivo. Ces tests 

doivent donc plutôt être interprétés de manière spécifique à chaque contexte expérimental 

et en fonction de la question posée.  

 

3.2. ZAP70 et apoptose spontanée des cellules B tumorales 

L’apoptose spontanée induite par ZAP70 dans les cellules de lignée de Burkitt 

transfectées et son association avec l’apoptose spontanée ex vivo des cellules primaires de 

LLC semblent, au premier abord, discordantes avec les études cliniques sur la valeur 

pronostique péjorative de cette PTK. Si aucune interprétation évidente n’apparaît encore à 

ce jour, certaines données de la littérature montrent que les cas de LLC de mauvais pronostic 

(i.e. LLC non mutées) sont plus sujettes à l’apoptose spontanée que les cas de LLC de bon 

pronostic [553,576]. Coscia et al. ont montré que cette apoptose spontanée était due à la 
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perte de l’activation de NF- et de l’expression de Bcl2 [553]. Dans cette étude, la co-

culture en présence de cellules stromales ou de lymphocytes T autologues permettaient de 

soutenir l’expression de Bcl2 et de diminuer l’apoptose spontanée. Ces résultats montrent 

donc que les cellules de LLC de mauvais pronostic sont plus dépendantes du 

microenvironnement in vivo que les cellules de LLC non progressives. Ce profil d’apoptose 

spontanée ex vivo de cellules B tumorales agressives présente quelques similitudes avec la 

dérégulation de l’oncogène c-Myc. La surexpression de c-Myc active à la fois le métabolisme 

énergétique et le cycle celluaire ainsi que l’expression les protéines pro-apoptotique p53 et 

p19ARF qui, en particulier, rémpriment l’expression de Bcl2 [577]. Dans la LLC, il a été 

démontré que l’activation du BCR induit l’expression de c-Myc [578,579] et que cet 

oncogène est fortement transcrit dans le microenvironnement ganglionnaire [71]. De plus, c-

Myc est particulièrement dérégulé dans les LLC très agressives avec del(17p) [580]. Nos 

résultats expérimentaux pourraient être cohérents avec une apoptose dépendante de c-Myc 

dans les cellules primaires de LLC, en revanche, nous n’avons pas exploré la prolifération de 

ces cellules. Dans les cellules de lignée de lymphome de Burkitt, le fait que ces cellules 

transformées expriment un fort taux de c-Myc par la présence d’une translocation spécifique 

peut avoir sélectionné des mécanismes de résistance à l’apoptose c-Myc dépendante. 

 

3.3. ZAP70 et interféron alpha 

Nous avions également constaté que l’IFN pouvait induire un faible taux d’apoptose sur 

les cellules de lignée de lymphome de Burkitt [555] et nous avons mis en évidence une 

surexpression de l’IFN dans les PBMC de patients atteints de LLC et les cellules de lignées 

transfectées avec ZAP70. Les interférons sont des molécules immunomodulatrices 

physiologiques dérégulées dans les maladies auto-immunes ou dans certains types de 

cancers [581]. Dans l’organisme, la principale source d’IFN sont les cellules dendritiques qui 

sécrètent cette cytokine pour activer le système immunitaire au début d’une infection virale 

en particulier [28]. L’IFNa été en particulier utilisé depuis de nombreuses années dans le 

traitement d’hémopathies malignes telles la leucémie myéloïde chronique [582], ou certains 
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lymphomes B de bas grade (tricholeucémie, lymphome folliculaire, …) [583]. L’effet 

pharmacodynamique de l’IFN en cancérologie est complexe mais il repose entre autre sur 

la stimulation de l’immunité anti-tumorale en forçant les cellules malignes à se « dévoiler » 

aux cellules effectrices [584].  L’IFN a également fait partie de l’arsenal thérapeutique 

destiné à traiter la LLC mais son efficacité n’a pas été démontrée, en particulier pour les 

formes évolutives [585]. Il a d’ailleurs été récemment mis en évidence que la signalisation de 

l’IFN dans les cellules de LLC est altérée, en particulier en cas de del(11q) ou de del(17p) 

[586]. Dans ces cellules, un haut niveau d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) détourne la 

voie pro-apoptotique de STAT1 au profit de la voie pro-proliférative de STAT3 en aval du 

récepteur à l’IFN. D’autre part, les travaux de Tomic et al., montrent que lorsqu’on inhibe 

l’activation de STAT3 par le piceatannol, les cellules de LLC retrouvent un caractère « 

immunogène » et déclenche la prolifération de lymphocytes T hétérologues dans des 

expériences de réactions lymphocytaires mixtes. Enfin, la stimulation des cellules de LLC 

avec de l’IFN induit l’expression du CD38 sur les cellules tumorales [167,587] et cette 

cytokine constitue un signal d’activation du clone B dans le cadre d’une coopération avec les 

lymphocytes Th CD4+ (intéraction CD40/CD40L activant la voie NF-B) en induisant la 

sécrétion d’IL6 et de TNF (facteurs de croissance autocrines du clone tumoral) [588]. 

Nous émettons l’hypothèse que les LLC surexprimant ZAP70 pourraient bénéficier in vivo 

d’une stimulation autocrine ou paracrine par l’IFN. Par le biais de l’activation de STAT3, ces 

cellules pourraient échapper à la surveillance immunitaire. Lors des cultures de cellules 

primaires ex vivo, l’effet délétère de l’activation de STAT1 deviendrait prédominant et 

expliquerait l’augmentation de l’apoptose spontanée des cellules de LLCZAP70+ dans ces 

conditions artificielles (nécessité d’une coactivation par le CD40 ?). Si l’hypothèse est 

confirmée, le statut ZAP70 des cellules de LLC pourrait identifier des patients susceptibles de 

bénéficier d’un traitement par inhibiteurs de STAT3 dans un projet de thérapie « à la carte ». 
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3.4. Régulation de l’expression de ZAP70 dans les cellules de LLC 

Il a été démontré que l’expression de ZAP70 peut être induite dans les lymphocytes B 

normaux après activation in vivo et in vitro [501–503]. Des données expérimentales publiées 

montrent que l’expression de ZAP70 dans les cellules de LLC est régulée au niveau 

épigénétique par méthylation de l’ADN dans la région 5’UTR [589–591]. Cet aspect de la 

régulation de ZAP70 dans la LLC est proche de la régulation épigénétique de la surexpression 

de LPL [592] fortement associée au statut IgVH non muté [452]. 

La stimulation du TLR9 de lymphocytes B normaux IgM+, en particulier, est capable 

d’induire l’expression de ZAP70 [504]. Nos résultats expérimentaux préliminaires sur des 

cellules primaires de LLC stimulées par l’IL2 et DSP30 montrent également que cette 

stimulation peut induire l’expression de ZAP70 dans les cellules B tumorales. Il a été 

démontré plus récemment que la stimulation du TLR9 induit la prolifération ex vivo des 

cellules de LLC avec statut IgVH non muté (UM-CLL) mais l’apoptose des cellules de LLC avec 

statut IgVH muté (M-CLL) [93] et nous avons vu que le statut IgVH non muté est fortement 

associé à l’expression de ZAP70 [445]. La régulation de ZAP70 dans les cellules de LLC serait 

cependant différente de celle de la lipoprotéine lipase (LPL), dont l’expression est également 

très étroitement associée au statut IgVH non muté. En effet, la stimulation des TLR est 

incapable d’induire l’expression de l’enzyme LPL contrairement aux signaux T-dépendant 

CD40/IL4 et au BCR [592]. 

Nous émettons l’hypothèse que l’expression de ZAP70 dans la LLC pourrait être la 

conséquence d’une capacité particulière des LLC non mutées à répondre aux stimuli de 

l’immunité innée via le TLR9 et l’activation de la voie NF-B. Des analyses de 

transcriptomique ont d’ailleurs identifié que la dérégulation des micro-ARN de la famille 

miR-17~92 dans les LLC non mutées contrôle la réponse à la stimulation du TLR9 dans ces 

cellules [94]. Nous savons également que le signal du TLR9 implique la participation de Btk 

dans les cellules dendritiques [101,102]. Nous posons alors la question d’une éventuelle 

implication de Btk dans la signalisation du TLR9 des cellules de LLC et de l’inhibition 

secondaire de l’expression de ZAP70. Selon cette hypothèse, le traitement par ibrutinib 
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inhiberait le signal TLR9 des cellules B tumorales, particulièrement des LLC non mutées. En 

conséquence, l’expression de ZAP70 pourrait être interrompue par défaut de stimulation ce 

qui limiterait la capacité des cellules à répondre aux signaux des récepteurs aux chemokines 

potentialisé par cette PTK [78,163,520–522]. Cette « coupure » du signal de migration 

pourrait participer au phénomène de « chasse » ganglionnaire observée lors de l’initiation 

du traitement par ibrutinib des patients atteints de LLC [411,412]. Cette hypothèse peut être 

nuancée par le fait que Btk peut directement participer à la transduction du signal du CXCR4 

(récepteur de SDF1/CXCL12) [593] et que la mutation du récepteur CXCR4 (mutation 

C1013G) est impliquée dans la résistance à l’ibrutinib des lymphomes lymphoplasmocytaires 

[594]. Enfin, Amin et al. ont montré que le traitement de cellules de LLC par des inhibiteurs 

d’acétylases (HDAC) ou des inhibiteurs de méthylation de l’ADN peut induir l’expression de 

ZAP70 par déméthylation de la région promotrice du gène, ce qui pose la question de 

l’impact in vivo de cette dérégulation [589]. 

 

3.5. Hypothèses autour de la surexpression de ZAP70 dans les lymphocytes T autologues 

des patients atteints de LLC 

Nous avons montré que les lymphocytes T autologues des patients atteints de LLC 

surexpriment ZAP70 par rapport aux lymphocytes T issus de donneurs sains. Des résultats 

identiques ont été publiés par une autre équipe en 2005 [544]. Dans notre expérience, le 

niveau d’expression de ZAP70 dans les lymphocytes T est corrélé à la masse tumorale 

circulante. ZAP70 est la kinase clé de l’activation du lymphocyte T via le TCR [595] et le TCR 

peut induire ZAP70 [596]. La surexpression de ZAP70 dans ces cellules témoigne 

certainement d’une interaction entre le clone B et les cellules T. La population lymphocytaire 

T est porfondément remaniée au contact des cellules de LLC [597]. Nous avons vu que chez 

les patient atteints de LLC, les principales perturbations consistent en l’inversion du ratio 

CD4/CD8 et à l’augmentation du contingent des lymphocytes T régulateurs. Les lymphocytes 

T CD8 dont la population augmente sont des cellules qui ne peuvent pas former 

correctement des synapses immunes. Ces remaniements aboutissent donc à une perte 
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d’efficacité à engager une réponse immune contre les cellules tumorales ou des agents 

pathogènes.  En particulier, la sécrétion d’IL2 par les lymphocytes T autologues est inhibée 

alors que leur capacité à sécréter de l’IL4, un facteur de croissance des cellules de LLC, est 

concervée [597]. L’IFN pourrait également intervenir dans cette perturbation des 

lymphocytes T puisque cette cytokine est impliquée dans les maladies auto-immunes en 

favorisant le développement de lymphocytes B auto-réactifs via la stimulation des 

lymphocytes T Helper par les cellules dendritiques [598]. Dans ce contexte, il parait légitime 

de poser la question de l’effet de l’IFN sur le niveau d’expression de ZAP70 dans les 

lymphocytes T. Il s’agira de déterminer quelle sous-population leucocytaire est responsable 

de l’augmentation du transcrit d’IFN (B de LLC, T CD4, T CD8, T reg, cellules dendritiques, 

…) et quel est l’effet spécifique de l’IFN sur ces cellules. 

 

3.6. Perspectives de recherche sur le rôle fonctionnel de ZAP70 dans la LLC 

A l’issue de notre travail expérimental et du questionnement qui en résulte, le rôle 

fonctionnel de ZAP70 dans le contrôle de l’évolution de la LLC paraît être plus complexe que 

la seule potentialisation du signal du BCR initialement décrite. Les perspectives de ce projet 

pourraient se résumer en 3 questions : 

 

Comment est induit ZAP70 dans la LLC ? 

Nous poserons la question du rôle d’un signal activateur de NF-B (TLR9 ou CD40L) sur le 

contrôle de l’expression de ZAP70 selon le statut IgVH. Nous teterons l’effet de l’ibrutinib sur 

l’expression de ZAP70 dans les cellules de LLC non mutées et nous explorerons également 

son impact sur la sécrétion d’IgM, ainsi que sur le niveau d’expression du CD45 et la fragilité 

cellulaire. 
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Comment ZAP70 induit l’expression de l’IFN ? 

Nous souhaitons explorer la régulation de l’expression de l’IFN par ZAP70. Dans cet 

aspect du projet nous pourrons utiliser notre modèle de surexpression de ZAP70 dans les 

lignées de Burkitt et confirmer les hypothèses fonctionnelles sur les cellules primaires de 

LLC. 

Quel est l’effet de l’IFN sur les cellules tumorales de LLC ? 

Nous évaluerons le rôle de l’IFN sur la balance STAT1/STAT3 dans les cellules de LLC et 

la possible synergie avec NF-B sur la prolifération cellulaire. Nous explorerons dans le 

même temps l’effet de l’IFN sur les cellules tumorales elles-mêmes et sur leurs interactions 

avec les lymphocytes T autologues (induction de ZAP70, induction d’un signal CD40L, 

immunotolérance).  

 

Résultats attendus : 

Nous pensons pouvoir mettre en évidence que le phénotype « ZAP70+ » des cellules de 

LLC est au moins en partie lié à une stimulation particulière des cellules pathologiques via 

des récepteurs de l’immunité innée comme le TLR9. En retour, l’expression de ZAP70 serait 

responsable d’une sécrétion d’IFN dont le signal serait détourné par les cellules malignes 

vers un effet prolifératif sur le clone B et une modification phénotypique des lymphocytes T 

autologues. 

En cohérence avec la coopération p53/STAT1 démontrée par notre équipe [555], une 

synergie entre les faibles doses de fludarabine et l’IFN permettrait d’envisager un effet pro-

apoptotique de cette association sur les cellules de LLC porteuses de mutations TP53 pour 

lesquelles la fludarabine seule est inefficace. 
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4. Conclusion générale sur le travail de thèse 

Au travers de l’étude de la fragilité cellulaire, de la sécrétion d’une Ig monoclonale et du 

rôle fonctionnel de ZAP70, nous avons parcouru différentes voies qui contrôlent le 

développement du clone tumoral de LLC. 

Nos résultats coroborent l’importante littérature qui démontre les relations fortes entre 

la LLC et son microenvironnement. En effet, la sécrétion d’une Ig monoclonale est 

probablement la conséquence d’une activation particulière par des signaux de lymphocytes 

T, de cellules folliculaires dendritiques ou autres. Le niveau d’expression du CD45 fait 

vraisemblablement le lien avec le cytosquelette qui est impliqué dans la régulation de la 

migration cellulaire, en particulier vers les centres de prolifération du clone. Enfin, la 

surexpression de ZAP70 dans les lymphocytes T autologues signe certainement un état 

d’activation de cellules T qui pourraient alors soutenir le développement tumoral par des 

signaux tels que le CD40L. 

La revue de la littérature récente sur ZAP70 montre que ce marqueur n’est pas souvent 

sélectionné dans les modèles multivariés, en particulier par l’absence de consensus sur la 

méthode d’exploration et par sa très forte association avec le statut mutationnel du locus 

IgVH. Si sa valeur pronostique pure peut donc petre débattue actuellement, près de 10 ans 

après sa « découverte » par Rosenwald et al. [444], nos travaux expérimentaux posent la 

question de ZAP70 en tant que facteur prédictif dans le cadre d’une future thérapeutique « à 

la carte » de la LLC. En effet, la surexpression de ZAP70 dans les cellules clonales pourrait 

traduire l’activation du TLR9 et/ou une implication de l’IFN, des mécanismes qui peuvent 

aujourd’hui être modulés pharmacologiquement. 
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