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Introduction 

Chaque individu développe au cours de sa vie une immunité face aux différents agents 
extérieurs, notamment les bactéries ou les virus. Ils sont considérés comme des agents du 
« non soi ». L’immunité, du grec « immunis » qui veut dire « protéger de », est développée 
chez tous pour pouvoir lutter efficacement contre ces agressions.  

 

Il existe deux types d’immunité. Le premier type est l’immunité innée qui permet de lutter contre 
tous les antigènes (Ag) du « non soi », sans même avoir eu de contact avec eux au préalable. 
Elle regroupe plusieurs structures. Parmi elles, les différentes barrières anatomiques telles 
que la peau, des cellules douées de phagocytose comme les macrophages, les polynucléaires 
neutrophiles ; ainsi que des cellules capables d’induire une cytotoxicité (les lymphocytes NK).  

Le second type est l’immunité adaptative, c’est-à-dire qu’elle est acquise au cours de la vie 
d’un individu. Elle met en jeu des cellules d’origine hématopoïétique telles que les lymphocytes 
B ou T et coopère étroitement avec l’immunité innée. Après une phase « d’apprentissage » 
(i.e. : immunisation), la réponse immune est rapide dès l’introduction d’un Ag dit « non soi » 
grâce à la présence de cellules dites de « mémoire ». Ces cellules peuvent persister de 
plusieurs semaines à plusieurs années dans l’organisme.  

Les deux piliers de cette immunité acquise sont l’immunité adaptative humorale, dépendante 
de la production d’immunoglobulines (i.e. : anticorps) par les lymphocytes B et l’immunité 
adaptative cellulaire médiée par les lymphocytes T cytotoxiques.  

 

Au cours de ce travail, nous allons nous intéresser aux cellules lymphoïdes, plus 
particulièrement aux lymphocytes B. Après avoir rappelé la structure et la génétique des 
immunoglobulines produites par les lymphocytes B, nous parlerons de l’ontogénie de ces 
derniers. Enfin, nous aborderons la question de la transformation maligne de ces cellules au 
travers du modèle de la leucémie lymphoïde chronique (LLC).  
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I. Structure et génétique des immunoglobulines  

Les immunoglobulines (Ig) ou anticorps (Ac) sont produites par le lymphocyte B. Ce sont des 
glycoprotéines de 150kDa avec une structure bien définie.  

 

I.1. Structure des immunoglobulines  

Les immunoglobulines sont constituées de deux chaînes lourdes identiques appelées 
« Heavy » ou « H » et deux chaînes légères identiques nommées « Light » ou « L ».  

Elles ont une structure hétéro-tétramérique. Pour maintenir l’intégrité de la structure de 
l’immunoglobuline, les chaînes lourdes et légères sont reliées entre elles de manière covalente 
par des ponts disulfures (cf. Figure 1).  

 
Figure 1. Structure générale d'une immunoglobuline  

FR = Framework region, CDR = Complementary Determining Region, CH = domaine 
constant des chaînes lourdes, CL = domaine constant des chaînes légères, VH = domaine 
variable des chaînes lourdes, VL = domaine variable des chaînes légères  

[d’après MP. Lefranc et al. 2002 (1)] 

 

I.1.1. Les chaînes lourdes « Heavy » 

Les chaînes lourdes sont constituées d’une région dite constante qui assure le rôle effecteur 
de l’anticorps et d’une région variable qui permet la reconnaissance de l’antigène. Ces deux 
régions sont assemblées par une région charnière. 

 

La région constante permet l’activation du complément par sa liaison au domaine Fc. Elle est 
composée de 3 domaines appelés CH1, CH2 et CH3. Ces domaines sont séparés en 5 
groupes ou « isotypes » ayant des caractéristiques distincts (IgM, IgG, IgA, IgD et IgE).  

 

La région variable, comme dit plus haut, permet la fixation à l’antigène. Pour cela, cette partie 
a besoin d’être hétérogène d’une immunoglobuline à l’autre afin de pouvoir capter un 
maximum d’antigène. La diversité du répertoire des Ig est avant tout assurée par une 
recombinaison aléatoire de différents gènes V (pour Variable), D (pour Diversity) et J (pour 
Junction) (1–3). La séquence obtenue après l’assemblage des gènes V, D et J constitue la 
région variable. Elle est elle-même composée de 4 régions très conservées dites « régions 
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d’armature » ou « Framework Region » (FR1 à FR4) qui encadrent 3 régions hypervariables 
d’une dizaine d’acides aminés nommée « Complementary Determining Region » (CDR). Cette 
structure ainsi formée va pouvoir se lier à l’antigène dont elle est spécifique grâce aux régions 
CDRs (cf. Figure 1).  

 

Enfin, en amont de cette région variable, il y a le domaine Leader. Il est séparé en deux exons, 
un exon de 40 à 50pb (L-PART1) et un second de 12pb (L-PART2). Tous deux sont séparés 
par un intron de 100 à 400pb (cf. Figure 2). Cette région contient une partie de la séquence 
du peptide signal nécessaire à l’induction de la transcription. Elle correspond à la région 5’UTR 
(« Untranslated Transcribed Region ») de l’ARNm codant pour les immunoglobulines (2).  

 

 

 

 
Figure 2. Structure des gènes V dans le sens 5’-3’ 

En 3’UTR, on retrouve la séquence RSS (« V-RS ») qui permet 
l’initiation de la recombinaison.  

[d’après MP. Lefranc et al. 2002 (1)] 

 

 

 

I.1.2. Les chaînes légères « Light » 

Les chaînes légères se distinguent tout d’abord par l’absence de région charnière entre leur 
région variable et constante. Ensuite, contrairement aux chaînes lourdes, elles ne possèdent 
qu’un seul domaine constant. Ce domaine est composé de deux isotypes kappa et lambda. 
Enfin, leur partie variable n’est composée que des gènes de variabilité et de jonction. Il n’y a 
pas de gènes de diversité dans la partie variable des chaînes légères.  
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I.2. Organisation des gènes des immunoglobulines 

Maintenant que nous avons détaillé la structure des Ig, nous allons nous intéresser à leur 
organisation. Comme évoqué précédemment, les Ig ont des chaînes lourdes et légères.  

Les chaînes lourdes sont codées par un seul locus nommé IGH, situé sur le chromosome 14 
(14q32.2). Il comprend 123 à 129 gènes V dont 38 à 46 sont fonctionnels, organisés en 7 
sous-groupes. Pour les gènes D, il en existe 27 différents dont 23 fonctionnels. Enfin, il y a 9 
gènes J dont 6 fonctionnels (2). 

Pour les chaînes légères, le locus diffère en fonction de leur isotype kappa ou lambda. Les 
chaînes légères kappa sont codées par le locus « IGK » situé sur le chromosome 2 (2q1.2). Il 
comprend 76 gènes variables dont 34 à 37 fonctionnels qui appartiennent à 5 sous-groupes. 
Le domaine J est séparé en 5 gènes. Un gène unique code pour la partie constante. Enfin, les 
chaînes légères lambda sont codées par le locus « IGL » situé sur le chromosome 22 
(22q11.2). Il comprend 70 à 74 gènes variables dont 29 à 35 sont fonctionnels qui 
appartiennent à 10 sous-groupes. La partie constante est codée par 7 gènes. Chaque partie 
constante est couplée à un domaine J en tandem (cf. Figure 3).  

 

 

 
Figure 3. Organisation des différents loci des immunoglobulines 

Les loci IGH (A), IGK (B) et IGL (C) représentés respectivement dans 
le sens 5’-3’. 
[d’après Schroeder et Cavacini 2010 (3)]  
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Ceci entraîne une variabilité combinatoire d’environ 6 300 possibilités pour la chaîne lourde. 
De la même façon, chacune des chaînes légères kappa et lambda dispose de 200 
combinaisons possibles. 

Au total, la diversité combinatoire entre les gènes des chaînes lourdes et légères totalise 
environ 106 possibilités. A cela s’ajoute la variabilité due à l’insertion aléatoire de séquences 
nucléotidiques N et de séquences palindromiques P (microhomologie), lors des jonctions entre 
les différents gènes qui augmente la diversité d’un facteur de 103 à 104.  La dernière source 
de diversité combinatoire (d’environ 103) est l’acquisition de mutations somatiques sur les 
différentes régions des immunoglobulines, particulièrement au niveau des segments variables 
(dont on reparlera en détail plus loin).  

Au total, on dispose d’un panel de 1012 combinaisons possibles d’immunoglobulines 
différentes. La limite de ce répertoire est le nombre de lymphocytes B dont dispose un individu 
(1).  

 

I.3. Immunoglobuline membranaire et récepteur à l’antigène du lymphocyte B (BCR) 

Toutes ces combinaisons évoquées ci-dessus vont permettre d’assurer une diversité des 
immunoglobulines synthétisées. Ces immunoglobulines jouent un rôle essentiel pour le 
lymphocyte B.   

L’immunoglobuline va être intégrée à la membrane du lymphocyte B et sera associée à des 
molécules de co-stimulation telles que CD79a, CD79b (4). Cette association entre 
l’immunoglobuline membranaire et les molécules de co-stimulation forme le « B cell receptor » 
ou BCR.  

La partie immunoglobuline du BCR conserve son rôle princeps de fixer l’antigène dont elle est 
spécifique. Les molécules de co-stimulation permettent l’initiation du signal lors de la fixation 
d’un antigène sur la partie immunoglobuline. 

Le BCR joue un rôle essentiel lors de « l’éducation » du lymphocyte B au cours de sa 
maturation. 
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II. Ontogénie du lymphocyte B 

Dans cette nouvelle partie, nous allons rappeler les différentes étapes de la maturation du 
lymphocyte B. Reprenons quelques généralités tout d’abord. Comme évoqué dans la première 
partie, les cellules lymphoïdes sont essentielles à l’immunité. Elles sont produites par les 
organes lymphoïdes primaires et terminent leur maturation dans les organes lymphoïdes 
secondaires. Elles circulent dans l’ensemble de l’organisme par voie sanguine ou lymphatique 
afin d’exercer leur rôle de surveillance immunitaire.  

 

Le développement des cellules lymphoïdes est appelé la lymphopoïèse. A partir de la 
naissance, chez l’homme, elle débute dans la moelle osseuse (organe lymphoïde 
« primaire »). Cette première phase est appelée : lymphopoïèse B indépendante de l’antigène.  

 

II.1. Lymphopoïèse B indépendante de l’antigène  

C’est le début de la lymphopoïèse à partir d’une Cellule Souche Hématopoïétique (CSH) et à 
ce stade, il n’y a pas d’interaction avec les antigènes. 

L’engagement de la CSH vers la différenciation lymphocytaire B est régulé par le 
microenvironnement médullaire qui regroupe des adipocytes, des cellules stromales et 
possède un réseau vasculaire spécifique. Selon les cytokines produites, elles orientent la 
différenciation des CSH vers un lignage cellulaire donné, notamment grâce à l’induction de 
facteurs de transcription spécifique.  

Les principaux facteurs de transcription impliqués dans la lymphopoïèse sont Ikaros et 
PU.1(« Purine Box Factor 1 »). Leur association va permettre l’engagement de la cellule 
souche hématopoïétique vers le lignage B pour se différencier  en cellule pré-pro-B (5,6).   

Comme le montre la Figure 4, la lymphopoïèse se réalise en plusieurs étapes. 

 



 

Marine Dupont | Thèse d’exercice | Université de Limoges | 2019 25 
 

 
Figure 4. Développement du lymphocyte B 

Représentation des différents stades du lymphocyte B lors de la lymphopoïèse. Les premières étapes 
ont lieu dans la moelle osseuse et sont indépendantes de la présence d’un Ag. On retrouve les stades :  
cellule souche, pré-pro-B, pro-B, large-pré-B, small-pré-B. Le stade B immature est le dernier stade du 
lymphocyte B dans la moelle osseuse. La moelle libère le lymphocyte B « transitionnel » qui poursuivra 
sa maturation dans les organes lymphoïdes secondaires.  
[d’après Meffre et al. 2000 (7)] 

 

II.1.1. Stade pré-pro-B 

Le stade pré-pro-B est le stade le plus précoce du lymphocyte B. La cellule est engagée dans 
le lignage B et le réarrangement des gènes des immunoglobulines n’a pas encore eu lieu. La 
poursuite de la lymphopoïèse est possible grâce au facteur de transcription PAX-5 qui va 
induire un engagement irréversible vers le lignage B au détriment des lignages T et myéloïde 
(7). 

 

II.1.2. Stade pro-B 

A ce stade, les facteurs de transcription EBF (Early B-cell Factor) et E2A (E box binding protein 
2A) vont induire l’expression de marqueurs spécifiques du lignage B comme le CD19 (5). Une 
fois la cellule engagée définitivement dans la lymphopoïèse B, les enzymes RAG1 et RAG2 
s’expriment et vont initier le réarrangement des gènes des immunoglobulines (V, D et J).  

Le processus commence d’abord au niveau du locus des chaînes lourdes. La première étape 
est la jonction DH-JH puis VH–DHJH. Cette recombinaison a lieu tout d’abord sur un seul allèle. 
Si le réarrangement est productif, l’autre allèle ne sera pas réarrangé. Ce phénomène est 
appelé l’exclusion allélique. 
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Dans le cas contraire, en l’absence de réarrangement productif sur le premier allèle, le second 
allèle subira la recombinaison V(D)J. Si les deux réarrangements sont non productifs, alors la 
cellule est éliminée par induction d’apoptose (cf. Figure 5). 

 

 
Figure 5. Exclusion allélique au cours de la lymphopoïèse B  

Les réarrangements sont réalisés successivement sur les deux allèles de chaque 
locus, jusqu’à obtenir un réarrangement productif.  

[d'après Jung et al., 2006 (8)] 

 

II.1.3. Mécanisme de la recombinaison V(D)J 

La recombinaison des régions variables des immunoglobulines est un remaniement de l’ADN 
germinal. C’est un phénomène complexe.  

La première étape est une cassure double brin de l’ADN. Cette cassure est contrôlée par les 
enzymes RAG1 et RAG2 ainsi que par les protéines HMG1 et HMG2 (« High Mobility group 
proteins ») (9,10). 

Ce phénomène nécessite la présence d’une séquence signal de recombinaison : la séquence 
« Recognition Signal Sequence » ou « RSS » (11). Elle est composée d’un heptamère et d’un 
nonamère conservé séparés par 12 ou 23 nucléotides peu conservés définissant ainsi des 
RSS 12-mer et RSS 23-mer.  

Une séquence RSS 23-mer est présente en 3’ des gènes V et une séquence RSS 12-mer est 
présente en 5’ des gènes J. En revanche les gènes D sont flanqués d’une séquence RSS 12-
mer et RSS 23-mer des côtés 5’ et 3’ respectivement (cf. Figure 6). 

Les différentes séquences RSS s’assemblent seulement si leur taille est différente, c’est-à-
dire qu’une séquence RSS 12-mer ne peut s’associer qu’avec une séquence RSS 23-mer. En 
effet, deux séquences RSS 12-mer ou deux séquences RSS 23-mer ne peuvent s’associer 
entre elles. Cette règle permet d’éviter les réarrangements non désirés. 

 



 

Marine Dupont | Thèse d’exercice | Université de Limoges | 2019 27 
 

 
Figure 6. Schéma de structure des chaînes variables IGH avec les 
séquences RSS 

Les régions RSS sont retrouvés en 3’ des gènes V et 5’ des gènes J. 
Pour les gènes D, une séquence RSS est flanquée en 3’ et 5’. 

Lors de la formation des chaînes lourdes, le choix des différents segments VH-DH-JH est 
aléatoire. La première étape de la formation des régions variables des chaînes lourdes se fait 
grâce à l’assemblage des segments JH et DH. Ensuite, ce réarrangement DH-JH s’associe à un 
segment VH. Le tout forme un exon VH-DH-JH codant pour la partie variable qui est ensuite 
associé aux exons codant la région constante. Après épissage, les ARN messagers matures 
sont traduits en protéine (cf. Figure 7). 

De la même façon, pour les chaînes légères kappa et lambda, il y a un assemblage des 
chaînes VL-JL de manière aléatoire pour constituer une région variable fonctionnelle.  

Les fragments d’ADN non utilisés pour les réarrangements sont délétés sous forme d’ADN 
circulaire (4).  

 

Lors de l’assemblage des différents segments, des phénomènes de réparation de l’ADN créent 
une variabilité dans les zones de jonction entre les gènes associés. Ce phénomène introduit 
de la diversité jonctionnelle.  

Comme précisé ci-dessus, la première étape lors de la recombinaison est une cassure double 
brin de l’ADN. Ceci entraîne l’intervention d’un système ubiquitaire qui permet la réparation, le 
« Non homologous End-Joining system » ou « NHEJ ». C’est un système enzymatique qui 
permet la réparation de jonctions d’extrémités non homologues (12). Lors de la cassure double 
brin, il y a recrutement des protéines Ku qui sont très abondantes dans les cellules et se lient 
aux extrémités de l’ADN (13). Pour terminer la réparation, c’est ADN ligase IV qui permet la 
liaison entre les extrémités des brins d’ADN.  

Lors de cette réparation, spécifiquement au cours de la lymphopoïèse, la TdT (« Terminal 
Déoxynucléotidyl Transférase ») intervient et va insérer plusieurs nucléotides au niveau des 
jonctions entre les gènes V, D et J recombinés (13). La TdT est exprimée très tôt au cours de 
la lymphopoïèse B, dès le stade pro-B. Ces insertions de N nucléotidiques apportées par la 
TdT apportent une diversité jonctionnelle.  
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Figure 7. Représentation schématique de la recombinaison V-D-J des chaînes 
lourdes 

La première étape permet l’association d’un gène DH et JH, ici D3 et J5.  
La seconde étape et l’association VH avec le segment DH -JH, ici V2 avec D3-J5. 
Enfin, une fois les segments VH-DH-JH assemblés, la séquence complète est 
réarrangée. Entre chaque segment, VH-DH-JH il y a des régions N qui sont ajoutées 
à chaque réarrangement.  
[d’après Raess et Bagg, 2012 (14)] 

 

II.1.4. Stade pré-B 

A ce stade, le pré-BCR (chaîne lourde µ associée à la pseudo-chaîne légère ψL) est présent 
à la surface des cellules. La transduction de son signal réprime l’expression des gènes RAG1 
et RAG2 afin d’inhiber le réarrangement du second allèle IGH, dans le cas de la présence d’un 
réarrangement fonctionnel sur le premier allèle.  

Le signal du pré-BCR permet la production d’une protéine, SLP65 (15) induisant  un 
rétrocontrôle négatif de l’inhibition des gènes RAG (16). Le signal du pré-BCR est donc inhibé 
et les gènes RAG ré exprimés. Le réarrangement des chaînes légères peut commencer, il 
débute par le locus IGK. En cas de réarrangement Kappa non fonctionnel, le locus IGL est 
réarrangé. Lorsqu’une chaîne légère fonctionnelle est enfin produite, l’expression des gènes 
RAG1 et RAG2 est inhibée (cf. Figure 5).  
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II.1.5. Stade B immature 

Après la production de réarrangements fonctionnels des chaînes lourdes et légères, 
l’immunoglobuline formée s’associe au CD79a et CD79b pour former le BCR fonctionnel.  A 
ce stade, le lymphocyte B exprime une IgM de surface. Les lymphocytes B restent dans ce 
compartiment immature, au sein de la moelle osseuse, pendant une moyenne de 3 à 4 jours 
(7). A partir de ce stade, les lymphocytes B vont être en contact avec les Ag du « soi ». Ceux 
qui reconnaissent ces auto-Ag sont appelés « LB autoréactifs ». Ils vont soit éditer leur BCR, 
c’est-à-dire modifier le réarrangement V(D)J exprimé, soit être éliminés par déclenchement de 
l’apoptose ou inactivés par induction d’un état d’anergie (7). Les cellules B qui survivent et qui 
ne sont pas autoréactives quittent la moelle osseuse pour poursuivre leur maturation dans les 
organes lymphoïdes secondaires. 

 

II.1.6. Stade B transitionnel  

A ce stade, le lymphocyte B a quitté la moelle osseuse et poursuit sa maturation dans les 
organes lymphoïdes secondaires.  

Le lymphocyte B transitionnel a une courte durée de vie. Seulement 10 à 30% des B 
transitionnels vont évoluer en B matures de longue durée de vie. Le nombre de B transitionnel 
peut être variable au cours du temps contrairement au nombre de B matures. En effet, au 
cours d’infection, le nombre de B transitionnel diminue de manière transitoire. La perte sera 
compensée par un rebond d’hyperproduction (7).  
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II.2. Lymphopoïèse B dépendante de l’antigène  

Le lymphocyte B transitionnel va coloniser les organes lymphoïdes secondaires représentés 
par les ganglions lymphatiques, les amygdales, les follicules lymphatiques des muqueuses et 
la pulpe blanche de la rate (cf. Figure 8). A ce niveau, le lymphocyte B pourra terminer sa 
maturation de manière T dépendante ou T indépendante, selon le type d’antigène. 

 

 
Figure 8. Le système immunitaire 

Il comprend les organes centraux (thymus et moelle rouge des os longs) et les organes 
périphériques (ganglions lymphatiques, rate et organes lymphoïdes associés aux 
muqueuses) mais aussi les appareils circulatoires (sanguin et lymphatique)  
[d’après Immunologie : organes, cellules et molécules (17)] 

 

II.2.1. Réponse à l’antigène T dépendant  

Lors de la réponse à un Ag T dépendant, les lymphocytes B impliqués dans la réponse immune 
vont migrer jusqu’aux zones ganglionnaires riches en lymphocytes T CD4+. Au contraire les 
cellules B ne réagissant pas avec les cellules T sont repoussées dans la zone du manteau. 
On retrouve aussi à ce niveau des cellules présentatrices d’antigène (CPA) telles que les 
cellules dendritiques qui vont pouvoir présenter les antigènes aux lymphocytes B et T. Les 
antigènes présentés par les CPA vont interagir avec les molécules de co-stimulation de la 
cellule B et ainsi activer le lymphocyte B via son BCR. Ce microenvironnement formé, va 
favoriser la formation de structure appelée follicule primaire qui évolue en follicule secondaire 
(18). 

Après plusieurs jours de stimulation des cellules B, le centre germinatif apparait comme avoir 
deux zones bien distinctes : la zone sombre et la zone claire (cf. Figure 9).  Dans la zone 
sombre, on retrouve les centroblastes qui sont les cellules B ayant une activité prolifique 
intense. La zone claire contient les centrocytes, de nombreuses cellules dendritiques, cellules 
T et macrophages. Les centrocytes sont de plus petites cellules B qui ne sont pas en cours de 
division.  
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C’est au sein de la zone sombre, où la prolifération est importante que les cellules B vont 
pouvoir subir le phénomène d’hypermutation somatique. Ce phénomène va apporter de la 
diversité au niveau des régions variables des Ig (IgV) dans le but d’augmenter leur affinité pour 
les antigènes, notamment ceux présentés par les cellules dendritiques du centre germinatif. 
Ensuite, les cellules B avec leur IgV modifié vont pouvoir migrer vers la zone claire pour subir 
la commutation de classe et terminer ainsi leur maturation en cellules mémoires ou 
plasmocytes (18).  

L’hypermutation somatique (HMS) et la commutation de classe sont faites à l’aide d’une 
enzyme : AID ou « Activation Induced Cytidine Deaminase ». AID catalyse la désamination 
ciblée des résidus de désoxycytidine. Cela transforme un couple C/G en un couple U/G. La 
réparation du mésappariement va entraîner l’apparition de mutations.  

L'hypermutation somatique (HMS) est un processus qui modifie la région variable des 
immunoglobulines (IgV). L’HMS introduit principalement des échanges mononucléotidiques, 
mais également de petites délétions et duplications (18). 

La commutation de classe est le mécanisme qui permet à la chaîne lourde IgM ou IgD produite 
au cours de la maturation du lymphocyte B d’être modifiée en IgG, IgA ou IgE.  

Cette commutation modifie les fonctions effectrices de l’immunoglobuline. Ceci est nécessaire 
pour éliminer certains types d’antigènes, tout en conservant la spécificité de l’immunoglobuline 
définie par la région variable.  

C’est un processus qui implique à nouveau des cassures double brin et la réparation par le 
complexe NHEJ. Ces cassures surviennent dans des régions répétitives spécifiques (régions 
switch) qui précèdent les gènes de la région constante des immunoglobulines (18). 
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Figure 9. Le microenvironnement du centre germinatif 

Environnement du lymphocyte B après l’activation antigénique. Il va subir l’HMS 
au niveau de la zone sombre, lieu de prolifération intense et migrer dans la zone 
claire où il pourra être sélectionner selon son affinité envers les Ag, subir la 
commutation de classe et se différencier en lymphocyte B mémoire ou plasmocyte.  
[d’après Klein et Dalla-Favera 2008 (18)] 

 

II.2.2. Réponse à l’antigène T indépendant  

A ce niveau, les cellules B seront plutôt stimulées par des Ag de type glucidique produits par 
les micro-organismes tels que le lipopolysaccharide ou les Ag contenus dans la capsule des 
germes encapsulés. Après interactions avec les Ag, ces cellules B évoluent en plasmocytes 
producteurs d’IgM. Ces cellules seront les « sentinelles » lors de l’induction de la réponse 
innée en cas d’infection  (19).  

 

Nous allons maintenant nous concentrer sur la transformation leucémique du lymphocyte B 
au travers du modèle de la leucémie lymphoïde chronique (LLC).  
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III. La Leucémie Lymphoïde Chronique (LLC) 

III.1. Définition  

La leucémie lymphoïde chronique (LLC) est un lymphome B indolent caractérisé par 
l’accumulation monoclonale de lymphocytes B matures CD5+ avec phase leucémique 
systématique.  

D’après la classification OMS 2016, elle est classée dans la famille des « Tumeurs à cellules 
lymphoïdes B matures, groupe LLC/Lymphome lymphocytique » (20). C’est une pathologie 
dont le diagnostic est réalisé sur des critères biologiques.  

 

III.2. Épidémiologie  

L’institut de veille sanitaire a réalisé un état des lieux de 1982 à 2012 sur l’incidence des 
LLC/Lymphome lymphocytique. Elle estime à 4 464 le nombre de nouveaux cas de cette entité 
en France en 2012 avec un ratio homme/femme égal à 2. 

L’âge médian au diagnostic est de 72 ans avec une médiane de LLC clinique à 64 ans. C’est 
une pathologie d’évolution chronique qui a une survie pouvant aller de 1 an à plus de 20 ans. 
La LLC est exceptionnelle avant 40 ans. La survie globale à 5 ans est supérieure à 80% tous 
stades confondus (21).  

 

III.3. Diagnostic biologique  

Le diagnostic de LLC est posé sur des critères biologiques bien définis. Le premier critère 
essentiel est la présence d’une hyperlymphocytose isolée > 5 G/L évoluant depuis plus de 3 
mois chez un adulte de plus de 40 ans. Cette anomalie nécessite des investigations 
biologiques complémentaires.  

A l’examen cytologique, on retrouve une population lymphocytaire monomorphe de petite taille 
avec une chromatine mottée. Associée à ces lymphocytes matures, on retrouve des « ombres 
de Gümprecht », ce sont des cellules apparaissant comme lysées sur le frottis sanguin (22). 
Ceci pourrait être lié au fait que dans les lymphocytes clonaux, l’expression de la vimentine 
est diminuée. La vimentine est une protéine du cytosquelette assurant la rigidité et l’intégrité 
du lymphocyte, ce qui explique donc la présence de cellules a priori lysées sur le frottis 
sanguin. Ce n’est que l’expression d’un artéfact mécanique causé lors de l’étalement des 
cellules pour la réalisation du frottis sanguin (23).  

Devant cette orientation cytologique, on réalise un immunophénotypage par cytométrie en flux 
des cellules lymphoïdes afin de rechercher la présence d’un clone. Dans le cas de la LLC, les 
critères de cette population sont parfaitement définis grâce au score de Matutes (cf. Tableau 
1).  

Ce score a été établi par Matutes et al. en 1994 (24). Ils ont proposé un score de classification 
avec le CD5, le CD23, FMC7, l’expression de surface des immunoglobulines et le CD22. Trois 
ans plus tard, en 1997, Moreau et al. (25) complètent ce score avec le CD79b qui permet 
d’augmenter son pouvoir discriminant envers les LLC par rapport aux autres syndromes 
lymphoprolifératifs.  
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Pour affirmer le diagnostic de LLC, ce score doit être supérieur ou égal à 4 (20). Lorsque ce 
score est égal à 3, on peut évoquer une LLC atypique, mais si ce score est inférieur à 3 le 
diagnostic de LLC est peu probable.  

 

 1 POINT 0 POINT 

CD5 + - 

CD23 + - 

EXPRESSION DE SURFACE DES 
IMMUNOGLOBULINES Normale ou faible Forte 

FMC7 - + 

EXPRESSION CD79B/CD22 Faible Forte 

Tableau 1. Score de Matutes  
[d’après Matutes et al. et Moreau et al. (24,25)] 

 

 

III.4. Pronostic  

III.4.1. Classification clinico-biologique 

Pour établir le pronostic clinique des patients atteints de LLC, il existe deux classifications. 
Dans les pays anglo-saxons, on utilise préférentiellement la classification de Rai établie en 
1975 (26) et en France, la classification de Binet établie en 1977 (27). Une étude a montré 
que ces deux scores étaient comparables (28). Ces deux classifications sont basées sur la 
présence d’un syndrome tumoral et/ou de cytopénies associées. La classification de Rai est 
organisée en 4 stades de 0 à IV et la classification de Binet est en 3 stades de A à C, elles 
sont résumées dans le Tableau 2. 

 

Classification de Rai Classification de Binet 

Stade 0 Lymphocytose sanguine > 5G/L ou 
une lymphocytose médullaire > 30% A Pas d’anémie, ni thrombopénie et moins de 3 aires 

ganglionnaires atteintes 

Stade I Critères du stade 0 + la présence 
d’adénopathies 

B Au moins 3 aires ganglionnaires atteintes sans 
anémie, ni thrombopénie 

Stade II Critères du stade 0 + splénomégalie 
et/ou hépatomégalie 

Stade III Critères du stade 0 + anémie 
C Association d’une anémie et/ou thrombopénie avec 

des adénopathies Stade IV Critères du stade 0 + thrombopénie 

Tableau 2. Classification de Rai et Binet 
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III.4.2. Anomalies cytogénétiques de la LLC 

Il y a des anomalies cytogénétiques récurrentes dans la LLC. En 2000, Döhner et al. ont 
proposé une classification pronostique basée sur les quatre anomalies les plus fréquentes (cf. 
Tableau 3).  

La délétion 13q est l’anomalie ayant la prévalence la plus élevée et retrouvée chez 30 à 50% 
des patients au diagnostic (29–31). Elle implique la perte de deux micro-ARNs régulant 
l’apoptose et est associée à un pronostic favorable lorsqu’elle est isolée. 

La trisomie 12 est retrouvée chez 10 à 18% des patients au diagnostic souvent associée à 
une cytologie atypique (23). La délétion 11q est présente chez 6 à 20% des patients, elle 
entraîne une délétion du gène ATM (« Ataxia–Telangiectasia Mutated ») qui code pour une 
protéine en amont de la protéine p53. Cette délétion peut aussi impliquer la perte du gène 
BIRC3 qui a un rôle dans la résistance aux chimiothérapies classiques (32).  

Enfin, on retrouve la délétion 17p impliquant une perte du gène TP53 (gène suppresseur de 
tumeur) chez moins de 10% des patients au diagnostic (26,27,30). Chez les patients 
réfractaires ou en rechute, sa fréquence atteint 30 à 50% des patients (33,34).  

 

PRONOSTIC ANOMALIES CYTOGENETIQUES 

FAVORABLE del(13q14) isolée 

INTERMEDIAIRE 
trisomie 12  

del(11q) 

DEFAVORABLE  del(17p) 

Tableau 3. Impact des anomalies cytogénétiques sur le pronostic  
[d'après Döhner et al. 2000 (29)] 

 

III.4.3. Biologie moléculaire  

Le développement du séquençage haut débit a permis de mettre en évidence une très grande 
diversité de mutations dans la LLC (cf. Figure 10) (35). Cette complexité génomique reste 
aujourd’hui assez difficile à analyser dans son ensemble. On distingue des gènes plus 
fréquemment altérés dont TP53 (7 - 15% des cas), SF3B1(15%), ATM (9%), MYD88 (4 - 10%), 
NOTCH1 (4 – 12%) et BIRC3 (~ 5%) (31,36). Parmi les autres gènes altérés, on retrouve  
ZMYM3, MAPK1, FBXW7, DDX3X ou EGR2 dont certains semblent identifier des sous-
groupes de patients particuliers (36,37). 
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Figure 10. La diversité mutationnelle retrouvée dans la LLC 

La fréquence de mutations de différents gènes retrouvés mutés 
dans une cohorte de 538 patients LLC au diagnostic (en vert les 
mutations synonymes et en bleu les missenses) 
[adapté de Landau et al. 2015 (33)] 

 

En 2014, Rossi et al. ont proposé une stratification pronostique des patients en prenant en 
compte à la fois les mutations et les anomalies cytogénétiques (cf. Tableau 4). Au total, cette 
classification en trois groupes plaçait les patients avec une anomalie de TP53 et/ou BIRC3 
(mutation ou délétion) dans le groupe avec un pronostic défavorable. A l’inverse, les patients 
avec une del(13q) isolée ou/et une trisomie 12 sans autre anomalie constituaient le groupe de 
pronostic le plus favorable.  

 

 

RISQUE PRONOSTIC ANOMALIES  

PATIENT « HAUT RISQUE »  Anomalie de TP53 (mutation ou délétion) et/ou anomalie de BIRC3 (mutation ou 
délétion) 

PATIENT « RISQUE INTERMEDIAIRE » 
Mutation NOTCH1 et/ou mutation SF3B1 et/ou del 11q 

Absence d’anomalie de TP53 et BIRC3 

PATIENT « FAIBLE RISQUE »  
Trisomie 12 et absence de mutations  

Del13q14 isolée 

Tableau 4. Score pronostic avec les anomalies géniques et cytogénétiques 

[d’après Rossi et al. 2014 (31)] 
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Au-delà du diagnostic initial, la probabilité d’apparition d’une nouvelle mutation est de 25% 
tous les 10 ans au cours de la maladie (31). De plus, les patients ayant une trisomie 12 ou une 
cytogénétique normale ont un risque de développer une anomalie de « haut risque » multiplié 
par deux (i.e. : acquisition d’anomalie de TP53 ou BIRC3) (31). Au contraire, les patients ayant 
une del(13q14) isolée ont une faible probabilité de développer une anomalie de « haut 
risque ».   

Comme les mutations de TP53, la prévalence des mutations de NOTCH1, SF3B1 et BIRC3 
est plus élevée chez les patients réfractaires. 

 

III.4.4. Statut mutationnel des immunoglobulines 

L’impact du statut mutationnel des régions variables des chaînes lourdes des 
immunoglobulines (IGHV) a été mis en évidence en 1999, de manière indépendante par deux 
équipes Hamblin et al. et Damle et al. (38,39).  

Les deux équipes ont regardé le taux de mutation des séquences IGHV des patients atteints 
de LLC. Les patients étaient classés en groupe « IGHV non muté » lorsque l’homologie avec 
la séquence germinale était supérieure ou égal à 98% et un groupe « IGHV muté » lorsque 
l’homologie était inférieure à 98%. Dans les deux études, le groupe de LLC « IGHV non muté » 
représentait environ 45 – 50% des patients. Ils présentaient des stades cliniques plus avancés 
ainsi qu’une espérance de vie sans traitement plus courte (cf. Figure 11).  

Aujourd’hui encore, l’identification du statut mutationnel IGHV au seuil de 2% reste le marqueur 
le plus informatif, y compris face aux nouvelles données du séquençage haut débit. La 
détermination de ce statut a fait l’objet d’une uniformisation des pratiques à l’échelle 
européenne (40). Depuis peu, le statut mutationnel IGHV dans la LLC est également un 
paramètre décisionnel dans la stratégie thérapeutique (cf. Traitements de la LLC page 42).  

 
Figure 11. Courbe de survie des groupes IGHV « muté » et « non muté » 

A gauche, l’étude d’Hamblin et al. avec une cohorte de 84 LLC dont 38 
patients « IGHV non muté ». A droite, celle de Damle et al. avec une cohorte 
de 47 LLC dont 24 patients « IGHV non muté » 
[d'après Hamblin et al. et Damle et al. (38,39)] 
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III.4.5. Répertoire IGHV des LLC et BCR stéréotypé  

Depuis quelques années, il a été mis en évidence que dès les stades précoces du lymphocyte 
B, un biais de sélection des gènes V a lieu (41,42). En effet, trois familles sont surreprésentées 
dans le répertoire normal des immunoglobulines, les familles VH1, VH3 et VH4. Pendant toute 
sa lymphopoïèse, le lymphocyte B subit différentes sélections qui restreignent le nombre de 
possibilités d’immunoglobulines. Il est apparu que certaines recombinaisons sont plus 
fréquentes que d’autres. En effet, on retrouve préférentiellement des combinaisons qui 
acquièrent des mutations somatiques tel que les VH4-34, et certaines qui conserveront leur 
séquence germinale comme par exemple les VH1-69. 

Dans le cas de la LLC il a été montré tout d’abord que le répertoire des immunoglobulines était 
assez restreint (23,32,43). En 1998, certaines équipes ont pu remarquer l’existence de BCR 
quasi similaires dans une proportion significative de patients atteints de LLC (44). En 2004, 
Messmer et al. vont définir ces BCRs « similaires » comme des BCRs « stéréotypés » (45). 
En étudiant plusieurs groupes de patients LLC, ils ont pu établir des critères permettant 
d’identifier ces séquences stéréotypées entre les différents patients. Les caractéristiques 
principales de ces séquences ont rapidement évolué en une quinzaine d’années et sont 
résumées dans la Figure 12A (45–47).  La nature du gène VH et son statut mutationnel ainsi 
que la séquence en acide aminé du CDR3 sont les principaux paramètres permettant de définir 
un BCR stéréotypé (cf. Figure 12B).  

 
Figure 12. Les critères de définition des subsets et exemples de motifs de CDR3  

 [D’après Darzentas et Stamatopoulos, 2013 (48,49)] 
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Les données les plus récentes retrouvent la présence d’un BCR stéréotypé (subset) chez 30% 
des patients. On distingue actuellement 19 « subsets majeurs » que l’on retrouve dans 12% 
des cas. Les « subsets mineurs » sont estimés à une centaine environ et sont présents chez 
18% des patients (47,49) (cf. Figure 13). 

 

 

 
Figure 13. Proportion des patients ayant un BCR stéréotypé parmi les patients LLC 

Représentation de la fraction de patients LLC avec un stéréotype majeur (« major 
subsets »), ceux avec un stéréotype mineur (« other stereotypes ») et ceux n’ayant pas de 
séquence stéréotypée (« heterogeneous ») 
[d’après Agathangelidis et al. 2012 (47)] 

 

Il a pu être établi une relation entre pronostic et certains subset ainsi que des profils 
mutationnels et anomalies cytogénétiques associés. Pour le subset #1, on retrouve des 
mutations de TP53, NOTCH1 ainsi que la délétion 13q associée. Pour le subset #2 qui est le 
plus fréquent (22% des subsets majeurs), on retrouve une del(11q) et des mutations du gène 
SF3B1. Le subset #4 a peu d’anomalies génétiques associées et un profil IGHV muté. Enfin 
le subset #8 est associé à une trisomie 12 et des mutations de NOTCH1.  

L’association des différentes mutations et/ou anomalies cytogénétiques permettent d’évaluer 
le pronostic de certains subsets. Les subsets #1, #2 et #8 sont plutôt de pronostic défavorable, 
au contraire du subset #4 qui est de pronostic favorable (49) (cf. Figure 14). 
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Figure 14. Classification pronostique 

Les anomalies cytogénétiques, moléculaires et la catégorisation du 
BCR dans un subset permet d’établir un stade pronostic  
[d’après Stamatopoulos et al., 2017(49)] 

 

III.5. Histoire naturelle de la LLC  

Avec toutes les caractéristiques cytogénétiques et moléculaires de la LLC se pose la question 
de la cellule d’origine de cette pathologie. Pendant de nombreuses années, la LLC était 
présentée comme étant une pathologie liée à une cellule dépourvue de fonction d’apoptose, 
avec une surexpression des protéines anti-apoptotiques tels que Bcl2, Mcl, survivin (32,50). 
L’évolution de la malade est reflétée par la balance entre la vitesse de prolifération du clone 
et sa sensibilité à la mort cellulaire (32). L’expansion clonale a lieu dans les ganglions 
lymphatiques et la moelle osseuse où un microenvironnement particulier (pseudofollicule) est 
favorable à la stimulation du clone via le BCR et les autres récepteurs de co-stimulation 
(51,52). Il a pu être montrer que ce – dernier  exerçait un rôle essentiel dans la genèse et le 
maintien de cet expansion clonale (53). En effet, lorsqu’il est activé il met en jeu les kinases 
(SYK et BTK) et phosphorylent la phospholipase C (PLCg2) qui permettent l’activation des 
facteurs de transcription NFkB et NFAT qui vont promouvoir la prolifération cellulaire 
nécessaire  à la survie des cellules leucémiques (23).  

 

Dans le cas de la LLC, l’origine de cette stimulation antigénique du BCR est encore mal 
connue. Plusieurs hypothèses sont faites, l’une d’elle est la stimulation antigénique par des 
virus latents ou des bactéries commensales (32). En effet, la LLC serait le résultat d’une 
perpétuelle stimulation du BCR par l’agent infectieux. Une autre hypothèse avancée serait la 
stimulation par un auto-Ag (comme la vimentine, la filamine) qui favoriserait l’expansion 
clonale (43,54,55). La présence d’un répertoire biaisé et de séquences stéréotypées dans les 
cellules clonales de LLC soutiennent l’hypothèse d’un nombre restreint d’antigènes capable 
de stimuler le clone. La nature de ces auto-Ag semble être commune aux différents patients 
LLC.   
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Nous avons vu précédemment que les clones LLC pouvaient être classés en deux groupes 
distincts, les LLC ayant la région variable des chaînes lourdes mutées et les LLC non mutées. 
Or, au cours de la maturation physiologique des lymphocytes B, les mutations somatiques des 
régions variables des immunoglobulines sont principalement acquises au sein du centre 
germinatif.  

L’existence de ces deux groupes pourrait être en faveur d’une double origine de la cellule 
leucémique. D’un côté la cellule de « LLC mutée » où sa maturation se termine avec l’aide des 
lymphocytes T au sein du centre germinatif et à l’inverse, la cellule de « LLC non mutée » où 
la fin de sa maturation se fait de manière T indépendante au niveau de la zone marginale donc 
hors des centres germinatifs (cf. Figure 15). Certains auteurs ont mis en évidence que les 
cellules B de la zone marginale et de la LLC étaient fonctionnellement très proches et avancent 
l’hypothèse que la cellule de LLC aurait une origine unique et indépendante des centres 
germinatifs (56,57).  Cette double origine de la cellule de LLC est aussi remise en cause par 
le faible taux de mutation constant dans les clones mutés contrairement aux autres lymphomes 
non hodgkiniens où l’expérience du centre germinatif est confirmée. Il est possible que des 
mutations du gène V surviennent sans stimulation par les lymphocytes T en dehors des 
centres germinatifs. Ces mutations peuvent favoriser une auto-réactivité (32,58).  

 

 

 
Figure 15. Modèle de développement et d'évolution de la LLC 

En haut de la figure est représentée l’évolution de la cellule clonale « non 
mutée ». De la même façon, dans la partie inférieure de la figure, on retrouve le 
modèle « muté » avec la possibilité d’une perte d’affinité de l’antigène après 
mutation somatique des gènes V [d’après Chiorazzi et al. 2005 (32)] 
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Pour terminer, de nombreuses équipes ont évoqué la probabilité d’altérations géniques très 
précoces, dès le stade de CSH et qui seraient à l’origine de la maladie. En 1997, Gahn et al. 
mettent en évidence la trisomie 12 dans les CSH CD34+, CD19- (59-60). Plus récemment, 
d’autres équipes ont recherché la présence de mutations de TP53, NOTCH1, SF3B1, FBXW7, 
MYD88 et XPO1 dans les CSH CD34+, CD19- de patients atteints de LLC. Ils ont pu observer 
des mutations de NOTCH1 et XPO1 avec des charges alléliques comparables aux CD34-, 
CD19+ (61,62). Ces résultats confirment la présence de ces mutations au stade de la CSH et 
leur probable implication dans l’origine de la maladie. Pour les mutations de SF3B1, TP53 et 
FBXW7 les charges alléliques retrouvées dans les CD34+, CD19- étaient faibles donc ne 
confirment pas une altération de ces gènes dès le stade de CSH dans la LLC.   

Enfin Marsilio et al. ont mis en évidence des mutations du gènes SF3B1 dans des cellules de 
LLC (Lin−, CD34+, CD38low, CD45RA−, CD90+/CD90−) avec des fréquences alléliques très 
faibles. Ils se sont alors posé la question d’une contamination des différents stades cellulaires 
par des stades plus matures. Ils soulignent les difficultés d’interprétation et les limites 
méthodologiques possibles de ces approches.  

 

III.6. Traitements de la LLC  

Le diagnostic de LLC n’implique pas obligatoirement la mise en place d’un traitement 
spécifique. La prise en charge consistera à faire une surveillance « Wait and Watch » afin de 
dépister un éventuel signe de progression. C’est une pathologie qui peut évoluer lentement 
selon les groupes de patients. Certains groupes peu évolutifs peuvent avoir une survie 
approchant la survie de la population générale.  

 

III.6.1. Les indications de traitement 

Les indications de traitement sont définies par l’IWCLL (« International Workshop on CLL ») 
et revues en 2018 (63) :  

- L’insuffisance médullaire progressive avec l’apparition ou l’aggravation de cytopénie(s) 
(anémie et/ou thrombopénie) 

- La présence d’une splénomégalie volumineuse (6 cm au-dessous de la marge costale), 
progressive ou symptomatique 

- La présence d’adénopathies volumineuses (au moins 10 cm dans le plus long 
diamètre), progressives ou symptomatiques  

- Une progression de la lymphocytose de plus de 50% sur 2 mois ou un temps de 
doublement (TDL) inférieur à 6 mois (pour les patients ayant une lymphocytose initiale 
inférieur à 30G/L, le TDL ne doit pas être utilisé pour définir à lui seul une indication de 
traitement) 

- Une cytopénie auto-immune (anémie ou thrombopénie) ne répondant pas aux 
corticoïdes 

- La présence de signes généraux tel que la perte de poids de 10% ou plus, non 
volontaire dans les 6 mois précédents, une asthénie significative, une fièvre de plus de 
38°C pendant au moins 2 semaines sans signe d’infection, des sueurs nocturnes 
depuis plus d’un mois sans signe d’infection 
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Si un de ces critères est retrouvé lors du diagnostic ou apparait au cours du suivi, le patient 
bénéficiera d’un traitement spécifique. Celui-ci sera différent, en fonction de la présence de 
certaines anomalies moléculaires et/ou cytogénétiques qui peuvent caractériser chaque 
patient atteint de LLC, comme nous l’avons décrit précédemment. Aujourd’hui, il y a 3 critères 
indispensables qui vont définir le traitement, la mutation et/ou délétion TP53, le statut 
mutationnel des IGHV et enfin, l’état général du patient au moment où le traitement est 
envisagé. Cette stratégie est résumée dans l’arbre décisionnel de la Figure 16.   

 

 
Figure 16. Stratégie de traitement de la LLC d'après les critères de l'IWCLL 2018 

 [d’après Parikh et al., 2018 (64)]  

 

III.6.2. Les traitements  

Pendant environ une quarantaine d’années, les traitements de la LLC n’ont que peu évolués 
(cf. Figure 17). Ils ont été restreints à l’utilisation de drogues dites « cytotoxiques » qui ont une 
action directe sur l’ADN. Les analogues des purines inhibent sa synthèse et les agents 
alkylants de la famille des moutardes azotées inhibent sa transcription et sa réplication. 
L’inconvénient majeur de ces molécules est qu’elles agissent sur toutes les cellules en division, 
c’est-à-dire sur les cellules tumorales comme sur les cellules non tumorales. La conséquence 
principale est l’importance des effets secondaires de ces drogues à court et à long terme.  
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Figure 17. Évolution des traitements de la LLC 

[d’après Rai et Jai, 2016 (65)] 

 

Devant cet inconvénient commun aux principales drogues utilisées dans les cancers, il a été 
développé des drogues ciblées permettant de limiter la dégradation des cellules non 
tumorales. On voit apparaître au début des années 2000, une nouvelle molécule permettant 
de cibler l’antigène CD20, c’est le Rituximab. Cette molécule inhibe la cellule tumorale de 
manière spécifique. C’est un anticorps monoclonal anti-CD20 chimérique composé de deux 
fragments. Un fragment Fab qui cible l’Ag CD20 du lymphocyte B et un fragment Fc qui 
entraîne la lyse du lymphocyte (cytotoxicité dépendante du complément et des anticorps). Par 
la suite, d’autres anticorps monoclonaux se développent comme l’obinutuzumab qui est 
entièrement humanisé à la différence du rituximab chimérique. Un autre anticorps monoclonal 
humanisé a été développé, un anti-CD52, l’alentuzumab qui se lie aux antigènes CD52 
présents à la surface des lymphocytes B et T majoritairement.  

 

En fonction de l’âge du patient, différentes combinaisons de drogues sont utilisées. Pour les 
patients de moins de 65 ans, le traitement classique est l’association FCR [Fludarabine – 
Cyclophosphamide – Rituximab]. Pour les patients de plus de 65 ans, le traitement classique 
est l’association RB [Rituximab – Bendamustine].  

 

Par la suite, il a été développé de nombreux inhibiteurs de tyrosines kinases. Parmi eux, deux 
molécules sont qualifiées d’inhibiteurs du BCR. D’une part, l’ibrutinib qui cible la Bruton kinase 
(BTK). Comme évoqué précédemment, la signalisation du BCR, dont BTK est un acteur, 
permet le maintien de la prolifération et de la survie de la cellule clonale. L’ibrutinib forme une 
liaison covalente au niveau du site actif de BTK, ce qui entraîne une inhibition enzymatique 
prolongée de celle-ci. L’ibrutinib possède deux AMM dans la LLC, tout d’abord en 
monothérapie chez des patients adultes non précédemment traités et la seconde est en 
monothérapie ou en association à la bendamustine et au rituximab (BR) chez les patients 
ayant reçu au moins un traitement antérieur (www.vidal.fr).  
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D’autre part, l’idélalisib cible la PI3Kd qui est hyperactive dans les lymphopathies B. PI3Kd a 
un rôle central dans la cascade de signalisation de la prolifération cellulaire tumorale. 
L’idélalisib est toujours associé à un anticorps monoclonal anti-CD20 et possède deux AMM 
dans la LLC. La première concerne les patients ayant eu un traitement antérieur et la seconde 
est le traitement de première intention des patients avec une anomalie de TP53 (mutation ou 
délétion) et qui ne sont éligibles à aucun autre traitement (www.vidal.fr). 

Dernièrement, une autre classe de thérapie ciblée est apparue, les inhibiteurs de Bcl2 tel que 
le vénétoclax. Nous l’avons évoqué dans la physiopathologie de la LLC, il y a une 
surexpression des facteurs anti-apoptotiques. Cette nouvelle molécule se lie directement au 
domaine BH3 de Bcl2, ce qui permet l’initiation de la perméabilisation de la membrane 
mitochondriale externe et l’activation des caspases nécessaire à l’apoptose.  

 

III.6.3. Les résistances aux traitements ciblés  

De récentes études montrent l’apparition de résistances acquises vis-à-vis des nouvelles 
molécules telles que l’ibrutinib, l’idélalisib ou le vénétoclax. Les mécanismes de résistances à 
l’ibrutinib reposent sur la sélection de clones tumoraux porteurs de mutations de BTK ou de 
PLCg2 (66). La résistance à ces traitements favorise une évolution de la maladie, ce qui 
encourage l’acquisition de nouvelles mutations (67). Concernant la résistance au vénétoclax, 
une mutation de Bcl2 a été mise en évidence. Elle entraîne une diminution de l’affinité du 
vénétoclax pour le Bcl2 (68,69).  
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IV. Objectifs de la thèse  

Comme nous avons pu l’évoquer précédemment, la question de la cellule à l’origine de la LLC 
n’est pas encore clairement élucidée. Les données récentes de séquençage haut débit ont 
révélé qu’il existe d’assez nombreuses mutations conductrices pouvant promouvoir le 
développement de ce syndrome lymphoprolifératif telles les mutations touchant TP53, 
NOTCH1, SF3B1 ou encore MYD88 (31,36). De manière très intéressante, plusieurs équipes 
viennent de démontrer que chez certains patients, ces mutations sont également présentes 
dans les cellules souches hématopoïétiques (CSH) (61,62,70). Elles seraient donc acquises 
très tôt, au cours du processus de lymphomagénèse. Ainsi, il existe vraisemblablement une 
histoire naturelle de la LLC débutant dès le stade CSH. 

Nous savons d’autre part que le répertoire IgHV des LLC est « biaisé », différent du répertoire 
B normal et que chez 30% des patients il peut être identifié un BCR stéréotypé (subset) à la 
surface des cellules tumorales (46,48). Ces données révèlent donc que la sélection par le 
BCR, et donc la spécificité antigénique, semble jouer un rôle important dans le développement 
du clone de LLC. De plus, comme vu précédemment, la présence de certains BCRs 
stéréotypés est très fortement associée à certaines altérations géniques. 

Cependant, ce BCR est acquis très tôt dans au cours de la lymphopoïèse et sa région variable 
est modelée aux stades immatures très proches de la CSH, dans la moelle osseuse (à 
l’exception des hypermutations somatiques). Nous nous sommes posés la question d’une 
autre histoire naturelle possible de la LLC, qui débuterait par la production d’un BCR 
« favorisant » la LLC et qui serait un BCR stéréotypé.  

L’objectif principal de ce travail a été de rechercher la présence de séquences stéréotypées 
type « LLC » chez des patients exempts d’hémopathie. Le but principal était de savoir si ces 
séquences étaient produites chez des patients dits « sains » puis éventuellement à quelle 
fréquence elles pouvaient être retrouvées (sont-elles ubiquitaires ? sont-elles retrouvées 
uniquement chez certains individus ?).  

Pour répondre à cette question, nous avons donc mis au point le séquençage haut débit des 
gènes des immunoglobulines à partir d’ADN ainsi qu’un pipeline bio-informatique pour 
l’analyse des données (script R). La validation de cette méthode a constitué l’objectif 
secondaire de mon travail de thèse. 
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V. Matériels et Méthodes 

V.1. Consentement  

Un consentement et/ou un formulaire de non-opposition à la recherche biomédicale a été 
obtenu pour chaque patient et témoin. Les analyses ont été effectuées sur les reliquats de 
tubes de numération qui ont été requalifiés par le Centre de Ressources Biologiques 
(CRBioLim) de notre institution, auprès duquel une demande de session a été réalisée.  

 

V.2. Constitution d’un pool de témoins sains et de la cohorte de patients 

Le pool de témoins a été réalisé à l’aide de 12 sujets âgés de 24 à 38 ans, 6 femmes et 6 
hommes ayant une lymphocytose moyenne à 2,5 G/L.  

Nous avons constitué une cohorte de 19 patients (11 hommes et 8 femmes) ayant une 
lymphocytose entre 1,7 et 3 G/L, âgés de 55 à 76 ans avec un âge médian à 66 ans.  

Tous les sujets composants le pool de témoins et la cohorte n’avaient pas d’antécédent 
d’hémopathie maligne, de radiothérapie, de chimiothérapie ni de prise de médicaments 
modulateurs du système immunitaire. De plus, l’absence de clone B circulant a été vérifiée au 
préalable par cytométrie en flux.  

 

V.3. Cytométrie en flux  

Le protocole utilisé est détaillé en Annexe 1. Les anticorps utilisés pour l’immunophénotypage 
des lymphocytes B sont le CD19 – PE Cy5.5 Immunotech [clone J4.119], le CD5 – APC 
Immunotech [clone BL1a] et enfin le Kappa FITC / Lambda PE Dual color Dako [clone A8B5 
+ N10.2 poly lapin poly F(ab’)2].   

L’analyse est réalisée sur un Navios, Beckman Coulter® (Brea, CA) et retraitée avec le logiciel 
Kaluza version 2.1 (Beckman Coulter®).  

 

V.4. Tri cellulaire 

Un tri positif des lymphocytes B est fait sur 3 à 4mL de sang total, prélevé sur tube EDTA. Le 
kit utilisé est le kit EasySep™ HLA Chimerism Whole Blood CD19 Positive Selection Kit de 
manière automatisée avec le RobotSep de Stemcell® (Grenoble, France). Le kit et l’automate 
ont été utilisé selon les recommandations du fournisseur. 

 

V.5. Extraction d’ADN 

L’extraction d’ADN est faite sur l’automate Promega – Maxwell® (San Diego, CA). Le kit utilisé 
est le kit d’extraction à partir de sang total Promega – Maxwell® RSC Whole Blood DNA Kit. 
Nous avons utilisé le kit selon les recommandations du fournisseur.    

Les concentrations d’ADN ont été mesurées par Nanodrop® et Qubit® 2.0 Fluorometer (kit BR 
– Broad Range).  
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V.6. Vérification du profil de clonalité par analyse de fragment 

Le profil de clonalité des ADN clonaux a été vérifié par une analyse de fragment selon le 
protocole consensuel BIOMED-2 (71). Brièvement, c’est une amplification réalisée avec les 
amorces localisant le locus FR1 des immunoglobulines, grâce à l’AmpliTaq Gold™ 
(Thermofischer, Waltham, MA). L’analyse est faite à l’aide du Genemapper Software® 
(Thermofischer). 

 

V.7. Vérification de la qualité des ADN utilisés 

Il s’agit d’une PCR de contrôle de la qualité des ADN fournie dans le kit TRG Clonality Assay 
Invivoscribe® (San Diego, CA). Elle permet d’obtenir des tailles de fragments à 100, 200, 300, 
400, 500 et 600pb. La présence et la taille de chaque pic permet de valider l’absence de 
dégradation de l’ADN.  

 

V.8. Préparation des librairies  

V.8.1. Principe de préparation des librairies par PCR 

La stratégie utilisée a été développée précédemment au sein de notre équipe de recherche 
« Contrôle des réponses immunes B et des lymphoproliférations » (CRIBL) – UMR 
7276/INSERM 1262 dirigée par le Pr Michel Cogné. Avec l’aide du Dr Alexis Saintamand, nous 
l’avons adaptée à l’amplification des réarrangements IgH humains à partir des régions V-
Leader/FR1 et sur une matrice ADN. 

Le principe est de réaliser une première PCR afin d’amplifier les séquences d’intérêts (PCR-
1). Ensuite une 2nde PCR est faite, permettant de terminer la construction des adaptateurs et 
d’ajouter les index pour identifier chaque échantillon lors du séquençage (PCR-2) (cf. Figure 
18).  

Cette stratégie permet également d’introduire des barcodes moléculaires ou UMI (« Unique 
Molecular Identifiers ») lors de la première PCR. Ce sont des séquences courtes servant de 
code – barre moléculaire. Ils sont ajoutés aux fragments d’ADN amplifiés dans le but de 
pouvoir identifier chaque molécule d’ADN amplifiée. Ils sont aussi utiles pour réduire les 
erreurs de séquençage et les biais quantitatifs introduits par amplification. 

 

 
Figure 18. Stratégie de préparation des librairies 
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V.8.2. PCR-1 

V.8.2.1. Amorces Leader VH  

Nous avons testé une approche avec des amorces ciblant la région Leader des IGHV en 
utilisant une combinaison de 17 amorces sens VH et 1 amorce anti-sens JH consensus (cf. 
Annexe 2). Ces différentes amorces ont été designées et sont utilisées au sein du laboratoire 
pour la recherche des mutations somatiques des patients LLC. En revanche, elles n’avaient 
jamais été utilisées au sein d’une PCR multiplex.  

Le principal intérêt des amorces Leader est d’obtenir la séquence totale du gène VH réarrangé. 
Ainsi, nous pouvons gagner en précision quant au taux de mutations somatiques et à 
l’identification des différents allèles IgHV.  

 

V.8.2.2. Amorces FR1 BIOMED-2 

Une seconde approche a été testée en utilisant les amorces consensuelles BIOMED-2 ciblant 
le locus FR1 des immunoglobulines (71) (cf. Tableau 5). Ces amorces ont été largement 
validées et sont utilisés en PCR multiplex.  

 

5’ – 3’  Adaptateur Illumina UMI Séquence spécifique Taille 

VH1 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG NNNNNNNNNN GGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAG 68 

VH2 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG NNNNNNNNNN GTCTGGTCCTACGCTGGTGAAACCC 68 

VH3 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG NNNNNNNNNN CTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTG 68 

VH4 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG NNNNNNNNNN CTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTG 68 

VH5 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG NNNNNNNNNN CGGGGAGTCTCTGAAGATCTCCTGT 68 

VH6 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG NNNNNNNNNN TCGCAGACCCTCTCACTCACCTGTG 68 

JH 
consensus  

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG  CTTACCTGAGGAGACGGTGACC 56 

Tableau 5. Construction des amorces PCR-1 

Dans la colonne « séquence spécifique » : ce sont les amorces 
BIOMED-2 qui permettent d’amplifier les régions d’intérêts.  
Dans la colonne « UMI » : la séquence des UMIs ajoutés. Pour 
l’amorce JH consensus, il n’a pas été ajouté de séquence UMI.  
Dans la colonne « Adaptateur Illumina » : la première partie des 
adaptateurs Illumina. 
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V.8.2.3. Mélange réactionnel et programme d’amplification  

La PCR-1 a été réalisée avec l’AmpliTaq Gold™ qui est une ADN polymérase optimisée pour 
l’amplification des gènes des immunoglobulines. Dans le but de ne pas saturer les capacités 
de l’enzyme et d’obtenir la meilleure sensibilité de notre méthode, nous avons choisi de réaliser 
la PCR-1 en duplicat avec une quantité maximale d’ADN fixée à 250ng par tube de PCR. 

Pour les ADNs de patients ne permettant pas d’obtenir la quantité optimale de 500ng, le 
volume maximum d’ADN (soit 15µL/tube) a été utilisé pour réaliser le mélange réactionnel (cf. 
Tableau 6). 

 

Les conditions classiques déjà utilisées au sein du laboratoire pour la réalisation du mélange 
réactionnel de cette PCR n’étant pas optimal, nous avons fait varier plusieurs paramètres 
avant de définir les conditions à utiliser. Nous avons fait varier la concentration de chaque 
amorce (5µM – 10µM – 20µM), la concentration de l’ADN polymérase (AmpliTaq Gold™ à 1 
unité/tube ou 5 unités/tube) et enfin l’apport du DMSO pour favoriser la spécificité d’hybridation 
des amorces.  

Nous avons finalement retenu l’utilisation d’amorces à 5µM, de la polymérase pure (5 unités 
par tube) et l’ajout de DMSO. Le mélange réactionnel de la PCR-1 est présenté dans le 
Tableau 6.  

Pour le choix du programme, nous avons utilisé le programme classique des amorces 
BIOMED-2 (déjà utilisé au sein du laboratoire). Ce programme d’amplification à une première 
étape de dénaturation initiale de 7 minutes à 95°C, ensuite 34 cycles avec une dénaturation 
de 30 secondes à 95°C, une hybridation d’une minute à 60°C et une élongation d’une minute 
et 30 secondes à 72°C. L’élongation finale dure 10 min à 72°C.  

 

Réactifs Volume / tube (µL) 

Amorces VH1 à VH6 (5µM) 1 

JH consensus primer (5µM) 1 

dNTP (10µM) 1 

Tampon 10X Gold 5 

MgCl2 3 

Taq Gold pure 1 

DMSO 3 

Eau Qsp 50 

Tableau 6. Mix PCR-1 
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V.8.3. Étapes de purification  

Les purifications sont réalisées avec des billes HighPrep PCR Magbio®. Ces étapes sont 
nécessaires pour éliminer les amorces résiduelles et les produits d’amplification non 
spécifiques de petite taille comme les dimères d’amorces.  

Le volume relatif de billes utilisé pour chaque purification est de 1,8X. Le protocole utilisé est 
celui recommandé par le fournisseur. Les étapes de purification ont été réalisées par série de 
6 patients.  

 

V.8.4. PCR-2 

Cette étape a pour but d’ajouter un index aux différents échantillons afin de pouvoir les 
identifier lors du séquençage. Nous avons utilisé un double indexage. La référence des index 
utilisés est NEXTERA XT index kit V2 Illumina®.  

Les amorces de la seconde PCR contiennent la seconde partie des adaptateurs et les index 
nécessaires à l’identification de chaque échantillon (cf. Figure 18). 

Pour cette PCR-2, le mélange réactionnel a été établit d’après les données fournisseurs de 
l’ADN polymérase utilisée : la Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (cf. Tableau 7).  

Le programme PCR est composé d’une première étape de dénaturation initiale de 30 
secondes à 98°C, puis 12 cycles avec une dénaturation de 10 secondes à 98°C, une 
hybridation de 30 secondes à 62°C et enfin une élongation de 30 secondes à 72°C. 
L’élongation finale dure 5 min à 72°C.  

Il est nécessaire pour cette seconde étape de ne pas avoir trop de cycles de PCR pour limiter 
l’amplification de produits non spécifiques.  

 

Réactif Volume / tube (µL) 

Index i5 (sens) (10µM) 1 

Index i7 (anti-sens) (10µM) 1 

dNTP (10µM) 0,5 

Phusion Buffer 5X 5 

Phusion DNA Polymerase 0,25 

Produit PCR-1 2 

Eau 15,25 

Volume total = 50 µL 

Tableau 7. Mix PCR-2 
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V.9. Qualification des librairies  

V.9.1. Vérification de la présence d’un produit spécifique 

Une migration par électrophorèse capillaire avec le multi NA de Shimadzu® (Kyoto, Japon) est 
réalisée après la purification des produits de PCR-1 et PCR-2.  

Après PCR-1, la taille des produits PCR est d’environ 400pb. 

Après PCR-2, la taille des produits PCR est comprise entre 450 et 500pb.  

 

V.9.2. Quantification ADN  

Un dosage fluorimétrique (Qubit® 2.0 fluorometer, kit ds DNA HS assay– High Sensitivity) est 
réalisé pour quantifier l’ADN de chaque librairie.  

 

 

V.10. Séquençage Illumina  

V.10.1. Principe du séquençage Illumina  

Le séquençage Illumina® (San diago, CA) est fait par synthèse de nucléotides.  

Comme expliqué précédemment, la librairie correspond à un pool de fragments d’ADN cibles 
à séquencer. Ils sont flanqués des adaptateurs i5 et i7 en 5’ et en 3’ respectivement. Les 
adaptateurs permettent de fixer les ADN à séquencer sur la cellule de lecture (i.e. : flowcell) 
et chaque index ajouté permet d’identifier les librairies provenant de différents échantillons 
biologiques (multiplexage).  Une fois dénaturée en ADN simple brin à la soude (NaOH), seule 
une faible quantité de librairie est déposée sur la flowcell. Les molécules d’ADN à séquencer 
se répartissent aléatoirement sur la surface et « à distance » les unes des autres afin d’éviter 
la « surcharge » de la flowcell.  De manière à obtenir un signal d’intensité suffisante du signal 
pour la lecture de la séquence, chaque molécule d’ADN fixée est amplifiée par PCR 
directement sur la flowcell grâce à un système d’amorçage de proche en proche. On obtient à 
partir d’une molécule cible initiale un « cluster » de molécules reproduites à l’identique (cf. 
Figure 19A). Elles sont porteuses de la même séquence nucléotidique exactement. Le 
séquençage commence par l’extrémité libre des molécules flanquées de l’adaptateur i5 
(amorce de séquençage universelle) alors que l’adaptateur i7 permet l’ancrage sur la flowcell.  

 

La technologie Illumina® offre la possibilité de réaliser un séquençage « paired – end ». Dans 
ce cas, les molécules du cluster sont retournées après la première lecture (read 1) pour fixer 
cette fois-ci l’adaptateur i5 sur la flowcell et produire une séquence (read 2) à partir de 
l’adaptateur i7. Dans ce type de séquençage, nous avons le choix de la taille de lecture dans 
les deux sens du même brin d’ADN initial. Nous pouvons par exemple pour une séquence de 
300pb amplifiée obtenir une lecture de 300pb dans chaque sens. Au contraire, pour une 
séquence de 900pb amplifiée, il est possible d’obtenir une lecture de 500pb dans un sens et 
100pb dans l’autre sens, tout dépend de la région d’intérêt choisie à séquencer.  
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Une fois les clusters formés, ils vont être analysés. A chaque cycle, il y a ajout des 4 bases 
(A, T, G et C) qui sont chacunes marquées par un fluorochrome différent. Une fois l’une d’elle 
liée à la séquence, il y a une excitation lumineuse puis l’acquisition d’une image permettant de 
définir qu’elle base a été lue. Ceci est recommencé à chaque cycle (cf. Figure 19B).  C’est une 
chimie spécifique de la technologie Miseq, la stratégie de marquage des nucléotides est 
différente sur les autres appareils Illumina®.  

 

 
Figure 19. Séquençage Miseq Illumina® par synthèse de nucléotides 

A. Représentation d’un amplicon fixé sur la flowcell qui est multiplié pour former des clusters.  
B. La synthèse d’un brin complémentaire permettant l’émission d’un fluorochrome à chaque 

nouvelle base incorporé. Chaque base possède un fluorochrome différent.  

 

A chaque cycle est évalué la pureté du signal (C) pour chaque cluster qui représente 1 000 
molécules identiques. Le signal doit être identique pour les 1 000 molécules. Ainsi, le rapport 
des intensités des différentes bases lues détermine la pureté du signal (cf. Figure 20). Lorsque 
valeur est proche de 1, cela signifie que le signal est pur, c’est-à-dire qu’une seule base est 
lue. Lorsque ce score est inférieur à 0,6 deux fois, le cluster est éliminé et ne sera pas 
disponible à l’analyse car considéré comme ayant une qualité insuffisante.  

Les reads qui passent ce filtre appelé passing filter sont considérés comme ayant un signal de 
lecture des bases assez « pur », permettant une analyse correcte des séquences. Un seuil de 
85% des reads totaux passant ce passing filter est considéré comme acceptable.  

 

 
Figure 20. Évaluation de la qualité du signal à chaque cycle 
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V.10.2. Préparation des librairies au séquençage 

Dans ce travail, nous avons réalisé les séquençages avec deux types de kit.  

Le premier kit utilisé est le kit Illumina® Nano V2 MiSeq (500 cycles). On peut obtenir une 
densité de clusters comprise entre 865 et 965 k/mm2. Le séquençage dure environ 17h et le 
nombre de reads obtenu est de 1 million en single read ou de 2 millions en paired-end. Le pool 
de librairies est utilisé à 10pM avec 15% de PhiX.  

Le PhiX est une solution de contrôle qui permet un maintien de la diversité des lectures de 
bases sur la flowcell. Si les librairies ont des séquences trop homogènes entre elles, le 
séquenceur aura des difficultés de lecture car ce sera toujours les mêmes bases lues. Pour 
contrer ce phénomène, le PhiX est nécessaire. La quantité de PhiX a ajouté est d’autant plus 
importante que les librairies sont homogènes. Nous avons fixé sa quantité à 15% d’après les 
recommandations des ingénieurs d’Illumina®.  

Le second kit utilisé est le kit Illumina® V3 MiSeq (600 cycles). On peut obtenir une densité de 
clusters comprise entre 1 200 et 1 400 k/mm2. Le séquençage dure environ 56h et le nombre 
de reads obtenu est de 22 à 25 millions en single read ou de 44 à 50 millions en paired-end. 
Le pool de librairies est utilisé à 12pM avec 15% de PhiX.  

 

 

V.11. Analyse bio-informatique post-séquençage 

L’analyse se déroule en 5 grandes étapes successives (cf. Figure 21). La première 
étape est le démultiplexage de l’ensemble des reads. Cette étape est réalisée directement par 
le séquenceur lui-même à la fin du séquençage. Elle permet d’éliminer les index de chaque 
read pour pouvoir identifier les échantillons. On obtient ainsi des fichiers fastq contenant les 
séquences sans index qui sont identifiées selon la feuille de travail établie au préalable.  

 

 
Figure 21. Stratégie d'analyse des données de séquençage 

 

V.11.1. Analyse de la qualité des reads obtenus  

Un fichier Fastq est un format universel utilisé en séquençage haut débit. Il s’agit d’un fichier 
texte consensuel permettant de stocker les données de séquençage et leur score qualité 
associé (cf. Figure 22). La séquence et le score sont codés par un caractère ASCII.  
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Figure 22. Composition d'un fichier Fastq 

 

Au cours du séquençage, à chaque base lue, un score qualité lui est attribuée, c’est appelé 
phred-score. Ce score permet d’évaluer la probabilité d’erreur de séquençage. Par exemple, 
un phred-score Q30 indique une probabilité d’erreur de séquençage d’une base toutes les 
1 000 bases lues. Autrement dit, une précision de lecture de 99,9%.  

Il est généralement convenu que ce score soit au moins supérieur à Q20. En général, une 
moyenne de qualité à Q30 est requise. La qualité de séquençage de chaque échantillon a été 
obtenue grâce à l’outil « FASTQC Report », disponible en ligne sur la plateforme Galaxy 
(https://usegalaxy.org/).  

 

V.11.2. Assemblage des reads 

La seconde étape est l’assemblage des reads complémentaires. Nous avons amplifié des 
régions d’intérêt entre 400 et 500pb (séquences d’amorces comprises). Le séquençage utilisé 
nous permet de lire des séquences de 250 ou 300pb seulement selon le kit utilisé. Grâce à la 
lecture des séquences en paired-end, nous pouvons avoir deux lectures incomplètes pour le 
même read avec une région chevauchante de lecture. Cette partie chevauchante va nous 
permettre de pouvoir assembler chaque read complémentaire un à un pour obtenir un seul 
read dit « merged ».  

L’assemblage est fait grâce à l’outil bio-informatique usearch disponible en ligne 
(www.drive5.com/usearch). Les reads ont été assemblés selon deux critères : ³ 80% de 
chevauchement entre les deux reads et une différence de 2 nucléotides possibles 
(conservation du nucléotide avec le meilleur score qualité dans la séquence assemblée).  

 

V.11.3. Élimination des séquences d’amorces 

Pour une analyse plus précise de chaque read, les séquences de chaque amorce VH ont été 
éliminées avant l’annotation à l’aide d’un script R (www. R-project.org). L’analyse consiste à 
repérer dans chaque read la séquence spécifique de chaque amorce VH et ensuite à éliminer 
celle-ci, ainsi que l’UMI se trouvant en amont (cf. Figure 18).  

 

V.11.4. Annotation des reads et identification des réarrangements V(D)J 

L’annotation des reads est faite sur la plateforme internet IMGT/HighV-QUEST 
(http://www.imgt.org/HighV-QUEST/search.action). La plateforme prend en charge des 
fichiers Fasta. Elle peut analyser au maximum 500 000 séquences par fichier. On récupère 
chaque séquence annotée sous forme d’un dossier contenant 12 fichiers textes.  
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V.11.5. Recherche des BCRs stéréotypés type « LLC » 

La recherche est faite à l’aide d’un script R. Celui-ci est divisé en plusieurs étapes 
successives (cf. Figure 23). Les critères définissant chaque subset ont été établi grâce aux 
données de la littérature (46,47) . Ils ont été regroupés dans le tableau de la Figure 23.  

 

 
Figure 23. Stratégie de recherche des séquences stéréotypées et tableau des subsets majeurs 
de type "LLC"  
[le tableau est adapté d’après Agathangelidis et al., 2012 (47) et ARRest/Assign Subsets 
(http://tools.bat.infspire.org/arrest/assignsubsets/)] 

 

V.11.6. Confirmation des subsets assignés avec l’outil Arrest/Assign Subsets 

Pour chaque séquence analysée comme étant une séquence stéréotypée de type « LLC », 
nous avons soumis ces mêmes séquences sur la plateforme en ligne ARRest/Assign subsets 
(http://tools.bat.infspire.org/arrest/assignsubsets/). Cet outil nous a permis de valider notre 
approche par screening de séquence par « identité ». ARRest/Assign subsets a été développé 
par l’équipe de Bystry et al. pour faciliter l’assignation des séquences clonales aux différents 
subsets (72). Grâce à une cohorte de plusieurs milliers d’échantillons de patients LLC (> 20 
000), ils ont pu développer avec une statistique bayésienne un score de probabilité 
d’appartenance de la séquence à un subset défini (49).  

 

V.11.7. Phylogénie moléculaire  

Pour observer la phylogénie moléculaire potentielle des séquences identifiées comme subset, 
nous avons utilisé le logiciel Seaview® version 4.7. 
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VI. Résultats 

VI.1. Évaluation du pourcentage de lymphocytes B  

Pour chaque échantillon utilisé, nous avons vérifié l’absence de clone B circulant par 
cytométrie en flux. Nous avons pu évaluer le pourcentage de lymphocytes B pour chaque 
échantillon. En moyenne, la population étudiée a 3% de lymphocytes B parmi les leucocytes 
totaux (de 0,7 à 6%).  

 

VI.2. Évaluation de la performance du tri cellulaire et de l’extraction d’ADN 

Après tri cellulaire, nous avons obtenu un nombre entre 120 000 à 591 000 cellules avec un 
nombre médian de cellules à 215 000 (cf. Figure 24A). Les rendements obtenus varient entre 
15 et 60% avec médiane de 32%.  

Les concentrations d’ADN des cellules CD19+ triées varient de 1,91ng/µL à 33,2ng/µL au 
Qubit® (cf. Figure 24B). Les ratios A280/A260 au Nanodrop varient entre 1,6 et 1,7. Il n’y avait 
pas de relation directe évidente entre la quantité de cellules B triées et la concentration des 
ADN obtenus (cf. Figure 24B).  

Pour réaliser chaque librairie, nous avons utilisé au maximum de 500ng d’ADN de lymphocytes 
B triés. Pour les 19 patients de la série, nous avons utilisé entre 46 et 500ng d’ADN de 
lymphocytes B triés.  

 
Figure 24. Évaluation de la performance du tri cellulaire et de l’extraction d’ADN 

 

VI.3. Préparation des librairies 

Les librairies ont été réalisée avec deux PCRs successives ainsi qu’une purification après 
chacune. Tout d’abord, nous avons voulu utiliser des amorces ciblant la région Leader des 
immunoglobulines. L’utilisation de ces amorces isolées dans une PCR fonctionne. En 
revanche, l’ensemble des 17 amorces VH dans le même mélange réactionnel a mis en 
évidence des difficultés techniques. Pour y remédier, nous avons modifié la concentration des 
amorces (5µM – 10µM – 20 µM), utilisé différentes ADN polymérase (Phusion® High-Fidelity 
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DNA Polymerase, Takara PrimeSTAR® Max DNA Polymerase et l’AmpliTaq Gold™). Malgré 
ces modifications de mélange réactionnel, lors de la vérification de l’amplification par migration 
électrophorétique, une bande non spécifique persiste après la seconde purification à une taille 
d’environ 200pb pour une taille de la région d’intérêt entre 500 et 700pb (cf. Figure 25).  

En parallèle, nous avons testé les amorces FR1. Avec celles-ci, nous n’avons pas observé ce 
phénomène d’amplification non spécifique, nous avons obtenu une seule bande spécifique à 
environ 450 – 500pb comme attendue. Nous avons donc poursuivi la suite de la préparation 
des librairies avec les amorces FR1.  

 

 
Figure 25. Migration sur électrophorèse capillaire multi Na 

Exemple d’un échantillon polyclonal amplifié avec les 
amorces Leader et FR1.  

 

Les concentrations d’ADN des librairies obtenues varient de 5,54ng/µL à 8,04ng/µL c’est-à-
dire 19,5 à 27,4nM après conversion. Chaque librairie a été diluée pour obtenir un pool 
homogène à 4nM nécessaire au séquençage.  

 

VI.4. Évaluation de la qualité et des performances du séquençage  

Dans un premier temps, nous avons évalué la méthode de préparation des librairies en 
réalisant un séquençage de 5 échantillons avec un kit Nano V2 Illumina®. 

Ces 5 échantillons étaient composés d’un pool témoins (12 ADNs polyclonaux), un pool de 
LLC (14 ADNs de LLC différents), deux dilutions du pool de LLC dans le pool témoins (une 
dilution au 1/2 et une dilution au 1/5) et un ADN clonal de LLC avec une séquence stéréotypée 
(LLC#1). Pour chaque échantillon, nous avons vérifié les différentes métriques du 
séquençage, c’est-à-dire le nombre de reads obtenus par échantillon, la taille des reads ainsi 
que la qualité des séquences.  
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Un second séquençage a été réalisé avec un kit V3 Illumina®. Cette fois – ci les échantillons 
séquencés étaient 3 dilutions du pool de LLC dans le pool témoins (1/50, 1/100, 1/500) et les 
19 patients de la cohorte (cf. VI.5 page 68).  

 

VI.4.1. Analyse du nombre de reads 

Le nombre de read par échantillon est homogène et optimal. Pour un séquençage avec une 
puce nano V2, nous avons obtenu au total 2 063 506 reads avec une lecture en paired – end, 
correspondant à 1 031 753 de clusters. Le rendement théorique pour une puce de ce type est 
d’environ 2 000 000 de reads en paired – end. Nous avons donc utilisé cette puce au maximum 
de ces capacités.  

Au total, 94% des reads ont passé le « passing filter », ce qui est synonyme d’une très bonne 
qualité de séquençage.  

La moyenne du nombre de reads est optimale (cf. Tableau 8). Elle est à 206 351 reads paired-
end pour une moyenne théorique à 250 000 reads. Un seul échantillon a présenté un nombre 
de reads inférieur à 200 000 reads (156 515 reads).  

L’assemblage de chaque read réalisée avec l’outil usearch nous a permis d’obtenir en 
moyenne 86% des reads avec un merged correct. Pour rappel, les conditions requises pour 
que l’assemblage des deux reads soit réalisé sont, ³ 80% d’overlap entre les reads et moins 
de 2 missmatchs sont autorisés. La principale cause de rejet des séquences lors de 
l’assemblage des reads est la présence de plus de 2 missmatchs (cf. Tableau 8).    
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Nombre de reads totaux par échantillon (x 1 000 reads) 156 207 211 212 243 

Proportion de reads merged (%) 78 86 83 94 88 

Nombre de reads obtenus après merged (x 1 000 reads) 122 178 176 200 214 

Nombre de reads éliminés avec > 2 missmatchs (x 1 000 reads) 32 27 33 8 25 

Tableau 8. Analyse du nombre de reads  
Analyse du nombre de reads pour un séquençage de 5 échantillons sur une puce nano V2. La première 
ligne indique le nombre de séquences obtenues dans un sens de lecture.  

 

VI.4.2. Qualité de séquençage  

La qualité de lecture des bases lors du séquençage est optimale. La majorité des bases lues 
ont un score compris entre Q30 et Q40 (cf. Figure 26). Ce qui a pu être observé, c’est qu’au 
niveau du read 2, il y a une perte de qualité systématique à partir de la moitié du read. Le 
score de qualité reste supérieur à Q20.   
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Figure 26. Représentation graphique de la qualité de chaque base séquencée 

Calcul de la moyenne (et écart-type) du score de qualité de chaque base séquencée. En 
vert est représenté la tranche de score qualité entre Q30 et Q40. C’est la catégorie optimale, 
c’est-à-dire que le risque d’erreur de séquençage est entre 1 base sur 1 000 (Q30) à 1 base 
sur 10 000 (Q40). La majorité des séquences lues ont une précision comprise entre 99,9% 
et 99,99%.  
Pour la tranche orange, la précision est entre 99% (Q20) et 99,9% (Q30).  

 

VI.4.3. Analyse de la taille des reads obtenus  

Pour la puce V2 nano, la taille des reads lue est de 250. Nous avons remarqué que moins de 
10% des reads avaient une taille inférieure à 250 (cf. Figure 27). Nous avons donc analysé 
ses séquences de petite taille pour connaitre leur nature, il s’est avéré que c’était des dimères 
d’amorces (cf. Figure 28).  

 

 
Figure 27. Répartition de la taille des reads 
Exemple pour un même échantillon avec le read 1 à gauche et le read 2 à droite.  
En ordonné, est représenté le pourcentage cumulé de chaque taille de read. Il n’y a que 
quelques reads (< 10%) qui ont une taille inférieure à 250. Ce résultat est homogène entre la 
lecture du read 1 et du read 2.  
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Figure 28. Analyse d’une séquence de taille inférieure à 250 

Exemple d’analyse d’une séquence de taille 56. On peut voir que cette 
séquence ne contient que l’amorce V sens (amorces V + UMI) et l’amorce 
J anti-sens 

 

VI.4.4. Analyse des séquences Unique Molecular Identifiers (UMI) 

Nous avons ajouté dans les amorces de la PCR-1 des séquences UMIs de 10 nucléotides. 
Nous les avons analysées à l’aide d’un script R. Pour cela, nous avons récupéré la séquence 
de 10 nucléotides en amont des amorces V sens.  

Sur la totalité des reads analysés, moins de 1% des reads n’ont pas d’UMI de taille correcte, 
c’est-à-dire à une taille inférieure à 10 nucléotides.  

En revanche, nous avons entre 85 et 90% d’UMI unique par échantillon. En clair, cela signifie 
que nous avions plus de séquences d’UMI unique que de cellules théoriquement analysables. 
Ce résultat nous a permis de mettre en évidence un problème de design dans la PCR-1.  

Pour rappel, l’UMI est inséré en amont de la séquence VH spécifique dans l’amorce de la 
PCR-1. Prenons un exemple, la séquence 1 est amplifiée par l’amorce VH1 + UMI-1 au cycle 
1 de PCR. Au cycle 2, il est hautement probable que ce fragment soit amplifié par une autre 
amorce VH1 + UMI-2 et quand même amplifier la même séquence que précédemment. Ce 
n’est donc pas une amplification provenant d’une autre cellule (cf. Figure 29). Pour utiliser au 
mieux les UMIs, il faudrait une étape de ligation des fragments d’ADN aux UMIs en amont de 
l’amplification. Nous n’avons donc pas pu utiliser l’analyse des UMI pour ce travail.  

 

 
Figure 29. Problème d'amplification avec les UMIs 

 

 

VI.4.5. Évaluation du taux de séquences productives analysées 

Après annotation des séquences par la plateforme en ligne IMGT/HighV-QUEST, nous avons 
pu voir qu’en moyenne, pour chacun des échantillons, nous avons 80% de séquences 
amplifiées qui sont productives. Ces proportions sont en accord avec les données de la 
littérature (7) et d’autres équipes ont pu obtenir des résultats similaires (73,74). De plus, ceci 
est un bon indicateur de la qualité des séquences obtenues.  
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VI.4.6. Pool Témoins 

Le pool témoins est composé de 12 ADN différents de lymphocytes B triés. Les échantillons 
utilisés sont ceux du groupe « témoins » (cf. V.1). Nous avons pu établir le profil des différents 
gènes V retrouvés pour les différents échantillons séquencés. Notre pool de 12 témoins sains 
nous a permis d’obtenir un répertoire dit « normal ». Nous l’avons comparé à différentes 
publications afin de vérifier l’absence de biais technique (73–75). Nous l’illustrons dans la 
Figure 30 réalisée à l’aide des données de Boyd et al. (75).  

 

On retrouve une prédominance des gènes VH3-23, VH3-30, VH4-59 dans les données de la 
littérature et dans notre pool témoins. En revanche, les familles VH1-2 et VH1-18 sont 
prédominantes contrairement aux données de Boyd et al., à l’inverse, VH1-69 est moins 
présent dans notre pool témoins. Malgré quelques différentes de répartitions pour 3 familles, 
nous avons validé que notre technique n’introduisait de biais lors de l’amplification des 
différents réarrangements V(D)J.    

 

 
Figure 30. Comparaison du répertoire des gènes VH 

Fréquences des gènes VH du pool témoins comparées à un répertoire obtenu 
par Boyd et al. 2010 chez 8 sujets sains (75) 

 

VI.4.7. Pool LLC 

Un mélange de 14 ADN de LLC a été constitué. Dans ce pool, nous avons choisi des 
séquences V(D)J différentes préalablement identifiées par séquençage Sanger (cf. Annexe 3). 
Le choix des différents ADN a été fait pour nous permettre de valider l’amplification des gènes 
V de différentes familles. En effet, les PCR multiplex peuvent conduire à des défauts 
d’amplification de certaines cibles.  

En moyenne chaque échantillon de LLC contenait 70% de cellules clonales. Les ADN ont été 
extraits après réalisation d’un ficoll. Pour avoir un pool homogène, nous avons introduit 250ng 
de chaque clone LLC. Nous avons obtenu un pool contenant 4 736ng d’ADN dont 70% de 
cellules clonales de 14 LLC différentes. L’abondance attendue de chaque séquence clonale 
est de 5% dans ce pool (cf. Figure 31).  
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Figure 31. Répartition des fréquences de LLC retrouvées dans le pool 

Histogramme représentant les fréquences de chaque LLC du pool. La ligne rouge 
est la fréquence théorique, c’est-à-dire 5%.  

Devant l’absence des séquences des échantillons #4, #6 et #11, nous avons vérifié la clonalité 
de ces ADN par analyse de fragment, ainsi qu’une PCR permettant d’évaluer la qualité de 
l’ADN. Pour ces 3 échantillons, le signal de la PCR de clonalité était plus faible qu’au diagnostic 
(cf. Figure 32).  

En revanche, concernant la qualité des ADN, nous n’avons pas pu mettre en évidence de 
différence entre les échantillons testés.  

Grâce à cette analyse de fragments, nous avons pu mettre en évidence une absence 
d’amplification liée à l’échantillon et non à la technique utilisée. Ces échantillons seront exlus 
de l’analyse.  

 
Figure 32. Vérification du signal clonal de l’ADN de LLC #11 
A. ADN au diagnostic  
B. ADN au moment du séquençage.  
Il y a une nette diminution de l’intensité du signal du pic à 339pb entre le diagnostic et le 
séquençage. 
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VI.4.8. Confrontation avec le séquençage Sanger  

Pour les 11 LLC analysables en NGS, nous avons retrouvé la même séquence clonale que 
celle identifiée avec le séquençage Sanger.   

VI.4.9. Gamme de dilution 

Nous avons réalisé une gamme de dilution de notre de pool LLC (14 ADN clonaux) dans le 
pool témoins dans le but d’établir le seuil de sensibilité de la technique. Nous avons choisi 5 
dilutions : 1/2, 1/5, 1/50, 1/100 et 1/500. Les échantillons « pur », « 1/2 », « 1/5 » ont été 
séquencés avec le kit V2 et les échantillons « 1/50 », « 1/100 », « 1/500 » avec le kit V3.  

Les abondances des séquences clonales vont de 5.10-2 à 1.10-4 (cf. Tableau 9). Chaque 
échantillon de la gamme de dilution a été amplifié à partir de 500ng d’ADN.  

 

 
Tableau 9. Abondance des clones attendue dans la gamme de dilution 

 

Avec 500ng d’ADN de lymphocytes B, on étudie 76 923 cellules B. En ayant une profondeur 
de séquençage moyenne de 200 000 reads (V2) et 900 000 reads (V3) ainsi, sans biais 
d’amplification on peut en théorie obtenir 2 à 3 reads par cellules (V2) et 11 à 12 reads par 
cellules (V3). Ce « seuil » théorique est à nuancer par les fluctuations d’échantillonnage.  

Nous avons réalisé une modélisation par application de la loi Binomiale pour évaluer la 
probabilité de ne pas détecter un clone entre 10-3 et 10-5. D’après la Figure 33, nous avons pu 
voir que pour un clone présent à un taux de 10-4 avec les profondeurs de séquençage obtenue 
(750 000 reads en moyenne après merged) la probabilité de ne pas le détecter était d’une 
chance sur mille. Le facteur limitant pour détecter un clone à une fréquence inférieure à 10-5 

est la quantité d’ADN initiale, il est donc nécessaire d’augmenter la quantité de cellules 
amplifiées. Dans la littérature, les techniques de séquençage haut débit réalisant ce type de 
quantification utilise une quantité d’ADN total de l’ordre du µg au minimum (76–78).  
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Figure 33. Estimation de la probabilité de ne pas détecter un clone entre 10-3 et 10-5 

 

Nous avons analysé chaque ADN de manière indépendante (cf. Figure 34). Nous avons pu 
voir que les fréquences de chaque clone diminuaient de manière linéaire. On peut retrouver 
une petite particularité pour les ADN #7 et #12. Pour ces échantillons, aux faibles dilutions, les 
fréquences sont inférieures à celles attendues. Il y a vraisemblablement un phénomène de 
compétition lors de la PCR qui empêche la bonne amplification de ces clones. En revanche, à 
partir de la dilution au 1/50ème, on s’affranchit de cette compétition car l’apport du répertoire 
normal par le pool témoins favorise la diversité et les clones peuvent être amplifiés 
correctement.  

A la dilution 1/500ème, les occurrences pour chaque LLC varient entre 14 et 134 reads, ce qui 
est significatif. Nous n’avons pas atteint la limite de linéarité à cette dilution.  
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Figure 34. Gamme de dilution de chaque clone LLC du pool 

En bleu est représenté la fréquence théorique attendue et en vert la fréquence du clone obtenue. Nous 
observons une linéarité très proche des valeurs théoriques particulièrement après la dilution au 1/50ème 
(0,02).  

VI.4.10. Analyse de l’échantillon LLC#1 

Une librairie a été réalisée à partir de 500ng d’ADN de l’échantillon LLC#1 possédant une 
séquence stéréotypée du subset #2. Le nombre de reads obtenu est de 200 766 reads. Nous 
avons pu mettre en évidence que 92% des reads obtenus étaient la séquence clonale 
identifiée au préalable par séquençage Sanger.  

Grâce à l’analyse bio-informatique (R) mise en place, nous avons pu identifier cette séquence 
clonale comme séquence stéréotypée du subset #2.   

Nous avons comparé notre résultat avec l’outil ARRest/AssignSubsets qui nous a confirmé 
l’identification du subset #2 pour cette séquence clonale (cf. Figure 35). 
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Figure 35. Assignation des subsets par ARRest/AssignSubsets 

ARRest/AssignSubsets assigne directement le subset trouvé à la séquence. Il donne 
un commentaire sur la confiance qu’il a en son assignation, ici « extreme » qui est 
corrélée au score calculé : 82.07.   

 

Au total, grâce à l’analyse de ces différents échantillons, nous avons pu valider la qualité des 
librairies réalisées et le séquençage. Notre pool témoins nous a permis d’obtenir le profil du 
répertoire « normal » attendu dans une population à priori « saine ». La linéarité de la 
technique testée avec la dilution d’un pool de 14 LLC dans un pool témoins n’est pas atteinte 
à 1.10-4. Enfin, notre analyse bio-informatique est validée tant pour rechercher des séquences 
clonales connues que les séquences stéréotypées.  
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VI.5. Application à la recherche de séquences stéréotypées type « LLC » 

Dans un second temps, nous avons séquencés 19 patients sains à la recherche de BCRs 
stéréotypés. Nous avons vérifié les différentes métriques pour valider la qualité du séquençage 
obtenu. 

 

VI.5.1. Analyse des métriques  

Le nombre de reads obtenus par échantillon est en moyenne de 933 000 pour une moyenne 
théorique à 1 000 000 (cf. Figure 36A).  

L’analyse de la qualité de lecture des bases obtenues sur le séquençage avec le kit V3 nous 
montre une analyse de très bonne qualité sur les reads 1. Seulement les 50 dernières bases 
lues ont un score entre Q20 et Q30. En revanche, pour le read 2, la qualité diminue fortement. 
Sur les 70 dernières bases lues, le score diminue jusqu’à être inférieur à Q20. Pour chaque 
échantillon, l’analyse de la qualité des bases lues (read 1 et read 2) est homogène. Le read 1 
a une excellente qualité et le read 2 a toujours une dernière partie de moins bonne qualité (cf. 
Figure 36B).  

Concernant la taille des reads, comme pour le séquençage avec le kit V2, moins de 10% des 
reads ont une taille inférieure à 300pb (cf. Figure 36C). Lors de leur analyse, nous avons pu 
observer que ces séquences étaient des dimères d’amorces.  

 
Figure 36. Analyse des métriques du séquençage avec le kit V3 
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VI.5.2. Profil de clonalité  

Pour chaque échantillon recueilli, un dépistage de clone B a été réalisé par CMF. Pour chaque 
échantillon, une médiane de 2 500 cellules B ont été analysées [1 300 – 8 400 cellules B]. 
Nous avons confirmé l’absence de clone par CMF pour tous les échantillons.  

A l’aide de l’analyse des séquences obtenus, nous avons pu établir un « profil de clonalité » 
pour chaque échantillon. Ce profil est proche de celui généré par l’analyse de fragment selon 
le protocole BIOMED-2 utilisé en routine (71). Pour cela, nous avons regroupé chaque 
séquence en fonction de sa taille. Nous en avons établi une représentation graphique qui mime 
les résultats obtenus par analyse de fragment (cf. Figure 37). Tous les échantillons testés ont 
un profil régulier, sauf le patient #11 où nous avons observé un profil irrégulier.  

 

 
Figure 37. Profil type clonalité des échantillons séquencés 

A gauche, le pool de 12 ADN témoins, au centre un patient représentatif des 19 
patients séquencés. Tous deux montrent un profil régulier de la répartition de taille 
des séquences. A gauche, le patient #11 montre un profil irrégulier avec une séquence 
plus courte prédominante. Cette irrégularité n’avait pas été observé par CMF.  

 

VI.5.3. Recherche des séquences stéréotypées  

En moyenne, après annotation des séquences par IMGT HighV-Quest, 82% des reads 
obtenus ont une séquence avec un réarrangement fonctionnel.  

Nous avons appliqué notre stratégie d’identification des subsets sur les 19 patients de la 
cohorte (cf. Figure 23). Avec cette technique, 4 subsets n’ont pas été retrouvés chez nos 
patients, le subset #4, #6, #16 et #201.  

Pour ce qui est des séquences identifiées comme subset avec notre stratégie, nous les avons 
soumises en ligne sur ARRest/Assign subsets pour confirmation.  

Pour 5 subsets en particulier, le #8, #12, #31, #77 et #202, nous n’avons confirmé que très 
peu des séquences avec ARRest/Assign subsets (cf. Figure 38).  Ceci a pu nous permettre 
d’observer que les motifs CDR3 de certains subsets notamment les subsets #31 et #202 ne 
sont pas assez spécifiques pour pouvoir les identifier au mieux avec notre méthode (recherche 
d’identité de séquence).  
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Figure 38. Subsets non confirmés avec ARRest/Assign subsets 

En vert, le nombre de reads identifiés avec R et en bleu confirmés par ARRest/Assign subsets 

Les subsets #1, #7C, #14, #28A, #64B et #99 ont été identifiés avec notre stratégie d’analyse 
et confirmés sur ARRest/Assign subsets dans 34 à 100% des cas. Ces subsets sont retrouvés 
chez 5 à 37% des patients de la cohorte (cf. Figure 39).  

 
Figure 39. Subsets minoritaires dans la cohorte 

En vert, le nombre de reads identifiés avec R et en bleu confirmés par ARRest/Assign subsets 
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Enfin, les subsets #2, #3, #5 et #59 ont été retrouvés chez 63 à 95% des patients de la cohorte. 
Les séquences ont été confirmées à 100%, 100%, 45% et 86% par ARRest/Assign subsets 
respectivement (cf. Figure 40). Ces quatre subsets semblent être ubiquitaires au sein de cette 
cohorte.  

 

 
Figure 40. Subsets majoritaires de la cohorte 

En vert, le nombre de reads identifiés avec R et en bleu confirmés par ARRest/Assign subsets 

Pour la suite de l’analyse des résultats, nous avons choisi de nous concentrer sur le subset 
#2 de par sa fréquence et sa valeur pronostique très particulière dans la LLC.  

 

VI.5.3.1. Existence de CDR3 de type subset #2 sans IGHV3-21 

Lors de la recherche des séquences de CDR3 ayant un motif particulier de subset, nous avons 
pu observer que ces CDR3 « particuliers » n’étaient pas spécifique d’un gène V et/ou de gènes 
J. Ainsi pour le subset #2, de nombreux gènes V sont associés à sa séquence CDR3 
« particulière » et non pas uniquement le gène V3-21 qui le caractérise (cf. Figure 41). Il 
apparait donc que la génération de CDR3 très court semble fréquente.  
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Figure 41. Répartition des familles de gènes V non V3-21 ayant un motif subset #2 

 

 

VI.5.3.2. Diversité intra-clonale au sein du subset #2 

Pour chaque séquence subset #2 identifiée par notre stratégie et par ARRest/Assign subsets, 
nous avons regardé le nombre de CDR3 unique par patient (cf. Figure 42A).   

Leur abondance relative est représentée sur la Figure 42B. Ceci nous a permis d’observer que 
la diversité intra-clonale au sein de ce subset était retrouvée pour chaque patient. Par exemple 
pour le patient #4, nous retrouvons 97 reads correspondant à 9 CDR3 uniques alors que pour 
le patient #14, les 41 reads identifiés sont repartis en 19 CDR3 uniques (cf. Figure 42A). Nous 
avons ensuite souhaité quantifier les différents sous clones pour chacun des patients. Certains 
clones apparaitraient plus représentés (> 5 reads) que d’autres (cf. Figure 42B).   

Cependant, compte tenu de l’absence d’UMI utilisable, nous ne pouvons pas éliminer à ce 
niveau qu’il s’agisse simplement de biais de PCR.  
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Figure 42. Répartition du nombre de reads de séquences stéréotypées pour le subset #2 et la 

fréquence des CDR3 uniques 

En gris, le nombre de reads obtenus pour chaque échantillon. En bleu, le nombre de CDR3 unique. 
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VI.5.3.3. Diversité des séquences ayant la même séquence CDR3 

Concernant les séquences ayant le même CDR3, nous avons voulu savoir s’il s’agissait de 
plusieurs clones distincts ou simplement de diversité intra-clonale. Pour simplifier, nous 
prendrons l’exemple du Patient #1.  Sur la Figure 43, nous avons représenté un cluster de 16 
séquences obtenues pour ce patient qui avaient un CDR3 identique.  

 

 
Figure 43. Séquences nucléotidiques des 16 séquences du Patient #1 ayant un CDR3 identique 

 

Parmi elles, 8 séquences sont identiques à la séquence germinale VH3-21 et 8 autres 
présentes différentes mutations. Nous avons réalisé une analyse phylogénique de ces 
différentes séquences (cf. Figure 44). On a identifié 2 « groupes » de clones pouvant dériver 
du clone majoritaire commun (VH3-21 non muté).  
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Figure 44. Phylogénie moléculaire des clones ayant un CDR3 identique de subset #2  

Cladogramme représentant les distances phylogénétiques des 8 séquences du 
cluster des 16 séquences du patient #1 ayant le même CDR3. 

 

VI.5.3.4. Regard critique sur l’analyse des données  

A la suite de cette première analyse, nous avons voulu éprouver la spécificité des motifs 
recherchés. Nous avons donc modifié des positions a priori conservées dans le motif CDR3 
et ensuite avons recherché ce nouveau motif au sein des séquences obtenues.  

En clair, pour le motif du subset #2, au niveau de la position 3 l’acide aminé est annoncé dans 
la littérature comme étant un D (cf. Figure 45). Nous avons donc recherché toutes les 
séquences n’ayant pas de D comme acide aminé à la position 3. Les critères d’identification 
du gène V, du gène J ainsi que la taille de la séquence CDR3 restant inchangés.  

Nous avons pu trouver des séquences chez tous les patients correspondant à ces nouveaux 
critères. Elles ont été soumises à ARRest/Assign subsets qui a assigné ces séquences comme 
étant des séquences stéréotypées du subset #2.  

De la même façon, nous avons modifié l’acide aminé de la 8ème position en regardant les 
séquences qui n’avaient pas de D. Nous avons trouvé une séquence chez le Patient #12 qui 
n’est pas identifié comme subset #2 avec ARRest/Assign subsets.  

La position 3 fait partie de la région N nucléotides ajoutée lors de la recombinaison des 
immunoglobulines (cf. Figure 45). Au contraire, la position 8 fait partie du gène J.  
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Figure 45. Motif de la séquence CDR3 du subset #2 

[d’après Agathangelidis et al. 2012 (47)] 

Cette analyse nous a permis d’avoir un regard critique sur notre stratégie de recherche des 
séquences stéréotypées. Les acides aminés présents au niveau des régions N et P 
nucléotides ont une probabilité de diversité plus importante que ceux présents au niveau des 
gènes V, D et J. Dans les motifs de CDR3 utilisés pour notre analyse, certains acides aminés 
dans ces régions ont été imposés. Cette constatation nous apporte la preuve d’un manque de 
sensibilité de notre technique d’analyse des données. Il serait donc nécessaire de refaire cette 
analyse en ne figeant pas d’acides aminés dans les régions N et P nucléotides, mais 
seulement dans les régions des gènes V, D et J.  
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VII. Discussion  

VII.1. Mise en place du séquençage haut débit des gènes des immunoglobulines  

VII.1.1. Aspects qualitatifs de la méthode 

Le séquençage IGHV à partir d’une amplification au niveau du locus FR1 fonctionne avec la 
stratégie mise en place dans ce travail (dérivation du protocole BIOMED-2 (71)). La technique 
semble être stable car elle a pu être réalisée sur deux séquençages indépendants avec des 
échantillons différents. En effet, sur ces deux expérimentations, nous avons atteints les 
rendements théoriques établis par le fournisseur en termes de nombre de reads notamment. 
Les qualités des séquences obtenues étaient très satisfaisantes au regard des scores de 
qualité et du pourcentage de séquences productives. En revanche, nous avons invalidé la 
stratégie de barcodage moléculaire utilisée (UMI). En effet, pour utiliser les UMIs de manière 
optimale, il est nécessaire de les ajouter aux séquences d’intérêts par ligation et non par 
amplification, comme proposé par divers kits commerciaux (79).  
L’amplification étant réalisée à partir du locus FR1, nous avons un manque de sensibilité au 
niveau du pourcentage d’homologie par rapport à la région V amplifiée. Le groupe ERIC 
(« European Research Initiative on Chronic lymphocytic leukemia ») recommande, pour 
déterminer le statut mutationnel de façon optimale, la réalisation d’une amplification des gènes 
des immunoglobulines à partir de la région Leader même si l’amplification au niveau du locus 
FR1 est acceptable (80). En effet, l’obtention d’une séquence IGHV complète est nécessaire 
pour obtenir avec précision le statut mutationnel du clone pour des valeurs proches de 2%. 
Comme nous l’avons décrit, la décision thérapeutique en dépend (chimiothérapie vs thérapie 
ciblée). Ainsi, dans l’hypothèse d’une implémentation en routine pour le diagnostic des LLC, 
nous devrons poursuivre les mises au point d’amplification à partir de la région Leader. 

 

VII.1.2. Aspects quantitatifs de la méthode 

En réalisant une gamme de dilution d’un pool de 14 clones de LLC différents, nous avons 
détecté leurs abondances relatives de 5.10-2 à 1.10-4.  Un phénomène de compétition entre 
les différents clones a été observé lorsqu’ils sont chacun présents en quantité trop importante 
(5.10-2). Ce phénomène est atténué voir annulé lorsque les différents clones sont présents à 
des concentrations plus faibles. Ainsi, avec cette technique et les profondeurs de séquençage 
obtenues, c’est-à-dire une moyenne de 900 000 reads par échantillon, nous avons pu obtenir 
une quantification linéaire des clones testés jusqu’à une abondance de 1.10-4. Notre méthode 
semble donc suffisamment sensible pour le suivi de maladie résiduelle de la LLC et/ou d’autres 
lymphomes B de bas grade dont l’architecture clonale est relativement simple (au moins du 
point de vue des immunoglobulines).  

L’étude de la maladie résiduelle dans la LLC a commencé depuis quelques années afin 
d’évaluer la réponse aux traitements des patients (81). Elle prend son essor depuis 
l’introduction des nouvelles thérapeutiques ciblées. Elle est utilisée dans les protocoles 
cliniques comme étant un marqueur prédictif de la réponse aux traitements et de la survie sans 
progression des patients (82–84). Depuis le début de la mise en place de l’étude de la MRD 
dans la LLC, la cytométrie en flux a été la technique de choix, développée au départ avec un 
panel de 4 couleurs, puis 6 et enfin standardisée entre 8 et 10 couleurs actuellement. Ceci a 
été possible car les cellules clonales de LLC ont un phénotype particulier qui leur permet d’être 
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facilement isolables des lymphocytes normaux (82). Au niveau moléculaire, la mise en place 
peine à se démocratiser contrairement à la cytométrie en flux, mais tend à évoluer, surtout 
depuis la mise en place du séquençage haut débit (82,84,85). Le seuil consensuel de détection 
des cellules clonales utilisé est à 1.10-4 d’après les recommandations du groupe ERIC (80). 
Dans tous les protocoles cliniques, la détection des cellules clonales a été fixée au seuil de 
1.10-4. Ce seuil établit a permis de pouvoir comparer facilement les différentes études entres 
elles pour pouvoir évaluer de manière optimale la réponse aux différents traitements (63). En 
effet, de nouveaux traitements ciblés émergent comme l’ibrutinib, l’idélalisib et le vénétoclax 
entre autres. Afin d’établir les stratégies de traitements les plus adaptées aux différents 
patients, il est nécessaire d’avoir un outil fiable, robuste et comparable entre les différentes 
études pour évaluer la réponse à ces traitements. La MRD dans les LLC n’a pas pour objectif 
à l’heure actuelle d’être utilisée pour la totalité des patients mais reste encore réservée aux 
protocoles cliniques afin d’évaluer son impact dans les stratégies thérapeutiques (86). Après 
son rôle probable dans une détection précoce des patients non répondeurs aux différents 
traitements, elle pourrait aussi être utilisée dans le but d’envisager l’arrêt de traitement 
administré au long cours (82,86).  

La suite de notre travail va être de s’assurer que notre technique pourrait être utilisée et 
répondre de manière fiable à la question de la MRD dans la LLC. Pour cela, il est nécessaire 
et prévu de réaliser une gamme de dilution à partir d’un échantillon de cellules de LLC triées. 
Le but étant d’obtenir un échantillon pur de cellules clonales que l’on pourra diluer dans des 
échantillons d’ADN polyclonaux. Nous aurons ainsi une approximation de la quantité de 
cellules clonales optimale. La gamme de dilution va être réalisée jusqu’à obtenir 
l’indétectabilité du clone dans le but d’obtenir le seuil de sensibilité de la technique. Ces 
expérimentations devront être réalisées plusieurs fois pour tester en parallèle la reproductibilité 
de la technique.  

Ces résultats ainsi validés nous permettrons de proposer un outil d’évaluation de la maladie 
résiduelle chez les patients LLC. De plus, cette technique peut être applicable à toutes les 
lymphopathies B ayant une séquence V(D)J identifiée au diagnostic. En effet, l’avantage de 
cette technique est qu’elle peut être réalisée sur ADN comme sur ARN. Cependant, avec 
l’utilisation d’ARN, les aspects quantitatifs sont plus difficiles à évaluer stricto sensu.  

 

VII.2. Recherche de séquences stéréotypées dans une cohorte de 19 patients exempts 
d’hémopathie  

Dans ce travail, nous avons pu voir que certains subsets (#2, #3, #5 et #59 principalement) 
étaient présents chez des patients exempts d’hémopathie. Pour les identifier, nous avons 
utilisé une approche par recherche d’identité de séquences stéréotypées (motifs dans les 
séquences CDR3) décrits dans la littérature (47,48). Pour rappel, les critères indispensables 
à l’identification des séquences stéréotypées sont l’identification du gène V, du gène J, la taille 
de la séquence CDR3, 50% d’identité avec la séquence CDR3 et 70% de similarité pour cette 
séquence (cf. Figure 12A) (48). Tous ces critères ont été identifiés par ces auteurs grâce à 
l’étude d’une cohorte de plus de 20 000 patients LLC. Ils ont pu développer un outil 
d’assignation de ces séquences stéréotypées basée sur une statistique bayésienne qui permet 
de prédire l’appartenance de chaque séquence à un subset majeur (72).  

Les séquences retrouvées comme appartenant à un subset par notre stratégie d’analyse ont 
été soumises à l’assignation avec cet outil pour confirmer notre identification. Pour certains 



 

Marine Dupont | Thèse d’exercice | Université de Limoges | 2019 79 
 

subsets, la confirmation par cet outil a été faite dans 100% des cas notamment le subset #2 
et le subset #3. Cette confirmation dans 100% des cas pour ces deux subsets nous montre 
que les critères utilisés dans notre analyse ont une bonne spécificité. En revanche, nous avons 
pu voir que celle-ci est variable selon les subsets recherchés. Pour certains subsets, 
notamment le #202, nous avons identifié de nombreux reads pour chacun des patients comme 
étant du subset #202. L’assignation de ces séquences n’a pas été confirmée par 
ARRest/Assign subsets. Pour ce subset, les critères que nous utilisons pour sa désignation 
ne sont pas assez discriminants pour l’identifier avec certitude. Ce phénomène a été reproduit 
avec le subset #31. En revanche, ce manque de spécificité nous a permis de voir qu’il existe 
chez les patients de la cohorte une production de séquences proches de ces subsets.  

Secondairement, nous avons pu mettre en évidence un manque de sensibilité dans notre 
analyse. En effet, dans notre stratégie d’identification des séquences stéréotypées, nous 
avons limité le choix en acides aminés à certaines positions des séquences CDR3 présentes 
dans les régions N et P nucléotides. Cependant, celles-ci ont pour rôle d’apporter une diversité 
dans les réarrangements des gènes des immunoglobulines, leur séquence n’est donc pas 
définie contrairement aux séquences germinales des gènes V, D et J.  Il serait donc nécessaire 
de revoir nos motifs de séquences CDR3 pour chacun des subsets recherchés en ne limitant 
pas le choix des acides aminés possibles au niveau des régions N et P nucléotides. De cette 
façon, nous espérons identifier plus de séquences stéréotypées, sans pour autant perdre en 
spécificité.   

Malgré ce manque de sensibilité, nous avons pu identifier des séquences stéréotypées chez 
tous les patients de la cohorte étudiée. Ceci a pu être mis en évidence aussi par Muggen et 
al. très récemment (74). Cette équipe a réalisé le séquençage de 155 sujets sains selon quatre 
classes d’âge et en triant les différentes sous populations de lymphocytes B. Ils ont également 
mis en évidence la présence de séquences stéréotypées notamment du subset #2 et du subset 
#5 à une fréquence variant de 0,1 à 0,7%. De plus, ils ont pu voir que la proportion de 
séquences stéréotypées augmente avec l’âge après 50 ans. Tout comme cette équipe, nous 
avons retrouvés les mêmes subsets majoritaires dans notre cohorte, c’est-à-dire le subset #2 
et le #5 notamment. En revanche, les quantifications relatives que nous avons obtenues ne 
sont pas du même ordre notamment pour le subset #2. Nous obtenons des fréquences de 
l’ordre de 0,01% par patient pour les fréquences les plus élevées (maximum 100 reads pour 
700 000 reads productifs obtenus en moyenne) en comparaison au 0,1% obtenus chez leurs 
155 patients séquencés (pour les fréquences les plus faibles). Ceci peut être expliqué au 
moins en partie par le manque de sensibilité observé au cours de l’analyse bio-informatique. 
En effet, Muggen et al. ont utilisé seulement ARRest/Assign subsets pour l’identification de 
leurs séquences stéréotypées contrairement à nous.  

Au total, outre les difficultés analytiques rencontrées, nous avons répondu à notre question 
principale qui était de savoir si nous pouvions trouver des séquences stéréotypées de type 
LLC dans une population exempte d’hémopathie. Ce qui est intéressant, c’est qu’il semble que 
seulement certains BCRs stéréotypés soit produits de manière ubiquitaire. La proportion de 
BCRs de type « LLC » dans le répertoire normal semble augmenter avec l’âge (74). 
Cependant, il a été montré que les différentes sous populations de lymphocytes B tendent à 
diminuer avec l’âge (87). Nous pouvons émettre ici deux hypothèses liées au vieillissement : 
d’un côté une augmentation de la production de BCRs stéréotypés ou au contraire une 
diminution de la production des séquences non stéréotypées (augmentation relative de leur 
fréquence) (cf. Figure 46). 
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Figure 46. Hypothèses de l’évolution du répertoire B liée au vieillissement 

 

La question est donc totalement ouverte de savoir si la présence et surtout l’augmentation de 
la production de ces séquences stéréotypées au cours du temps favoriserait l’émergence de 
clone LLC.  

Muggen et al. ont aussi montré que le répertoire IGHV des lymphocytes B devenait de plus en 
plus restreint au cours du temps et se rapproche du répertoire des IGHV des LLC (74). 
Cependant, malgré la présence de ces séquences stéréotypées chez des sujets « sains » qui 
pour beaucoup ne développerons pas d’hémopathie de type LLC oriente plutôt vers une 
préexistence minoritaire de ces séquences de manière physiologique. Est-ce que cette 
« prédisposition » pourrait favoriser l’acquisition ou la sélection d’évènements secondaires 
comme certaines mutations de SF3B1 par exemple, qui est impliqué dans la résistance à 
l’apoptose ?   

Concernant les subsets « ubiquitaires » (tel que le #2 retrouvé chez 95% des témoins), 
l’acquisition/sélection d’évènements oncogéniques nécessaires à la transformation 
leucémique pourrait survenir dès le stade CSH comme démontré dans certaines études, soit 
plus tard au cours de la vie du LB. Dans le premier cas, ces mutations devraient être retrouvées 
dans les différents lignages hématopoïétiques et dans le second cas, elles devraient être 
restreintes au clone de LLC.   

En revanche, pour les subsets non retrouvés (subset #4, #6 et #8) dans notre travail et dans 
l’étude de Muggen et al. il se pourrait qu’ils soient peu ou pas produits voir délétés au cours 
de la lymphopoïèse B (LB auto-réactif ?). On pourrait imaginer que la survie de ces 
lymphocytes nécessite un évènement oncogénique très tôt lors de la lymphopoïèse B (délétion 
13q ?) leur permettant de résister à l’apoptose. Ces derniers seraient alors plus avancés dans 
le processus de lymphomagénèse. En effet, la délétion 13q est présente chez près de 50% 
des patients et presque toujours clonale (i.e. : présente dans 100% de la masse tumorale).  

Pour y répondre complètement, nous pourrions rechercher la présence de mutations 
d’oncogènes dans le compartiment B des témoins porteurs de BCRs stéréotypés d’une part 
et dans les autres lignages d’autre part. Nous avons conservé les fractions non-B après tri 
cellulaire pour le faire.  

Enfin, pour explorer l’architecture clonale de ces populations B et non-B, nous pourrions 
imaginer la réalisation d’un RNAseq single cell qui permettrait par exemple d’associer 
l’expression d’un BCR subset #2, la présence de mutations SF3B1 et la mise en évidence 
d’anomalies de l’épissage des ARNs.  
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Conclusion et perspectives  

Dans ce travail, nous avons pu développer un nouvel outil de séquençage des gènes des 
immunoglobulines. En effet, cette technique avait déjà été mise au point par notre équipe de 
recherche « Contrôle des réponses immunes B et des lymphoproliférations » (CRIBL) – UMR 
7276/INSERM 1262 dirigée par le Pr Michel Cogné, à partir d’ARN (88). C’était donc naturel 
de vouloir poursuivre en adaptant cette technique à une application de diagnostic notamment 
pour la recherche des mutations somatiques des patients LLC. Malgré les difficultés 
techniques rencontrées, notamment dues à l’utilisation d’une PCR multiplex, nous avons 
réussi à valider une méthode efficace de préparation des librairies et un pipeline simple 
d’analyse pour identifier les séquences clonales et leur statut mutationnel.  

De plus, cet outil permet d’étudier la maladie résiduelle dans cette pathologie au seuil 
consensuel utilisé (1.10-4). Cet aspect du travail réalisé va ouvrir sur une collaboration avec le 
CHU de Poitiers pour étudier la réponse aux nouvelles thérapies ciblées dans la LLC et pouvoir 
comparer l’étude de la MRD par cytométrie en flux vs la MRD par séquençage haut débit.  

Enfin, la question de la production de séquences stéréotypées favorisant la sélection clonale 
dans la LLC n’est pas clairement élucidée. Au-delà d’études moléculaires plus avancées 
évoquées, un suivi au long cours d’une cohorte de sujets sains pourrait être intéressant.   
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Annexe 1. Protocole de CMF 

 

Le protocole utilisé pour le dépistage de clone B dans le sang total. 

- Prélever 200µL de sang total 

- Réaliser 3 lavages successifs avec du PBS (centrifugation 5 min à 300g) 

- Prélevé 50µL de sang « lavé » et ajouter 4µL de chaque Ac 

- Incuber 15min à température ambiante à l’abri de la lumière 

- Ajouter 500µL de Lysis Buffer®  

- Incuber 15min à température ambiante à l’abri de la lumière 

- Faire un lavage avec du PBS (centrifugation 5min à 300g) 

- Éliminer le surnageant 

- Ajouter 300µL de PBS 

- Passer au cytomètre  
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Annexe 2. Amorces leader  

 

5’ – 3’ Adaptateur Illumina UMI Amorce spécifique 

VH1.69 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG NNNNNNNNNN GGACTGGACCTGGAGGTTCCT 

VH1.18 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG NNNNNNNNNN GGACTGGACCTGGAGCATCC 

VH1.46 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG NNNNNNNNNN TCTGCTTGCTGGCTGTAGCTC 

VH1C TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG NNNNNNNNNN CTCTTCTTGGTGGCAGCAGC 

VH2.70 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG NNNNNNNNNN ATACTTTGTTCCACGCTCCTGCT 

VH2.26 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG NNNNNNNNNN ACACTTTGCTACACACTCCTGCTG 

VH2.5 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG NNNNNNNNNN CACTTTGCTCCACGCTCCTG 

VH3.9 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG NNNNNNNNNN ACTGAGCTGGATTTTCCTTTTGG 

VH3E TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG NNNNNNNNNN CTGAGCTGGGTTTTCCTTGTTG 

VH3G TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG NNNNNNNNNN GGAGTTTGGGCTGAGCTGG 

VH4A TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG NNNNNNNNNN GAAACATCTGTGGTTCTTCCTTCTC 

VH4B TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG NNNNNNNNNN GAAGCACCTGTGGTTCTTCCTCC 

VH4C TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG NNNNNNNNNN GAAACACCTGTGGTTCTTCCTCC 

VH5A TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG NNNNNNNNNN GTCAACCGCCATCCTCGC 

VH5B TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG NNNNNNNNNN CAGGCTCCCCTCCACAGTG 

VH6B TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG NNNNNNNNNN TCTGTCTCCTTCCTCATCTTCCTC 

VH7A TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG NNNNNNNNNN GTGCCCACTCCCAGGTGC 

JH GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG  CTTACCTGAGGAGACGGTGACC 
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Annexe 3. Tableau de séquences des LLC du pool 

 

Échantillon % mutation IGHV V – gène J – gène Séquence CDR3 Taille CDR3 

LLC #1 2,2 V3-21 J6 ARDANGMDV 9 

LLC #2 14,4 V3-64D J4 VSLIFRDRIFDY 12 

LLC #3 0 V1-69 J4 ARAGDFWSGHNY 12 

LLC #4 6,8 V1-3 J4 ASRPGMAVAVFDY 13 

LLC #5 0 V5-10-1 J4 ARQQWLGGYYFDY 13 

LLC #6 7 V4-34 J3 ARGFVTTFQFDAFDI 15 

LLC #7 0 V4-39 J4 ARHDSSSWWTRYWGY 15 

LLC #8 6,6 V1-2 J6 ARDSGYGDYVYYGMDV 16 

LLC #9 6,6 V2-5 J4 AHRLSGYNWNDADFDY 16 

LLC #10 1,35 V1-46 J4 AKQSYYDSSGSSLGLDY 17 

LLC #11 2,6 V3-9 J6 AKSTATGDRAYYYYGMDV 18 

LLC #12 0 V4-59 J5 ARHGYCTNGVCYLSDWFDP 19 

LLC #13 0 V1-18 J6 ARGGSSTSFERVPYYYYMDV 20 

LLC #14 0 V5-51 J4 ARPAYFDDFWSGYHLPGYFDY 21 
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Mise au point du séquençage haut débit des gènes des immunoglobulines et application à la 
recherche de BCRs stéréotypés de type « LLC » chez des patients exempts d’hémopathie 

Introduction : La Leucémie Lymphoïde Chronique (LLC) est une pathologie d’évolution lente 
qui se manifeste cliniquement après 60 ans. Les clones de LLC ont un répertoire de séquences 
V(D)J particulier et dans 30% des cas leurs BCRs (B cell receptor) sont « stéréotypés » malgré 
la diversité des réarrangements possibles (1012). L’objectif principal de ce travail a été de 
rechercher ses séquences particulières au sein d’une population « saine » pouvant être le 
témoin d’une prédisposition de la sélection de ces clones. Pour répondre à cette question, 
nous avons développé une méthode de séquençage haut débit des gènes des 
immunoglobulines (NGS). Méthode : Nous avons mis au point une méthode NGS à partir 
d’ADN et développé un pipeline bio-informatique simple permettant le traitement de ces 
données générées. Une recherche de BCRs stéréotypés de type « LLC » au sein d’une 
cohorte de 19 patients exempts d’hémopathie a été réalisée. Résultats : La qualité des 
séquences obtenues par notre apporche est très satisfaisante. Au niveau quantitatif, nous 
avons pu détecter des abondances relatives de différents clones au seuil de 1.10-4. Avec 
l’analyse bio-informatique mise en place, nous avons pu mettre en évidence la présence de 
BCRs stéréotypés au sein d’une cohorte de 19 patients exempts d’hémopathie. Discussion : 
D’une part, la détection de différents clones ayant une abondance à 1.10-4 démontre la grande 
sensibilité de notre technique et permet d’envisager cet outil dans l’étude de la maladie 
résiduelle dans la LLC notamment. D’autre part, la présence de BCRs stéréotypés dans une 
cohorte de 19 patients « sains » prouve une production physiologique, ubiquitaire de 
lymphocytes B type « LLC ».  

Mots-clés : Leucémie lymphoïde chronique, BCR stéréotypé, séquençage haut débit, 
immunoglobulines 

Development of high throughput sequencing of immunoglobulin genes and application 
to the search for stereotyped BCR of the "CLL" type in patients free of hematopoietic 
malignancy 

Introduction : Chronic Lymphoid Leukemia (CLL) is an indolent disease that manifests 
clinically after 60 years old. CLL clones have a particular V(D)J sequences repertoire and in 
30% of cases their BCRs (B cell receptor) are "stereotyped" despite the diversity of the possible 
rearrangments (1012). The main objective of this work was to research these particular 
sequences in a "healthy" population to explore the propensity of our immune system to produce 
“CLL-type” B cells. To answer this question, we have developed high throughput sequencing 
method of immunoglobulins genes (NGS). Method : We performed a PCR-based method on  
DNA and a simple bioinformatics pipeline for processing the generated data. A search for 
stereotyped “CLL-type” BCRs in a cohort of 19 patients free of hematopoietic malignancy was 
conducted. Results : The quality of the sequences obtained by our approach is very 
satisfactory. At the quantitative level, we were able to detect relative abundances of different 
clones at the 1.10-4 threshold. With the bioinformatics analysis implemented, we were able to 
highlight the presence of stereotyped BCRs in a cohort of 19 “healthy” patients. Discussion : 
First, the detection of different clones with an abundance of 1.10-4 demonstrates the great 
sensitivity of our technique and allows us to consider this tool in the study of minimal residual 
disease in CLL notably. Finally, the presence of stereotyped BCRs in a cohort of 19 "healthy" 
patients proves a physiological, ubiquitous production of “CLL-type” B lymphocytes. 
 

Keywords : Chronic Lymphoid Leukemia, stereotyped BCR, high throughput sequencing, 
immunoglobulins  


