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Résumé 

Une cellule reçoit en permanence des signaux de son environnement. Cette stimulation induit 

une cascade de signalisation activant un programme génique et protéomique dynamique aboutissant à 

une réponse cellulaire adaptée. Dans la leucémie lymphoïde chronique (LLC), la stimulation du 

récepteur à l’antigène induit un programme et une réponse anormale à l’origine de la prolifération 

leucémique. 

Notre objectif est de caractériser ce programme cellulaire pathologique. Pour cela, nous avons 

mis en place un modèle de stimulation afin de reproduire ex vivo cette stimulation du récepteur à 

l’antigène de cellules primaires issues de patients porteurs de LLC et d’activer ce programme 

cellulaire. Nous avons alors analysé la dynamique transcriptionnelle et protéomique activée dans ces 

cellules afin de caractériser les anomalies de ce programme. 

Cette étude nous a permis de mettre en évidence la spécificité de ce programme prolifératif et 

de caractériser les gènes clés de ce programme tumoral. Ces gènes constituent de potentielles cibles 

thérapeutiques innovantes. 

 

 

Mots- clés : Leucémie Lymphoïde Chronique ; Récepteur à l’antigène ; Prolifération 

lymphocytaire ; Réseaux de régulation transcriptionnelle et protéomique 

 



 

 

Abstract 

A cell constantly receives signals from its environment. This stimulation induces a signalling 

cascade activating a dynamic genic and proteomic program, leading to an adapted cellular response. In 

chronic lymphocytic leukemia (CLL), an antigen receptor stimulation induces a program and an 

abnormal response behind leukemic proliferation. 

Our aim was to characterize the pathological cell program. To achieve this, we have 

implemented a stimulation model to reproduce ex vivo antigen receptor stimulation of primary cells 

from CLL patients and activate this cellular program. We then analyzed the transcriptional and 

proteomic dynamics activated in these cells in order to characterize the abnormalities of this program. 

This study allows us to highlight the specificity of this proliferative program and to identify 

key genes of tumor program. These genes constitute potential new therapeutic targets. 

 

Keywords: Chronic Lymphocytic Leukemia; Antigen receptor; Lymphocytic proliferation; 

Transcriptional and proteomic regulatory networks. 
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I. Le lymphocyte B 

Le lymphocyte B (LB) est une cellule de l’immunité adaptative participant à la réponse aux 

pathogènes et par conséquent à la défense de l’organisme. En effet, ces cellules sont responsables de la 

réponse humorale par leur capacité à produire des anticorps. En conditions physiologiques, la 

proportion de LB représente environ 10% des lymphocytes totaux du sang périphérique chez 

l’Homme. 

La spécificité de reconnaissance antigénique des LB repose sur la présence du récepteur 

spécifique de l’antigène appelé le B-Cell Receptor (BCR) composé d’une immunoglobuline de 

surface. 

 

Le rôle primordial des LB est de participer à la réponse immunitaire. Cette protection contre 

différents pathogènes est réalisée par différents mécanismes. Tout d’abord, la principale particularité 

du LB est sa capacité à produire des immunoglobulines (anticorps) spécifiques d’un antigène. Dans un 

premier temps, les LB expriment et peuvent sécréter une immunoglobuline d’isotype M (IgM). Après 

différents mécanismes que nous allons aborder par la suite, ces cellules sécrètent d’autres isotypes 

d’immunoglobulines (Murphy and Weaver, 2017) dont l’immunoglobuline G (IgG) qui est l’isotype 

principal présente dans le sérum, l’immunoglobuline A (IgA) présente essentiellement au niveau des 

muqueuses et des sécrétions, et enfin l’IgE et l’IgD qui à eux deux représentent moins de 1% des 

anticorps sériques. 

Le second rôle attribué aux LB est la participation à la réponse cellulaire via l’activation 

d’autres populations cellulaires immunitaires grâce à leur aptitude à présenter un peptide d’un antigène 

reconnu par le Complexe Majeur d’Histocompatibilité de classe II (CMH II). Cela classe les LB parmi 

les cellules présentatrices d’antigènes.  

 

I.1. Développement du lymphocyte B 

Le processus qui aboutit à la formation et au développement des lymphocytes est appelé la 

lymphopoïèse. Chez l’Homme, la lymphopoïèse B se déroule exclusivement dans la moelle osseuse. 

Au cours de ce processus, se met en place la diversité du répertoire antigénique qui va permettre une 

réponse immunitaire adaptative pour répondre aux divers pathogènes. Chaque lymphocyte présente 

une immunoglobuline spécifique d’un antigène unique.  

Le LB est issu d’un progéniteur lymphoïde commun (CLP) lui-même dérivé d’une cellule 

souche hématopoïétique (CSH) (Busslinger, 2004). Cette cellule souche multipotente est commune à 

l’ensemble des cellules de l’immunité puisque celle-ci conduit soit au CLP (progéniteur commun des 
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cellules lymphoïdes) pour la ligné lymphoïde (LB ; LT ; cellule Natural killer (NK)), soit au 

Progéniteur Myéloïde Commun (CMP) précurseur des autres cellules sanguines (macrophages, 

érythrocytes, mégacaryocytes…). 

Dans le microenvironnement de la moelle osseuse, les cellules stromales permettent d’orienter 

la CSH vers la voie lymphoïde (CLP). Cette orientation est guidée par l’expression de gènes clés 

(Figure 1). L’entrée dans la voie lymphoïde est liée à l’activation de la tyrosine kinase de surface Fms-

Like (FLT3) et l’expression du facteur de transcription PU.1 (Busslinger, 2004). L’expression de PU.1 

associée à Ikaros entraine l’expression d’un autre facteur de transcription E2A (immunoglobulin 

enhancer-binding factor E12/E47) qui va lui-même entrainer l’expression du facteur précoce des LB 

(EBF) (Maeda et al., 2007). L’expression de ces derniers facteurs de transcription marque l’entrée 

dans le développement spécifique de la lignée B. 

 

 

 

Figure 1 : Différents stades de développement du LB et gènes clés responsables (adaptée de 

(Murphy and Weaver, 2017)). 

 

Le développement du LB passe par différents stades qui contribuent à la formation du BCR. 

En effet, celui-ci est formé progressivement et son assemblage produit un LB immature porteur d’un 

BCR fonctionnel. Le progéniteur B passe par 4 étapes de développement majeures marquées par 

l’expression de nombreuses protéines (Figure 2) : le stade pro-B précoce, pro-B tardif, pré-B et le 

stade immature (Kurosaki et al., 2010). 

 

 Stade Pro-B précoce 

Une fois engagé dans la voie lymphoïde et orienté vers le LB, le CLP entre dans un premier 

stade de développement, le stade Pro-B-précoce qui marque le début de la formation du BCR et 
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l’augmentation des deux facteurs de transcription EBF et E2A (Maeda et al., 2007). La formation du 

BCR passe par un réarrangement d’exons Variable (V), de Diversité (D) et de Jonction (J) (Fugmann 

et al., 2000; Schatz, 2004) et ces facteurs vont permettre l’expression de protéines responsables du 

réarrangement du locus des gènes D-J de la chaine lourde (H).  

 

 Stade Pro-B tardif 

Le stade Pro-B tardif est marqué par l’expression du facteur de transcription PAX5 qui induit 

l’expression du corécepteur CD19 spécifique du LB. La protéine PAX5, associée à d’autres facteurs 

de transcription comme la protéine Signal Transducer and Activator of Transcription 5 (STAT5), 

induit la mise en place de l’hétérodimère CD79/CD79, un composé indispensable à la signalisation 

du BCR (Bertolino et al., 2005; Fuxa et al., 2004). Le réarrangement de gènes se poursuit par le 

réarrangement V-DJ codant la chaine lourde µ de l’immunoglobuline de surface.  

La protéine B Cell Linker (BLNK) participant à la signalisation du BCR induit le passage au stade pré-

B. 

 

 Stade Pré-B 

Au stade pré-B est mis en place un pré-BCR (Kudo and Melchers, 1987; Tsubata and Reth, 

1990) permettant la sélection positive des pré-B fonctionnels. Ce Pré-BCR est formé par l’association 

de deux chaines lourdes précédemment réarrangées et des pseudo-chaines légères formées par un 

domaine 5 et d’un domaine VpreB. Les cellules vont commencer à exprimer un second marqueur 

spécifique des LB, le CD20.  

La signalisation, du pre-BCR associé à l’hétérodimère CD79/CD79, par les protéines de la Spleen 

Associated Tyrosine Kinase (SYK) et le proto-oncogène LYN (LYN), est à l’origine d’une expansion 

clonale. 

L’importance d’une autre protéine participant à la signalisation, la Tyrosine Kinase de Bruton (BTK), 

a également été démontrée puisqu’une mutation dans cette protéine entraine un blocage du 

développement du LB avec une absence de transition vers le B immature (Maas and Hendriks, 2001). 

 

 Stade B immature 

Ce stade est marqué par le réarrangement des chaines légères (L) (κ ou λ) remplaçant les 

pseudo-chaines légères. 

Ces cellules expriment à leur surface une IgM et l’hétérodimère CD79/CD79 formant un BCR 

fonctionnel. Phénotypiquement, les LB immatures naïfs sont donc définis comme des cellules CD19+ 

CD20+ IgM+. 

Ces cellules sont alors soumises à une seconde étape de sélection (sélection négative) afin d’éliminer 

les LB auto-réactifs et permettre la tolérance du soi. Cette sélection est réalisée au niveau de la moelle 
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osseuse avec l’aide des cellules stromales exprimant des peptides du soi. La reconnaissance de 

l’antigène du soi par le BCR, avec une forte affinité, entraine des modifications de la chaine légère qui 

déclenche un mécanisme d’apoptose afin d’éliminer le clone auto-réactif. Au contraire, si la 

reconnaissance a lieu avec une faible affinité, le mécanisme d’anergie se met en place et se traduit par 

une diminution de l’expression du récepteur de surface, une augmentation du signal de corécepteurs 

inhibiteurs et par conséquent une diminution de la capacité à transduire le signal. 

Les LB matures et naïfs, porteurs d’IgM et d’IgD, quittent la moelle osseuse pour rejoindre la 

circulation et les organes lymphoïdes secondaires. 

 

 

Figure 2 : Réarrangements des chaines lourdes et légères et expressions protéiques au cours des 

stades de développement du LB (adaptée de (Murphy and Weaver, 2017)). 
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I.2. Activation du lymphocyte B 

Les LB naïfs parcourent l’organisme et les organes lymphoïdes secondaires jusqu’à la 

rencontre avec leur antigène (Okada and Cyster, 2006). 

Il existe deux types d’activation des LB en fonction de la nature de l’antigène reconnu : 

l’activation thymo-dépendante, qui fait intervenir des LT (Parker, 1993) et permet la reconnaissance 

d’antigènes de type protéique, et l’activation thymo-indépendante, ne nécessitant pas l’intervention 

des LT (Mond et al., 1995). 

 

I.2.1. Activation Thymo-dépendante 

L’activation thymo-dépendante s’effectue essentiellement au niveau de la zone T des organes 

lymphoïdes secondaires. L’implication du LT aboutit à la production d’anticorps de grande affinité 

dirigés contre des antigènes protéiques. 

Le processus débute avec la reconnaissance de l’épitope antigénique par le BCR suivie d’une 

endocytose du complexe formé par le BCR et l’antigène. L’antigène protéique reconnu et internalisé 

est dégradé en peptide au niveau de l’endosome dans le but d’être présenté à la surface du LB via le 

CHM II (Batista and Harwood, 2009). 

L’interaction avec un LT helper (LTh), lui-même préalablement activé par le même 

antigène/épitope permet de délivrer un second signal d’activation au LB. Cette interaction se fait grâce 

à la présence du complexe CMH II/peptide à la surface du LB qui sera reconnu par le récepteur à 

l’antigène des LT, le TCR. Le rapprochement entre le LB et le LT va également permettre l’interaction 

avec d’autres récepteurs apportant des signaux de co-stimulation. Parmi ces différents signaux, on 

retrouve notamment l’interaction entre le CD40, à la surface des LB et son ligand le CD40L, à la 

surface des LT. Cette interaction va entrainer l’activation de la voie non-canonique du facteur 

nucléaire kappa B (NF-B) et ainsi induire la survie cellulaire et la prolifération. Des cytokines 

sécrétées par le LT comme l’IL-4, l’IL-6 ou encore l’IL-21 entrainent l’activation de STAT3 

permettant une amplification de la prolifération et une différenciation. 

Différents corécepteurs permettent une régulation de cette signalisation et particulièrement les 

récepteurs CD19, CD21 et CD81. 

Les LB activés migrent dans la zone B des organes lymphoïdes secondaires pour former des 

centres germinatifs, permettant aux LB d’effectuer leur maturation secondaire. Ces centres germinatifs 

sont constitués de 2 zones : une zone sombre et une zone claire (Allen et al., 2007; MacLennan, 1994). 

Dans la zone sombre, les LB (appelés centroblastes) prolifèrent et acquièrent des 

hypermutations somatiques dans les régions variables des gènes codant les immunoglobulines 

permettant d’améliorer l’affinité de ses immunoglobulines. 
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Dans la zone claire, les LB (appelés centrocytes) interagissent avec des cellules folliculaires 

dendritiques et des LTh permettant de sélectionner les LB avec un BCR de haute affinité et d’induire 

la commutation de classe. Les LB sortant des centres germinatifs se différencient en plasmocytes 

(sécréteur d’anticorps) ou évoluent en LB mémoire (permettant une réponse rapide en cas de nouvelle 

reconnaissance du même antigène protéique). 

 

I.2.2. Activation Thymo-indépendante 

Contrairement à la reconnaissance d’antigènes protéiques thymo-dépendante, l’activation du 

LB après la reconnaissance d’antigènes saccharidiques comme le Lipopolysaccharide (LPS) 

(activateurs polyclonaux) ou la flagelline (molécules à motifs répétitifs) est thymo-indépendante.  

Le second signal nécessaire à l’activation du LB est donné par l’antigène lui-même lors d’une 

activation thymo-indépendante par l’interaction avec le Toll-Like Récepteur 4 (TLR4) pour le LPS, le 

TLR9 pour le CpG ou encore l’oligomérisation des immunoglobulines de surface par reconnaissance 

de motifs répétés (polysaccharides des parois bactériennes). 

 

L’activation thymo-indépendante est sous-tendue par deux mécanismes différents (Mond et 

al., 1995): 

- L’activation thymo-indépendante de type 1 : l’antigène est reconnu par un BCR 

polyspécifique. 

Comme exemple, on peut citer le LPS ou l’Acide DésoxyriboNucléique (ADN) microbien 

qui activent un TLR présent à la surface des LB. Cette activation va générer des LB 

polyclonaux permettant une réponse rapide à divers agents pathogènes sans modification 

d’affinité du LB ni de différenciation en LB mémoire. 

- L’activation thymo-indépendante de type 2 : induite lors de la reconnaissance de 

molécules possédant une répétition d’épitopes, comme par exemple le polysaccharide des 

parois bactériennes. Le LB de la zone marginale est activé suite à l’activation d’un grand 

nombre de ses BCR à sa surface. Une co-activation par les cellules dendritiques et la 

sécrétion de Facteur Activateur des LB (BAFF) procure un second signal d’activation.  

Cette activation permet une réponse rapide face à aux infections bactériennes et les IgM 

produites activent le système du complément et favorisent la phagocytose afin d’éliminer 

les bactéries pathogènes. 
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I.2.3. Récepteur à l’antigène du lymphocyte B (BCR) 

Le BCR est une immunoglobuline de surface qui permet la reconnaissance des différents 

antigènes. Une grande diversité de répertoire antigénique permet la reconnaissance de plusieurs 

millions d’épitopes différents. 

 

I.2.3.1. Mise en place de la diversité primaire des 

immunoglobulines de surface 

Le BCR est constitué d’un complexe comprenant une immunoglobuline formée de 2 chaines 

lourdes (IgH) et 2 chaines légères (IgL) identiques ainsi que d’un hétérodimère CD79/CD79 

permettant la transmission du signal (Kurosaki et al., 2010; Pleiman et al., 1994) (Figure 3). 

Chaque chaine lourde et légère est constituée de 2 régions distinctes : une région constante et 

une région variable. Des ponts disulfures permettent l’assemblage des 2 chaines lourdes entre-elles 

ainsi que l’assemblage des chaines légères aux chaines lourdes. 

La région constante, également appelée le Fragment Cristallisable (Fc) constitue la région 

effectrice de l’immunoglobuline. 

La région variable, spécifique à chaque LB, permet la reconnaissance d’un grand nombre 

d’antigènes.  

L’immunoglobuline qui forme le BCR est ancrée à la membrane grâce à un domaine 

transmembranaire de la chaine lourde. 

Chez l’Homme, les gènes codant pour les chaines lourdes sont situés sur le chromosome 14 et 

les gènes codant pour les chaines légères (deux loci) sont eux situés sur le chromosome 22 pour les 

gènes de la chaine λ, et au niveau du chromosome 2 pour les gènes de la chaine κ. 
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Figure 3 : Structure du BCR (adaptée de (Berry et al., 2011)). 

 

 

Le réarrangement aléatoire de gènes codant pour différents segments protéiques : exon V, 

exon D et exon J crée une diversité combinatoire générant la région variable des chaines lourdes 

d’immunoglobuline (Schatz, 2004). 

Le réarrangement de gènes codant pour les segments VJ permet de créer la diversité 

combinatoire des gènes codant les régions variables des chaines légères d’immunoglobuline. 

 

La combinaison des régions variables des chaines lourdes avec les régions variables des 

chaines légères, situées à l’extrémité N-terminale des immunoglobulines, forme le site de 

reconnaissance et de fixation de l’antigène. Cette variabilité participe à la diversité de reconnaissance 

et est accentuée par la présence de régions hypervariables à la fois au niveau des chaines lourdes et au 

niveau des chaines légères. La comparaison des séquences de la région Variable de différentes 

immunoglobulines montre la présence de trois séquences hypervariables (HVR) (ou Complementary 

determining regions (CDR 1, 2, et 3)). Les CDR forment des structures en boucle. Entre ces régions, 

on trouve les régions de structure conservée ou régions Framework (FR) qui vont déterminer la 

structure spatiale du domaine variable. 
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La mise en place du BCR se déroule tout au long de la maturation du LB dans la moelle 

osseuse. La formation du BCR passe par 2 grandes étapes : 1/ la formation des chaines lourdes de 

l’immunoglobuline et 2/ la formation des chaines légères. La formation de ces chaines passe par 

l’assemblage de segments/exons qui se produit par recombinaison somatique (recombinaison VDJ) 

(figure 4). Celle-ci est guidée par des séquences d’ADN non codantes et conservées nommées 

« Séquences Signal de Recombinaison » (RSS) (Fugmann et al., 2000). 

La formation de la chaine lourde se déroule lors du stade pro-B. La région variable de cette 

chaine lourde se forme par rapprochement d’un segment DH avec un segment JH. Ensuite, il y a une 

association du segment DJ avec un segment VH. Ce segment assemblé donne, à la suite d’un épissage 

de son ARN messager suivi de sa traduction, la chaine lourde qui compose l’IgM ou l’IgD. 

La chaine légère, quant à elle, est mise en place plus tardivement au stade pré-B avec des 

mécanismes similaires, à l’exception de l’absence d’un exon D (présence uniquement des segments VL 

et JL). 

Le rapprochement des différents segments, grâce aux séquences RSS présentes en 5’ ou 3’ de 

chaque exon, va permettre d’associer les différents segments VDJ pour la chaine lourde et VJ pour la 

chaine légère. 

Les différents réarrangements géniques permettent de générer la diversité combinatoire 

(Hozumi and Tonegawa, 1976). Cette diversité est totalement aléatoire. En effet, les chaines variables 

sont constituées par l’assemblage de différents segments (segment V, (D) et J). Or le grand nombre de 

segments V, D et J présents permet de multiplier les combinaisons possibles. 

Deux enzymes (RAG1 et RAG2) jouent un rôle important dans ce processus. Ces enzymes 

reconnaissent les séquences RSS et permettent leur rapprochement (Oettinger et al., 1990), puis leur 

clivage grâce à leur activité endonucléase. Cela entraine la formation d’une épingle à cheveux. Par la 

suite, l’action de la protéine ARTEMIS associée à la TdT entraine l’insertion de nucléotides (région 

N-nucléotides) permettant ensuite la liaison de chaque extrémité via l’ADN ligase. Cette action de la 

TdT, amplifie la diversité des immunoglobulines en créant la diversité jonctionnelle. Cette protéine va 

entrainer l’ajout de nucléotides de façon aléatoire entre les exons, ce qui va former des jonctions entre 

les segments V(D)J imprécises (Weigert et al., 1980). 
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Figure 4 : Étapes de réarrangement des exons V(D)J des gènes codant pour les chaines lourdes 

ou légères de l’Immunoglobuline (adaptée de (Murphy and Weaver, 2017). 

 

 

I.2.3.2. Mise en place d’une diversité secondaire à la suite 

de la rencontre avec l’antigène 

Le LB naïf mature quitte la moelle osseuse et circule dans l’organisme et notamment dans les 

organes lymphoïdes secondaires. La rencontre avec un antigène va entrainer l’activation du LB et une 

diversité secondaire des immunoglobulines qui s’ajoute à la diversité combinatoire et jonctionnelle. En 

effet, à la suite de la rencontre avec un antigène spécifique, deux mécanismes vont se dérouler : 

l’hypermutation somatique et de la commutation de classe, permettant une maturation secondaire 

d’affinité (Li et al., 2004). 

Ces mécanismes se déroulent dans les organes lymphoïdes secondaires et plus précisément 

dans les centres germinatifs formés de deux zones en fonction de leur apparence histologique : une 

zone sombre et une zone claire (Allen et al., 2007; MacLennan, 1994) (Figure 5). 
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Figure 5 : Représentation simplifiée d’un centre germinatif (adaptée de (Heesters et al., 2014)). 

 

 

Les hypermutations somatiques permettent d’améliorer l’affinité de l’immunoglobuline à 

l’antigène en apportant des modifications au niveau de leur région variable. Cette maturation d’affinité 

survient plus précisément dans la zone sombre des centres germinatifs. Les hypermutations 

somatiques résultent de l’insertion ou de la délétion d’acides aminés (mutations ponctuelles) au niveau 

des régions variables des immunoglobulines et plus particulièrement au niveau des exons VDJ et des 

régions CDR (Hozumi and Tonegawa, 1976). 

L’interaction entre le CD40 et le CD40L des LT CD4 ou LTFH va induire l’expression de 

l’enzyme Cytidine désaminase Induite par l’Activation (AID). Cette enzyme, exprimée spécifiquement 

dans les LB, au niveau des centres germinatifs, est un acteur essentiel dans le déroulement de 

l’hypermutation somatique (Muramatsu et al., 2000). AID induit des mutations par déamination des 

cytidines de l’ADN et l’apparition d’une uracile provoquant un mésappariement. Celui-ci sera réparé 

par un des deux mécanismes de réparation qui sont la réparation par excision de base ou la réparation 

par mésappariement (Odegard and Schatz, 2006).  

Ces mutations, qui se déroulent au hasard, peuvent avoir deux conséquences : 
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- Soit elles sont délétères et induisent une perte de capacité de reconnaissance de l’antigène. 

Cette diminution d’affinité pour l’antigène entraine une sélection négative et une mort 

cellulaire par apoptose dans la zone claire du centre germinatif. 

- Soit elles sont positives et augmentent l’affinité pour l’antigène. Dans ce cas, un signal de 

survie sera donné au LB puisqu’il y a une amélioration de la spécificité du LB. 

 

La commutation de classe ou commutation isotypique permet une diversité fonctionnelle des 

immunoglobulines. Celle-ci permet la synthèse de nouveaux isotypes d’immunoglobulines (IgG, IgA 

et IgE), en fonction du pathogène et de sa localisation. 

La commutation isotypique repose sur le remplacement des gènes codant la région constante 

Cµ par un autre locus se situant en aval : Cγ pour IgG, Cα pour IgA et Cε pour IgE. 

L’enzyme AID possède un rôle important dans ce mécanisme d’épissage. Une mutation du gène 

codant AID (souris déficientes) induit une prédominance IgM (hyper-IgM) et une absence d’IgG 

(Muramatsu et al., 2000). 

Le réarrangement et la recombinaison d’ADN non-homologue sont guidés par le 

rapprochement de segments répétitifs, les exons Switch (S). Ces régions sont situées sur des introns en 

amont de chaque exon C des différents isotypes (Chaudhuri and Alt, 2004; Manis et al., 2002).  

Ce mécanisme de commutation se déroule dans la zone claire du centre germinatif. Les cytokines 

sécrétées par les LTh vont être déterminantes dans la formation préférentielle d’un isotype particulier. 

Ce mécanisme n’est donc pas aléatoire. Les cytokines présentes vont orienter le processus en activant 

différents promoteurs et favoriser ainsi la formation d’un isotype par rapport à un autre. Par exemple, 

l’IL-4 va permettre l’activation de STAT6 entrainant le recrutement du promoteur I1 en amont du 

segment S1 et ainsi favoriser la production d’IgG1 tout en levant l’inhibition du promoteur Iε en 

amont du segment Sε pour également permettre la production d’IgE (Xu et al., 2012). 

 

Cytokines IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 IgE IgGA 

IL-4 Induction  Inhibition Induction Induction  

IL-5      Induction 

IFN- Inhibition  Induction  Inhibition  

TGF-   Inhibition   Induction 

IL-10 Induction  Induction    

IL-21 Induction  Induction    

 

Tableau 1 : Rôle des cytokines dans la régulation de l’expression des différents isotypes 

d’immunoglobuline chez l’homme (adapté de (Avery et al., 2008a; Male et al., 2006)). 
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I.2.3.3. Signalisation induite par l’activation du BCR 

Une fois l’antigène spécifique reconnu, on assiste à une mise en place d’une cascade de 

signalisation avec une activation de différentes voies en aval du BCR (Figure 6). En règle générale, 

l’activation d’un récepteur est permise grâce à une ou des enzymes appelée(s) protéines kinases. Ces 

protéines kinases vont être essentielles dans le mécanisme de la phosphorylation. La liaison du 

récepteur avec son antigène va activer la protéine kinase associée, entrainant l’activation d’autres 

protéines et ainsi une propagation du signal. La signalisation obtenue dépend essentiellement de 

l’affinité du récepteur pour l’antigène. 

 

Le récepteur BCR doit s’associer à des tyrosines kinases intracellulaires pour permettre la 

propagation du signal car il ne possède pas d’activité enzymatique propre. Les interactions entre les 

différents acteurs sont essentiellement permises par la présence de domaines d’interactions sur chaque 

acteur et notamment la présence de domaine Src homology 2 (SH2). Ces domaines vont 

spécifiquement reconnaitre les tyrosines phosphorylées et ainsi permettre la propagation du signal 

(Lim and Pawson, 2010). 

A la surface du LB, l’immunoglobuline est associée à deux molécules de signalisation CD79 

(Ig) et CD79 (Ig) qui permettent à l’immunoglobuline d’être transportée à la surface et qui ont 

également un rôle dans l’activation du signal du BCR (Kurosaki et al., 2010; Pleiman et al., 1994). Cet 

hétérodimère a la particularité de contenir des Motifs d’Activation des récepteurs Immuns basé sur la 

Tyrosine (ITAM) (Cambier et al., 1994; Kurosaki, 2000; Weiss and Littman, 1994). Ces motifs ITAM 

contiennent des résidus tyrosines qui sont phosphorylés et reconnus par un site SH2 permettant le 

recrutement d’autres protéines de la cascade. 
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Figure 6 : Voies de signalisation activées suite à une stimulation du BCR et sa régulation 

(Adaptée de (Kanehisa et al., 2017; Murphy and Weaver, 2017)). 

 

 

Au niveau cytoplasmique, trois kinases de la famille SRC : BLK Proto-Oncogene (BLK) ; 

FYN Proto-Oncogene (FYN) et LYN, sont associées au BCR à l’état basal. Lors de la reconnaissance 

d’un antigène, l’activation et l’oligomérisation des BCR activent ces différentes kinases. Elles sont 

ensuite responsables de la phosphorylation des motifs ITAM de l’hétérodimère CD79/CD79 

(Kurosaki et al., 2010; Pleiman et al., 1994). 

La phosphorylation des motifs ITAM permet le recrutement d’une tyrosine kinase essentielle, 

la molécule Spleen Associated Tyrosine Kinase (SYK) qui contient deux domaines SH2. Cette 

interaction est suffisante pour activer SYK, entrainant ainsi l’activation d’un autre complexe formé par 

B Cell Linker (BLNK), Bruton’s Tyrosine Kinase (BTK) et Phospholipase C Gamma (PLC) (Fu et 

al., 1998; Kurosaki et al., 2010; Pappu et al., 1999). Ce complexe est formé grâce au recrutement de 

BLNK, qui est une protéine chaperonne. 

Par des mécanismes toujours liés à la phosphorylation et aux domaines SH2, la protéine BTK 

est activée spécifiquement dans les lymphocytes B. Celle-ci a un effet activateur sur la protéine PLC 

qui hydrolyse le Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2), permettant la formation du 

diacylglycérol (DAG) et de l’inositol-triphosphate (IP3) (Yang et al., 2012). 
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A la surface du LB se situe un complexe de protéines formé par le CD19, le CD21 et le CD81 

(Tedder et al., 1997) qui va renforcer et amplifier la signalisation du BCR. Dans un premier temps, ce 

corécepteur (notamment le CD19) intervient sur la kinase LYN en levant son auto-inhibition 

(Fujimoto et al., 2000). Cette voie participe également au recrutement de la phosphoinositide 3-kinase 

(PI3K) qui agit sur le PIP3 pour former du PIP2 (Aiba et al., 2008). Le recrutement de PI3K permet 

également l’activation de la voie AKT/mTOR, connue pour son implication dans la survie cellulaire, 

la synthèse protéique mais également dans la régulation du cycle cellulaire (Hay and Sonenberg, 2004; 

Song et al., 2005). 

Après activation du BCR et l’hydrolyse du PIP2, deux composés, le DAG et l’IP3, sont 

formés et trois voies principales de signalisation sont activées : 

- La voie du calcium aboutissant à la mobilisation du facteur de transcription Nuclear 

factor of activated T-cells (NFAT) (Hogan et al., 2003). La stimulation du BCR induit 

une forte augmentation de la concentration de calcium (Ca
2+

) cellulaire provenant soit des 

réserves du réticulum endoplasmique soit du milieu extracellulaire. La calmoduline 

(Calm) va alors capter le Ca
2+

 présent dans le cytosol et aura pour cible la calcineurine 

(Caln). La Caln, qui est une phosphatase, entraine la déphosphorylation de NFAT et 

permet au facteur de transcription de migrer dans le noyau (Crabtree and Olson, 2002). 

- La voie nuclear factor-kappa B (NF-B). La Protéine Kinase C (PKC) mobilise le facteur 

de transcription NF-B. Ce facteur est un complexe formé de différentes sous-unités 

retenues au niveau cytoplasmique par liaison avec l’inhibiteur IB. Dans la signalisation 

du BCR, son activation suit la voie canonique qui comprend l’activation du complexe IKK 

constitué des protéines IKK, IKK et NEMO qui va à son tour phosphoryler IB. La 

phosphorylation de ce dernier induit sa propre dégradation (Hacker and Karin, 2006). Le 

facteur NF-B est alors libre de « translocer » vers le noyau où il va exercer son rôle 

d’activateur transcriptionnel (Sommer et al., 2005). 

- La voie Ras/Mitogen Activated Protein Kinase (Ras/MAPK). Cette voie de signalisation 

passant par la PLC et le DAG permet d’activer le proto-oncogène RAS grâce à sa liaison 

au Guanosine Tri-Phosphate (GTP) qui entraine la phosphorylation de sa cible, la kinase 

RAF qui à son tour permet la phosphorylation de MEK1 (MAP2K) pour aboutir à la 

phosphorylation du facteur de transcription ERK. Ce dernier va ensuite se localiser dans le 

noyau (Imamura et al., 2009). Ce facteur de transcription cible le complexe Activated-

Protein 1 (AP1), composé des facteurs de transcription FOS et JUN, ou d’autres comme 

ELK1 (Dong et al., 2002). 

Parallèlement, la présence de régulateurs négatifs est très importante pour réguler cette 

réponse immunitaire. Ces récepteurs inhibiteurs sont des protéines transmembranaires qui possèdent 

des Motifs d’Inhibition des récepteurs Immuns basés sur la Tyrosine (ITIM) (Vivier and Daeron, 
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1997) comme BTLA, CD22, CD5 et FCRIIB (Berland and Wortis, 2002; Liu et al., 2010; Pritchard 

and Smith, 2003). Ces motifs présents au niveau de la partie cytoplasmique de récepteurs permettent, 

lorsqu’ils sont phosphorylés, le recrutement (grâce au domaine SH2 comme pour les ITAM) de 

phosphatases inhibitrices (SHP-1, SHIP-1 et PTPN22) (Nitschke and Tsubata, 2004; Walker and 

Smith, 2008). 

 

Lors d’une reconnaissance d’antigène thymo-dépendant, il existe un second signal qui est 

produit par l’interaction entre le LT et le LB. Ce second signal peut résulter de l’interaction 

CD28/CD80 mais surtout de l’interaction avec un récepteur de la famille des TNF, le CD40 situé à la 

surface du LB et de son ligand le CD40L situé à la surface du LT. La stimulation de ce récepteur en 

association avec l’activation du BCR entraine une amplification de la signalisation en aval du BCR 

grâce à l’activation de tyrosines kinases comme BLNK/BTK (Ying et al., 2011). Une activation 

préférentielle de la voie des MAPK conduit au facteur de transcription ERK. La signalisation du 

récepteur CD40 passe par des molécules adaptatrices appelées Facteurs associés au Récepteur du TNF 

(TRAF). Ces molécules vont permettre d’activer des voies communes avec le BCR comme la voie 

PI3K/AKT ; la voie canonique de NF-B via la protéine Transforming growth factor beta-activated 

kinase 1 (TAK1) qui agit directement sur le complexe IKK (Elgueta et al., 2009; Rickert et al., 2011; 

Senhaji et al., 2015). L’activation de la voie non canonique de NF-B via la protéine Nuclear Factor 

κB-inducing Kinase (NIK) est également décrite (Homig-Holzel et al., 2008) (Figure 7). 

Cette interaction va également entrainer une production d’interleukines (IL) par le LT et ainsi 

amplifier l’activation et participer par conséquent au cycle cellulaire, à la prolifération et à la 

différenciation du LB. 
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Figure 7 : Voies de signalisation activées communes avec le BCR suite à une stimulation du 

CD40 dans le LB. 

 

 

I.2.3.4. Réponse à l’activation du BCR 

Les derniers évènements de la signalisation du BCR sont des facteurs de transcription comme 

NFAT, NF-B et le complexe AP1. Une fois ces facteurs activés, ils vont subir une translocation 

nucléaire nécessaire à la transcription de nombreux gènes permettant une réponse adéquate à la 

stimulation initiale. La réponse obtenue et la signalisation engendrée varient selon qu’il s’agit d’une 

stimulation rapide et transitoire ou longue et persistante du BCR (Damdinsuren et al., 2010).  

Après une translocation dans le noyau, le facteur NF-B va interagir avec des séquences cibles 

sur l’ADN de 9/10 paires de bases appelées sites B. La diversité des sites d’interactions fait de ce 

facteur un régulateur transcriptionnel de centaines de gènes et des médiateurs centraux dans le bon 

déroulement de la réponse immunitaire (Chen and Ghosh, 1999; Hayden and Ghosh, 2012; Pahl, 1999; 

Perkins, 2012). Les gènes cibles du facteur NF-B sont très variés et participent à la production de 

cytokines/chimiokines ou d’immuno-récepteurs comme le CD40 (Hinz et al., 2001) mais interviennent 

aussi dans la survie cellulaire en favorisant l’expression de gènes anti-apoptotiques comme le gène de 

la protéine du Lymphome à cellules B-2 (Bcl-2) (Catz and Johnson, 2001) et Bcl-XL, dans la 
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différenciation et la prolifération secondaire à l’induction de proto-oncogènes comme MYC (Duyao et 

al., 1990), TP53 (Schumm et al., 2006) et dans la régulation du cycle cellulaire par diverses cyclines 

(Ledoux and Perkins, 2014). 

L’activation du facteur de transcription NFAT, par la voie calcique, est possible suite à sa 

déphosphorylation permettant sa translocation nucléaire. Ce facteur induit directement l’expression de 

cytokines comme le TNF et régule des gènes impliqués dans la prolifération, l’apoptose et 

l’angiogenèse. Des études utilisant des souris n’exprimant pas la protéine NFAT ont montré 

l’importance de ce facteur dans la régulation du cycle cellulaire, et ce à différentes étapes du cycle 

avec son action sur diverses cyclines, ainsi que dans la régulation de l’apoptose (Mognol et al., 2016). 

Il a été décrit une forte coopération avec un autre facteur de transcription activé par la 

signalisation du BCR, le complexe AP1 formé par les facteurs Fos et Jun (Rao et al., 1997). 

Ce complexe AP1 régule des gènes participant à de nombreux processus comme la prolifération, la 

différenciation, la migration cellulaire et l’apoptose avec à la fois une action sur des gènes pro et anti-

apoptotiques (Ameyar et al., 2003; Shaulian and Karin, 2002) 
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I.3. Modèles d’étude de la prolifération du lymphocyte B 

physiologique ex vivo 

La reconnaissance de l’antigène par le BCR entraine son activation puis la transduction de 

signaux aboutissant à différentes réponses de survie cellulaire, de prolifération et de différenciation. 

De nombreuses études ont établi que sans stimulation, les LB en culture ex vivo ne prolifèrent 

pas et ne se différencient pas (Blanchard et al., 1997) mais entrent dans le processus d’apoptose, 

responsable d’une mortalité cellulaire pouvant atteindre 40 à 50% après 3 à 4 jours de culture (Parker, 

1993). Cela suggère qu’un contact et/ou une stimulation de la cellule semble essentiel à la survie du 

LB. 

Les LB naïfs entrent en apoptose plus tardivement avec moins de 10% de mortalité après 24h 

contre 40% pour les LB mémoires (Wagner et al., 2000). 

Cependant, il a été démontré que même en l’absence de rencontre avec l’antigène, le BCR 

peut transmettre un signal tonique qui améliore la survie cellulaire (Monroe, 2006). Chez la souris, des 

auteurs ont montré que la délétion du BCR menait de façon certaine à une mortalité cellulaire (Lam et 

al., 1997). Ce signal tonique est transmis grâce à l’hétérodimère CD79/CD79 (Kraus et al., 2004) et 

la voie PI3K/AKT semble indispensable (Srinivasan et al., 2009). 

Un grand nombre de modèles ont été proposés pour permettre d’assurer la survie cellulaire ou 

l’activation ex vivo du LB. En fonction du modèle de stimulation utilisé, l’activation des LB permet 

fréquemment d’améliorer la survie cellulaire ou d’induire une prolifération cellulaire ou une 

différenciation.  

 

I.3.1. Activation ex vivo du récepteur à l’antigène 

L’intensité de l’activation du BCR détermine l’engagement de la cellule vers une prolifération, 

une anergie ou une apoptose (Casola et al., 2004). 

L’activation du BCR ex vivo peut être effectuée à l’aide d’anticorps solubles ou immobilisés. 

 

L’anticorps anti-IgM (F(ab’)2) soluble est utilisé couramment dans la littérature pour la 

stimulation ex vivo des LB. Une concentration de 10µg/ml n’entraine aucune prolifération des LB 

sains après 3 jours de culture (Blanchard et al., 1997; McKenzie et al., 1993) ni un début d’activité de 

la télomérase, reflet du processus de prolifération (Igarashi and Sakaguchi, 1997). 

Dans des modèles murins, la stimulation à l’aide d’anti-IgM seul entraine l’apoptose 

confirmant les résultats observés chez l’homme (Yoshida et al., 2000). 
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L’utilisation d’anticorps anti-IgM immobilisé avec l’aide de billes de saccharose accentuerait 

l’effet de l’engagement du BCR en favorisant l’oligomérisation des récepteurs de surface, mais les 

résultats sur la prolifération sont contradictoires. Deux équipes n’ont pas mis en évidence de 

prolifération cellulaire, à l’aide de cette stimulation, après 3 jours de mise en culture (Armitage et al., 

1995; Wagner et al., 2000). Cependant, malgré l’absence de prolifération, une autre équipe a observé 

une légère agrégation de cellules B sous forme de grappes (formation de clusters) pouvant suggérer 

une division cellulaire (Bjorck et al., 1992).  

Enfin, une seule équipe a démontré l’induction d’une prolifération cellulaire, par l’utilisation 

de thymidine tritiée, avec des concentrations comparables d’anti-IgM immobilisé, accompagnée de la 

présence d’une forte activité télomérase (Igarashi and Sakaguchi, 1997). 

 

I.3.2. Activation ex vivo par l’utilisation de signaux de co-

stimulation 

Différents modèles induisent une collaboration lymphocytaire B et T helper folliculaire (TFH) 

à l’aide de cytokines d’origine T. 

 

I.3.2.1. Activation par des cytokines produites par les LT 

Une des interactions connue et essentielle dans l’activation du LB physiologique in vivo est 

l’interaction avec le récepteur CD40. Le CD40 est un récepteur de la famille du TNF, présent à la 

surface du LB et interagissant avec son ligand, le CD40L (CD154), exprimé à la surface des LT 

activés. La liaison CD40-CD40L est une co-stimulation permettant l’activation du LB (Grewal and 

Flavell, 1998). 

L’activation de ce récepteur active les voies NF-B et ERK ayant un rôle dans la survie, la 

prolifération et la différenciation du LB (Graham et al., 2010). 

 

Les données décrivant l’action du CD40L soluble sur le LB sain ex vivo présentées dans la 

littérature sont contradictoires. Certaines études montrent l’absence de prolifération, malgré 

l’utilisation d’une gamme de concentration allant jusqu’à 250µg/ml (Berglund et al., 2013; Jeppson et 

al., 1998; Recher et al., 2011), tandis que d’autres équipes ont réussi à mettre en évidence une 

induction modérée de la prolifération après 5 jours de culture (Gutzeit et al., 2014; Punnonen et al., 

1997). De plus cette prolifération concernerait essentiellement les LB mémoires (Good et al., 2006; 

Tangye et al., 2003). 
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La collaboration du LB avec le LTh ne passe pas uniquement par cette interaction 

CD40/CD40L et permet également la sécrétion de différentes cytokines qui vont interagir avec le LB. 

Parmi ces cytokines produites, l’interleukine-4 (IL-4), qui se fixe sur le récepteur IL-4R, 

induit l’activation de la voie Jak/STAT6 (Aguilar-Hernandez et al., 2016; Paludan, 1998). 

Les modèles de stimulation utilisant l’IL-4 isolément pour activer des LB sains confirment 

l’absence d’induction de prolifération (Bjorck et al., 1992; Jeppson et al., 1998; Rakhmanov et al., 

2014), ou d’entrée dans le cycle cellulaire (Blanchard et al., 1997) et cela quelle que soit la 

concentration testée. Néanmoins, cette interleukine permet d’améliorer la survie cellulaire des LB et 

notamment des LB naïfs qui présentent un plus grand nombre de récepteurs à l’IL-4 (Wagner et al., 

2000). 

 

L’IL-10 est une autre interleukine produite par les LTh qui a également été testée dans des 

modèles de stimulation ex vivo de LB physiologique. L’IL-10, reconnue par son récepteur IL-10R, est 

une interleukine qui contribue à la régulation et à la différenciation de nombreuses cellules 

hématopoïétiques (Moore et al., 2001). Il a été montré que l’utilisation isolée de l’IL-10 induit une 

diminution d’apoptose uniquement chez les B mémoires, mais que cet avantage de survie disparait 

rapidement après 3 jours de culture (Wagner et al., 2000). 

 

D’autres interleukines n’entrainent aucune prolifération des LB sains lors de leur utilisation de 

façon isolée. Cela a été démontré pour l’IL-2 (Armitage et al., 1995; Emmrich et al., 1985) ; l’IL-15 

(Armitage et al., 1995) et l’IL-21 (Gutzeit et al., 2014; Rakhmanov et al., 2014). 

L’IL-21 est une interleukine pléiotrope qui agit sur de nombreuses cellules (Spolski and 

Leonard, 2014). L’activation de son récepteur va induire un signal activant la voie JAK/STAT1-3-5 

dans le LB. Sur le LB, l’IL-21 participe à la fois à la prolifération (en association avec le CD40L), à 

l’apoptose (si utilisée seule ou associée à un ligand du TLR9) et à la différenciation (Mehta et al., 

2003; Ozaki et al., 2004; Parrish-Novak et al., 2000; Spolski and Leonard, 2014) 

 

Plusieurs modèles associent une utilisation simultanée du CD40L soluble avec des 

interleukines produites par le LTh. 

Bien qu’une équipe ait démontré, sur des souris CD154-/-, que la signalisation induite par le CD40 

n’est pas indispensable à la prolifération cellulaire (Graham et al., 2010), de nombreuses études ex 

vivo montrent que l’activation du récepteur au CD40L associée à des interleukines (notamment l’IL-4) 

induit une prolifération dès le deuxième jour après la stimulation (Jeppson et al., 1998). Grâce à un 

marquage au Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE), une équipe a mis en évidence une 

prolifération atteignant 50% après 6 jours de culture (Olsen et al., 2015). Au-delà de son potentiel 

prolifératif sur les LB sains, ce modèle avait déjà permis de montrer une forte activation de la voie 



Introduction 

Le lymphocyte B  Modèles d’étude de la prolifération du lymphocyte B physiologique ex vivo 29 

NF-B, mais également une forte sécrétion d’IgE démontrant donc son rôle dans le déclenchement de 

la différenciation et la commutation de classe (Jeppson et al., 1998). 

 

L’association du CD40L avec l’IL-2 ne permet qu’une prolifération modérée et bien plus 

faible par rapport au CD40L associé à l’IL-4 (Punnonen et al., 1997). 

 

L’apport de l’IL-10 dans un modèle associant le CD40L permet d’augmenter la prolifération 

(Punnonen et al., 1997; Recher et al., 2011). Cette cytokine permet d’obtenir une prolifération à la fois 

dans les LB mémoires avec 85% de cellules présentant une diminution du CFSE (CFSEdim) et dans 

les LB naïfs avec 65% de CFSEdim après 6 jours de culture (Tangye et al., 2003). L’équipe de Good a 

confirmé cette réponse des LB mémoires avec l’induction de 4 générations cellulaires après 6 jours 

(Good et al., 2006).  

 

L’IL-21, en association avec le CD40L, induit une forte prolifération de LB sains avec en 

moyenne plus de 75% de cellules qui peuvent réaliser jusqu’à 7 divisions cellulaires (Gutzeit et al., 

2014; Kamburova et al., 2012). De plus, on retrouve une corrélation entre la réponse proliférative et la 

concentration d’IL-21 utilisée (Berglund et al., 2013) aussi bien sur les LB naïfs que mémoires. La 

réponse obtenue dans ce modèle de stimulation repose sur l’activation du LB par le CD40L qui 

augmente l’expression du récepteur à l’IL-21 à la fois sur les LB naïfs et sur les LB mémoires (Good 

et al., 2006). Cette division cellulaire est associée à une commutation isotypique avec une faible 

sécrétion d’IgE (Avery et al., 2008b; Recher et al., 2011). 

 

Enfin, des modèles combinant plusieurs cytokines associées à l’activation du CD40L ont été 

proposés. La combinaison CD40L + IL-10 + IL-2 montre un avantage prolifératif uniquement pour 

des B mémoires avec plus de 90% de prolifération après 5 jours (Tangye et al., 2003). L’ajout de l’IL-

2 à la combinaison CD40L + IL-21 (Berglund et al., 2013) n’apporte aucune amélioration dans la 

prolifération cellulaire obtenue. Toutefois, la présence de l’IL-2 favorise la différenciation avec 

l’augmentation de la génération de plasmablastes. 

Le modèle combinant CD40L + IL-4 + IL-21 permet d’obtenir une prolifération de la totalité 

de la population après 9 jours de stimulation (Rakhmanov et al., 2014). Cette stimulation serait 

accompagnée d’une commutation isotypique importante avec une forte corrélation entre le nombre de 

divisions cellulaires et la quantité d’IgE sécrétée (Avery et al., 2008b). 
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I.3.2.2. Activation par le récepteur à l’antigène associée aux 

cytokines T 

L’association de l’activation du BCR et de la collaboration avec le LTh permet de reproduire 

ex vivo une double activation du LB. 

 

L’activation du BCR, associée à une interaction entre CD40/CD40L, induit une légère 

prolifération, objectivée à l’aide de thymidine tritiée, après 3 jours de stimulation ex vivo ainsi qu’une 

forte activité télomérase (Igarashi and Sakaguchi, 1997) à la fois des LB naïfs et des LB mémoires 

(Zhang et al., 2010). Cependant, une autre équipe n’a pas réussi à reproduire ces résultats et a conclu à 

l’absence de prolifération avec ce modèle (Wagner et al., 2000). 

 

L’activation du BCR, associée à l’utilisation d’IL-4, met en évidence l’induction d’une 

prolifération B ex vivo après 3 jours (McKenzie et al., 1993; O'Garra et al., 1988) avec une proportion 

de cellules en phase S s’élevant à 45%. L’activation des LB sains à l’aide de ce cocktail permet 

l’induction de la cycline D3 ainsi qu’une augmentation de la cycline cdk6 qui toutes deux, participent 

à la prolifération et au cycle cellulaire (Blanchard et al., 1997). Les résultats obtenus sont identiques 

avec l’utilisation d’anti-IgM immobilisé où l’effet synergique de l’IL-4 permet une induction forte de 

la prolifération (Bjorck et al., 1992; Defrance et al., 1994; Parrish-Novak et al., 2000). 

 

L’association de l’activation du BCR et de l’IL-13 entraine une très faible prolifération bien en 

deçà de l’association avec l’IL-4 (McKenzie et al., 1993). 

 

La plus forte prolifération comprenant une activation du BCR est obtenue par une stimulation 

l’associant à l’utilisation de CD40L et d’IL-4. Ce modèle entraine dès le 2ième jour de stimulation une 

forte prolifération ex vivo au cours de laquelle les cyclines D3/ckd6 jouent un rôle important (Wagner 

et al., 1998). La réponse est sensiblement identique entre les LB naïfs et les LB mémoires (Wagner et 

al., 2000). L’ajout de l’IL-21 à cette combinaison aurait un effet négatif sur la réponse proliférative 

puisqu’on observe une absence totale de prolifération (Parrish-Novak et al., 2000). 

 

La combinaison anti-IgM, CD40L et IL-10 ne semble agir que sur les LB mémoires (Wagner 

et al., 2000). 

Deux interleukines ont montré des capacités permettant de dépasser le stade de la prolifération 

se traduisant par une induction de la différenciation des LB en plasmocytes accompagnée d’une 

sécrétion d’immunoglobulines. Il s’agit de l’IL-15 (Armitage et al., 1995) et de l’IL-2 (Le Gallou et 

al., 2012).  
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I.3.2.3. Activation par le récepteur TLR9 

Les TLR sont des récepteurs reconnaissant des motifs (ou « pattern » moléculaires). 

L’expression de nombreux récepteurs TLR à la surface des LB joue un rôle dans la régulation de 

l’immunité adaptative (Iwasaki and Medzhitov, 2010). L’ADN hypométhylé aux ilots Cytosine-

phosphate-Guanine (CpG ADN), ligand du TLR9, agit sur le cycle cellulaire et donc sur la 

prolifération du LB (Good et al., 2006; Peng, 2005). 

L’activation de la voie TLR9-MYD88 (O'Neill and Bowie, 2007)) entraine une forte 

prolifération des cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC). La population en prolifération 

est essentiellement constituée des cellules CD19+ et permet d’observer 7 à 8 générations en 5 jours 

(Gujer et al., 2011). On retrouve à nouveau un avantage prolifératif pour les LB mémoires avec plus 

de 50% de prolifération (déterminée en CFSE) ainsi que 7 générations après 4 jours (Good et al., 

2009). 

 

Il a été démontré que l’expression du gène codant TLR9 est renforcée à la suite d’une 

activation du BCR ou du récepteur CD40 du LB (Bourke et al., 2003). 

L’activation à la fois de la voie du BCR et de la voie du TLR9 associée à de l’IL-2 et de l’IL-10 

entraine une prolifération (98% CFSEdim) (Frolich et al., 2012) suivie d’une différenciation (Le 

Gallou et al., 2012). 

On retrouve également l’apport important du CpG ADN qui, combiné à CD40L induit une 

prolifération trois fois supérieure par rapport à celle qui est obtenue par l’activation CD40L isolé 

(Recher et al., 2011). 

 

I.3.3. Activation par utilisation de co-cultures 

Les modèles de stimulation ex vivo de LB sains en co-culture avec d’autres cellules permettent 

de se rapprocher des conditions physiologiques d’activation en reproduisant les interactions retrouvées 

in vivo. Néanmoins, l’utilisation d’autres types cellulaires pour stimuler les LB comporte 

l’inconvénient important de la présence de nombreuses interactions continues et variées, ce qui ne 

permet pas de contrôler les voies de signalisation activées. 

 

La co-culture de LB en présence de cellules de type fibroblastique utilise des fibroblastes 

murins (L cells) exprimant le CD32 à sa surface. Ces modèles mettent en présence ces fibroblastes 

transfectés et irradiés de souris exprimant FcyRII/CDw32 (Cellules CD32-L). 

La première mise en évidence d’une prolifération ex vivo de LB repose sur l’utilisation de ce 

modèle. En 1991, l’équipe de Banchereau présente la première étude montrant l’induction d’une 

prolifération de cellules B après stimulation de LB humains ex vivo par les cellules CD32-L associée à 
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une activation du CD40 (Banchereau et al., 1991). A l’aide de thymidine tritiée, ils ont mis en 

évidence une prolifération à court terme lors de la stimulation du récepteur CD40 des LB. Avec des 

conditions similaires, McKenzie et son équipe ont confirmé l’apparition d’une légère prolifération 

(McKenzie et al., 1993). Une autre étude a montré une perte de ce rôle prolifératif du CD40L dès lors 

que sa concentration est diminuée (0,5µg/ml contre 1µg/ml) (Schilizzi et al., 1997). 

 

L’activation du CD40 semble indispensable pour obtenir une prolifération. En effet, la 

stimulation des LB avec les cellules CD32-L associées à l’IL-4 soluble n’entraine aucune prolifération 

contrairement à la co-culture CD32-L associées à l’IL-4 + CD40L où l’on observe une forte 

prolifération presque 20 fois supérieure après 10 jours de culture (Banchereau et al., 1991). Ce modèle 

très utilisé confirme le potentiel prolifératif du CD40L (Galibert et al., 1994; Galibert et al., 1995; 

Rousset et al., 1992; Schilizzi et al., 1997).  

Ce modèle a inspiré directement le modèle de McKenzie et son équipe qui associe l’utilisation 

d’IL-4 et des cellules CD32-L exprimant directement le CD40L par transfection. La réponse obtenue 

est semblable avec l’observation d’une prolifération (McKenzie et al., 1993). 

La co-culture de LB avec les cellules CD32-L + CD40L a également été testée avec d’autres 

interleukines comme l’IL-10. L’utilisation de l’IL-10 induit une prolifération similaire à l’utilisation 

de l’IL-4, accompagnée cette fois-ci d’une sécrétion d’IgG, d’IgA et d’IgM montrant la présence de 

LB commutés (Rousset et al., 1992; Schilizzi et al., 1997). En association avec une activation du BCR, 

l’IL-10 permet l’initiation de la réplication de l’ADN du LB activé. On observe finalement un effet 

additif de l’IL-4 et de l’IL-10 dans l’augmentation de la survie cellulaire. De plus, la présence de 

commutation montre que l’IL-10 permet une amélioration de la réponse humorale avec une adaptation 

aux pathogènes. 

L’utilisation de l’IL-2, en association avec ces fibroblastes murins et le CD40L n’entraine 

aucune prolifération. Néanmoins, on retrouve la production des trois immunoglobulines (IgM, IgG, 

IgA) montrant une induction de la commutation de classe (Rousset et al., 1992; Schilizzi et al., 1997). 

 L’association du modèle contenant les cellules CD32-L exprimant le CD40L avec l’IL-13 

permet d’observer une prolifération comparable à celle obtenue avec l’IL-4 (McKenzie et al., 1993) ; 

contrairement à l’utilisation de cette interleukine sans l’utilisation de co-culture. 

 

 D’autres types de fibroblastes permettent d’obtenir des résultats similaires. Parmi ces 

fibroblastes, on retrouve notamment les cellules fibroblastiques CV1-EBNA ou les 3T3 transfectés 

(Decker et al., 2000; Spriggs et al., 1992). 

A noter que l’utilisation du CD40L, qu’il soit murin ou humain, montre des résultats 

comparables (Spriggs et al., 1992). 
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Neron et son équipe ont publié d’importantes études sur la différence de réponse des B 

mémoires et LB naïfs dans un modèle de co-culture composée de fibroblastes murins exprimant le 

CD40L (CD154+) associée à une stimulation avec l’IL-4. Ces différentes études mettent en évidence 

une différenciation rapide des LB mémoires avec une production d’IgG suivie d’une mortalité 

cellulaire, alors que les LB naïfs présentent une expansion rapide suivie d’une différenciation 

cellulaire. 

Ces auteurs ont également confirmé l’importance de la liaison CD40-CD40L qui détermine le taux de 

prolifération et de différenciation. Le modèle utilisant des co-cultures montre un maintien et une 

survie des LB pouvant atteindre 15 jours (Fecteau and Neron, 2003; Neron et al., 2005; Neron et al., 

2011). 
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II. La Leucémie Lymphoïde Chronique (LLC) 

II.1. Caractéristiques de la LLC 

 

II.1.1. Définition 

La LLC est une hémopathie maligne chronique caractérisée par une accumulation de LB 

monoclonaux matures (supérieur à 5G/L) dans le sang, la moelle osseuse ou autres organes 

lymphoïdes (Chiorazzi et al., 2005). 

 

II.1.2. Épidémiologie 

La LLC est la leucémie la plus fréquente dans les pays occidentaux, représentant près de 30% 

des leucémies. Selon l’Institut de Veille Sanitaire, on dénombre près de 4 500 nouveaux cas par an en 

France en 2012 (Le Guyader-Peyrou et al., 2016). 

La maladie touche principalement les personnes âgées de plus de 50 ans avec un âge médian 

de 75 ans. La majorité des personnes atteintes sont de sexe masculin avec un sex-ratio de deux 

hommes pour 1 femme (Dores et al., 2007). 

 

La LLC peut être précédée d’un état pré-leucémique. En effet, cette pathologie dériverait de la 

Lymphocytose Monoclonale B (MBL) (Landgren et al., 2009). La MBL est définie par une forme 

asymptomatique caractérisée par une augmentation du nombre de lymphocytes ne dépassant pas le 

seuil de 5G/L. Cet état pré-leucémique est également définit par une expansion oligoclonale ou 

monoclonale (Lanasa et al., 2010) présentant des caractères phénotypiques de la LLC, notamment des 

anomalies chromosomiques (Rawstron et al., 2008; Rawstron et al., 2002; Zenz et al., 2010). La 

progression de la MBL vers la LLC est liée à une accumulation de lésions génétiques et épigénétiques 

(Rawstron et al., 2008; Strati and Shanafelt, 2015). A partir de l’état pré-leucémique de la MBL, seule 

une petite fraction de patients évolue vers le stade LLC. La fréquence d’évolution d’une MBL vers 

une LLC est inférieure à 1% par an (Rawstron et al., 2008). 

 

Par ailleurs, il est à noter que plus de 3% de la population générale est porteuse de 

lymphocytes B présentant un phénotype du lymphocyte B de LLC (Rawstron et al., 2002). 
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II.1.3. Diagnostic de la maladie 

Le diagnostic de la LLC repose sur un hémogramme, un frottis sanguin et une analyse 

immunophénotypique. 

Celui-ci est suspecté devant une lymphocytose supérieure à 5G/L (soit 5.10
9
 ly/litre de sang) 

suite à la réalisation d’un hémogramme. Cette augmentation du nombre de lymphocytes persiste sur 

une période supérieure à 3 mois (Dighiero and Hamblin, 2008; Hallek et al., 2008). 

Le frottis sanguin met en évidence une population morphologiquement homogène constituée 

de petits lymphocytes matures possédant un rapport nucléo-cytoplasmique élevé. 

Le diagnostic, suggérant le développement d’une LLC, est affirmé par une analyse 

immunophénotypique. La cytométrie en flux étudie la présence et l’absence de différentes molécules : 

- La présence de la molécule CD5, initialement décrite sur les LT mais également retrouvée 

sur une sous-population de LB Naïfs et à la surface de LB régulateur (Bikah et al., 1998; 

Lee et al., 2011). Le récepteur CD5 est un co-régulateur négatif de la voie du BCR via son 

ligand CD72. Il permet une atténuation de la signalisation mise en place à la suite de la 

reconnaissance de l’antigène par le BCR obligeant ainsi un certain seuil de stimulation 

pour activer le lymphocyte (Berland and Wortis, 2002). 

- La présence du récepteur CD23, ou récepteur pour le fragment Fc des IgE (FcεRII), 

participe physiologiquement à la régulation de la sécrétion d’IgE. 

- La négativité du marqueur FMC7. Ce marqueur est présent sur les lymphocytes B sains 

physiologiques. 

- Une faible expression des immunoglobulines de surface composant le BCR avec la 

présence d’une monotypie kappa ou lambda associée à une diminution d’expression 

du corécepteur du BCR (CD79) (Dighiero and Hamblin, 2008; Klein et al., 2001; 

Matutes et al., 1994; Oppezzo and Dighiero, 2013). 

 

Ces cinq caractères phénotypiques permettent de définir le score du Royal Marsden Hospital 

ou score de Matutes (Matutes et al., 1994). Chacun de ces caractères immunophénotypiques vaut 1 

point (5 points maximum). Le diagnostic de LLC est confirmé si le score est supérieur ou égal à 4. 
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Marqueur 1 point 0 point 

CD5 Positif Négatif 

CD23 Positif Négatif 

FMC7 Négatif Positif 

Ig de surface Faible expression Moyenne ou Forte expression 

CD79 Faible expression Moyenne ou Forte expression 

 

Tableau 2 : Marqueurs biologiques participant à l’établissement du score de Matutes (Matutes et 

al., 1994). 

 

II.1.4. Stade anatomo-cliniques 

La LLC évolue en différents stades cliniques. Actuellement, différents systèmes de 

classification permettent d’évaluer le stade clinique et définit ainsi des groupes pronostics participant 

aux choix thérapeutiques (Hallek, 2017; Hallek et al., 2008). 

En France, le système de classification le plus utilisé est la classification de Binet qui définit 

trois stades (stade A, B et C). Ces trois stades de Binet sont déterminés en fonction du nombre d’aires 

ganglionnaires atteintes (Tableau 3) et de la présence éventuelle de cytopénies associées (Binet et al., 

1981). Le Stade A correspond à un stade initial et concerne plus de 60% des patients au diagnostic. Il 

est défini par moins de trois aires ganglionnaires atteintes. Le stade B, stade intermédiaire, représente 

30% des patients et est déterminé par l’atteinte d’au minimum 3 aires ganglionnaires. Le stade C est 

retrouvé chez moins de 10% des patients. Ce stade évolué de la maladie est caractérisé par une 

cytopénie (anémie et/ou thrombopénie). La médiane de survie des patients diminue avec l’évolution 

du stade, elle est de 2 ans pour le stade C, de 7 ans pour le stade B et est identique à la population 

générale pour le stade A. 

 

 

Stade Aires Ganglionnaires atteintes Pathologies associées 

A Inférieur à 3 - 

B Supérieur ou égal 3 - 

C Supérieur ou égal 3 
Anémie et/ou 

Thrombopénie 

 

 

Tableau 3 : Système de classification du stade anatomo-clinique selon Binet (Binet et al., 1981). 
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La classification de Rai, essentiellement utilisée dans les pays anglo-saxons comporte cinq 

stades (de 0 à 4). Les patients classés parmi le stade 0, présentent une lymphocytose supérieure à 5G/L 

(31% des patients avec une médiane de survie supérieure à 10 ans). Les stades supérieurs sont 

déterminés en fonction de la pathologie associée. Les stades intermédiaires correspondent au stade 0 

associé à une adénopathie pour le stade I (35% des patients ; médiane de survie à 9 ans) ou associé à 

une splénomégalie ou une hépatomégalie pour le stade II (26% des patients ; médiane de survie à 5 

ans). Les stades III et IV sont considérés comme des stades de mauvais pronostic. Le stade III est 

associé à une anémie et le stade IV est associé à une thrombopénie. Ces deux derniers stades 

représentent moins de 6% des patients qui possèdent alors une médiane de survie inférieure à 2 ans 

(Rai et al., 1975). 

 

II.1.5. Complications 

La LLC est une maladie très hétérogène comportant des formes indolentes, avec une survie de 

plus de 10 ans, et des formes agressives ayant une survie de 5 et 7 ans (Eichhorst et al., 2015; Hamblin 

et al., 2002; Leporrier et al., 2001). La survie à 10 ans est d’environ 75% chez un sujet jeune contre 

50% chez un patient de plus de 75 ans (Pulte et al., 2016). 

 

Différentes complications peuvent survenir lors de l’évolution de la LLC. La diminution de 

lymphocytes B résiduels sains lors de l’envahissement médullaire induit une hypogammaglobulinémie 

responsable d’un déficit immunitaire. Des complications infectieuses, de nature virale ou microbienne, 

secondaires à ces déficits surviennent chez plus de 50% des patients notamment lors des stades 

avancés de la pathologie. Ces complications infectieuses augmentent la mortalité de la LLC. 

Une autre cause fréquente de complications est due à la présence de cytopénies auto-immunes. 

Elles se traduisent par l’apparition d’une anémie, c’est-à-dire par une diminution du nombre de 

globules rouges, et/ou par l’apparition d’une thrombopénie, correspondant à une diminution du 

nombre de plaquettes sanguines. Les cytopénies sont observées chez environ 15% des patients (Kalil 

and Cheson, 1999) et sont souvent d’origine auto-immune avec la sécrétion d’auto-anticorps. La 

présence de cytopénies associées à la lymphocytose aggrave le pronostic. 

Dans certains cas, une transformation en lymphome de haut-grade (Rossi et al., 2008; Rossi et 

al., 2018) appelé syndrome de Richter peut survenir. Cette complication se présente avec une 

incidence de 5 à 10% (Jain and O'Brien, 2012; Solh et al., 2013) et les patients ont une médiane de 

survie qui chute à 4 mois. Des analyses génomiques ont démontré une corrélation entre le clone 

retrouvé dans le syndrome de Richter et le clone initial de la LLC. L’accumulation de lésions 

génétiques pourrait expliquer la transformation. Différents gènes présentent des mutations 
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supplémentaires dans le syndrome de Richter, notamment des gènes associés au cycle cellulaire 

(CDKN2A/B) ou encore des gènes connus dans la pathogénèse de la LLC comme les gènes TP53 et 

Notch Homolog 1 ( NOTCH1) (Fabbri et al., 2013). 

Enfin, dans la LLC, le risque de développer un autre cancer, notamment un cancer cutané, est 

plus élevé que dans la population générale.  
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II.2. Les traitements de la LLC 

 

II.2.1. Traitements chimiothérapeutiques 

Les chimiothérapies utilisées dans la LLC comportent trois agents, les agents alkylants, les 

analogues de purines et la Bendamustine. 

 

Les agents alkylants ont été, pendant de nombreuses années, utilisés en première intention 

chez les patients souffrant de LLC. Les deux principales molécules sont le chlorambucil et la 

cyclophosphamide (CollaborativeGroup, 1999). Cependant, ces traitements sont peu efficaces en 

monothérapie avec un faible taux de rémission complète et l’apparition d’effets secondaires. 

 

Au niveau des analogues de purine, on trouve la fludarabine, la pentostatine et la cladribine. 

En monothérapie, quelques études ont montré de meilleures réponses globales comparées aux agents 

alkylants ainsi qu’un meilleur taux de rémission (Rai et al., 2000). 

 

Enfin, la bendamustine, qui est une molécule bi-fonctionnelle avec à la fois des propriétés 

d’agents alkylants et à la fois des propriétés anti-métaboliques. Utilisée dans le traitement de différents 

cancers, sa comparaison avec le chlorambucil montre une meilleure réponse globale mais montre 

également une absence d’amélioration de la survie et une forte toxicité (Knauf et al., 2009).  

La bendamustine a démontré son efficacité dans les traitements de seconde ligne avec une 

amélioration de la réponse globale et du taux de réponse clinique (Niederle et al., 2013). 

 

Dans le but d’améliorer leur efficacité, des combinaisons de chimiothérapies ont été testées et 

permettent d’utiliser de façon complémentaire les différents mécanismes d’action. Plusieurs études in 

vitro ont montré l’efficacité de l’association d’un analogue de purine, la Fludarabine avec d’autres 

agents comme la prednisone (corticostéroïde) (Keating et al., 1998) ou encore la cyclophosphamide 

(autre agent alkylant) (Bellosillo et al., 1999; Catovsky et al., 2007; O'Brien et al., 2001b). Ces agents 

permettent d’induire une apoptose en agissant sur l’ADN polymérase. Actuellement, le traitement 

chimiothérapique proposé aux patients avec un état général conservé repose sur une association de 

Fludarabine et de Cyclophosphamide permettant ainsi une synergie de la cytotoxicité. 
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II.2.2. Anticorps monoclonaux : l’anti-CD20 

Des anticorps monoclonaux, comme l’anti-CD20, sont également utilisés. Le CD20 est un 

marqueur spécifique du lymphocyte B.  

Plusieurs anticorps dirigés contre le CD20 sont disponibles : le Rituximab (O'Brien et al., 

2001a) ou encore l’Ofatumumab qui est proposé aux patients réfractaires à la Fludarabine (Wierda et 

al., 2010). L’Obinutuzumab (GA101) montre de meilleurs résultats dans le taux d’apoptose engendré 

que le Rituximab. Cette mortalité plus importante est la conséquence d’une augmentation de la 

cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC). 

 

Au total, le traitement de référence actuel pour des patients avec un état général conservé 

repose sur l’association de chimiothérapie avec des anticorps monoclonaux. Ce traitement de référence 

est constitué de Fludarabine, de Cyclophosphamide et de Rituximab (FCR) (Hallek et al., 2018). 

 

II.2.3. Inhibiteurs sélectifs de protéines de la voie du BCR 

Le développement d’inhibiteurs de protéines de la voie du BCR fait partie des plus grandes 

avancées de ces dernières années dans le traitement de cette pathologie. 

Parmi les différentes protéines de la cascade de signalisation du BCR, deux sont actuellement ciblées ; 

il s’agit de la protéine BTK et de la PI3K, toutes deux connues pour être constitutivement activées 

dans la LLC (Ringshausen et al., 2002; Woyach et al., 2014a). 

 

Le premier inhibiteur de la voie du BCR retrouvé dans la littérature est l’Ibrutinib. Ce dernier 

a pour cible la protéine BTK et entraine son inhibition. Cette voie importante dans la signalisation du 

BCR participe essentiellement à la survie cellulaire via la molécule NF-B. L’utilisation de cet 

inhibiteur entraine une augmentation d’apoptose des LB ainsi qu’une diminution de la prolifération in 

vitro (Herman et al., 2011). Plusieurs études font état de rémissions chez les patients LLC réfractaires 

ou en récidive (Advani et al., 2013; Byrd et al., 2013; Hendriks et al., 2014). 

Cependant, des résistances à l’Ibrutinib ont été décrites. Une étude comparant des exomes avant et 

après traitement a mis en évidence différentes mutations, notamment au niveau de BTK, pouvant être 

en cause dans cette résistance. Ces mutations seraient responsables d’une diminution d’affinité de 

l’Ibrutinib. Chez ces patients réfractaires, on retrouve également des mutations activatrices au niveau 

de PLC2 permettant une activation du BCR indépendante de BTK (Woyach et al., 2014b). 

 

Une autre molécule inhibitrice de la voie BCR a également été découverte, l’Idelalisib. Cette 

fois, l’inhibiteur cible sélectivement l’isoforme  de la protéine PI3K. Cette protéine est impliquée 
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dans la voie Akt et participe de ce fait à la signalisation du BCR. Elle possède un rôle à la fois dans la 

survie cellulaire et dans la prolifération. L’Idelalisib est décrite comme une molécule induisant 

spécifiquement une apoptose des LB chez les patients LLC en agissant sur le chimiotactisme et sur la 

sécrétion de chimiokines après activation du BCR (Hoellenriegel et al., 2011). Ce traitement a montré 

une amélioration de la survie globale chez des patients réfractaires aux traitements classiques ainsi que 

chez des patients porteurs d’une délétion 17p (Brown et al., 2014). 

 

II.2.4. Inhibiteurs de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 

L’intérêt des recherches de ces dernières années porte sur des molécules capables de restaurer 

la fonction d’apoptose dans ces cellules cancéreuses. La protéine Bcl-2, qui est surexprimée dans les 

LB-LLC et de nombreux lymphomes, pourrait participer au défaut d’apoptose de ces cellules in vivo 

(Marschitz et al., 2000). 

Le traitement développé pour interférer dans ce processus d’apoptose est la molécule ABT-

199 (Venetoclax). Son efficacité est démontrée dans l’induction de l’apoptose de B-LLC in vitro grâce 

à une inhibition spécifique de la protéine Bcl-2. Cette molécule est dirigée spécifiquement contre la 

protéine Bcl-2 tout en épargnant les autres protéines de la famille Bcl-2 comme BCL-XL qui était en 

cause dans le développement de thrombocytopénies. Son efficacité est indépendante de la présence 

d’une délétion 17p (mutation/perte TP53) (Anderson et al., 2016; Roberts et al., 2016; Souers et al., 

2013). 

 

II.2.5. Indication Thérapeutique 

L’indication de traitement d’un patient porteur de la LLC repose sur le stade anatomo-clinique 

(stade de Binet/Rai) ainsi que sur l’évolutivité de la maladie.  

La prise de décision pour débuter le traitement repose sur un guide du groupe de travail 

international sur la LLC (iwCLL) (Hallek et al., 2018; Hallek et al., 2008). 

Ce guide définit deux règles : 

- Un patient porteur d’une LLC asymptomatique et non évolutive, classé en stade A 

(classification de Binet) ou en stade 0 (classification de Rai), ne présente pas d’indication 

de traitement et sera placé sous surveillance. A ce stade, l’utilisation d’un traitement 

précoce n’apporte aucun bénéfice sur la survie globale. 

- Un patient porteur d’une LLC de stade intermédiaire ou avancé (Binet stade B et C ; Rai I 

à IV) ou de forme évolutive, se voit proposer la mise en place d’un traitement. 
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Une LLC évolutive est définie par divers caractères jugés comme agressifs (Hallek et al., 

2018). 

Parmi ces caractéristiques, on retrouve : 

- Une insuffisance médullaire avec appariation ou aggravation de l’anémie ou de la 

thromcytobopénie, 

- une splénomégalie évolutive (rate supérieure à 6cm), 

- des adénopathies évolutives (nœuds lymphatiques supérieur à 10cm), 

- une lymphocytose multipliée par 2 ou plus dans une période de 2 mois, 

- l’apparition de complications auto-immunes, 

- la prise en compte de l’état général du patient (perte de poids, fatigue importante ou forte 

fièvre). 

 

Lorsque la décision thérapeutique est prise, le choix du traitement repose sur plusieurs critères. 

Le premier critère prend en compte la condition physique et l’âge du patient. 

Le deuxième critère est la présence d’anomalies chromosomiques comme la délétion ou 

mutation du gène TP53. L’absence de la protéine TP53 va être prédicteur de résistance et contre-

indique de ce fait les traitements à base d’agents alkylants ou d’analogues de purine induisant 

l’apoptose par lésion d’ADN. Leur utilisation entrainerait alors des lésions d’ADN supplémentaires 

sans apoptose pouvant induire une accélération de la leucémie. 

 

Aujourd’hui, une avancée thérapeutique en LLC a été obtenue par la combinaison de 

différents traitements. La combinaison de traitement permet souvent une synergie de l’efficacité mais 

également d’éviter le développement de résistances. 

En cas d’absence de del17p ou d’absence de mutation de TP53 (TP53 fonctionnelle), le 

traitement sera composé d’une combinaison de chimiothérapies associant la Fludarabine, le 

cyclophosphamide et un anti-CD20 (Rituximab) (FCR) (Hallek et al., 2010). Un protocole combinant 

du Bendamustine et du Rituximab est parfois utilisé (Fischer et al., 2012; Fischer et al., 2011). Si le 

patient présente un état général fragilisé, il sera traité avec un seul de ces deux agents de 

chimiothérapie associé au Rituximab ou à un inhibiteur du BCR. 

En cas de délétion 17p ou de mutation de TP53, l’utilisation d’un inhibiteur sélectif de la voie 

BCR combiné éventuellement à un anti-CD20 (Rituximab) est recommandée. En cas d’état général 

fragile, le patient est traité soit par Rituximab, soit par un inhibiteur du BCR (Hallek, 2017). 

 

Malgré ces traitements, un fort taux de rechute est observé, ce qui fait encore aujourd’hui de la 

LLC une maladie incurable. 
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En cas de rechute tardive, au-delà d’une période de 3 ans après le traitement de première ligne, 

le patient se voit proposer un traitement semblable au premier (traitement de référence).  

En cas de rechute rapide, survenant avant les 3 ans, le patient se voit proposer un nouveau 

traitement différent de celui utilisé en première ligne (Hallek, 2017). Dans de très rares cas, un 

traitement par allogreffe de cellules souches hématopoïétiques pourra être proposé (Dreger et al., 

2007; Sutton et al., 1998). 
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II.3. Facteurs biologiques pronostics d’évolutivité 

 

II.3.1. Le temps de doublement des lymphocytes 

Le temps de doublement des lymphocytes correspond au nombre de mois nécessaires pour que 

le nombre absolu de lymphocytes sanguins soit multiplié par deux, ce qui reflète l’évolutivité de la 

leucémie. En effet, différentes études ont permis de classer les patients en 2 catégories. Un temps de 

doublement des lymphocytes inférieur à 12 mois traduit une forme évolutive de la maladie et est de 

mauvais pronostic. Cette forme évolutive entraine une chute de la médiane de survie à moins de 5 ans 

(Montserrat et al., 1986). A contrario, si la population lymphocytaire est doublée en plus de 12 mois, 

on décrira la LLC comme étant une forme stable. 

Ce facteur ne peut être utilisé seul pour faire un pronostic de la maladie. En effet, le temps 

nécessaire à sa détermination est long et dans le cas d’une LLC évolutive, la prise de décision sera de 

ce fait trop tardive. 

 

II.3.2. Statut mutationnel de gènes codants de la région 

variable des chaines lourdes des immunoglobulines 

(IgVH) 

Pour rappel, le BCR est une immunoglobuline composée de deux IgH et deux IgL. Cette IgH 

contient une région variable (IgVH). Ces régions variables sont, elles même, constituées de trois 

régions Hyper-Variables (les CDR) permettant une grande spécificité antigénique. 

En condition physiologique, la rencontre du LB avec son antigène et d’un LT spécifique du 

même antigène induit une maturation secondaire d’affinité dans le centre germinatif. Cette maturation 

comprend des hypermutations somatiques qui consistent en l’insertion de mutations ponctuelles 

(Hozumi and Tonegawa, 1976). Ces hypermutations ont lieu dans ces régions de l’IgVH (région 

CDR3), et leur présence permet de distinguer les LB ayant rencontrés un antigène (post-GC) des LB 

naïfs n’ayant pas rencontrés d’antigène (pré-GC). 

La détection de ces hypermutations est réalisée par séquençage du gène de l’IgVH codant cette 

région CDR3 qui est comparée à une séquence germinale de référence. Si l’homologie entre les deux 

séquences est supérieure à 98%, la séquence est définie comme non mutée (NM) alors qu’en cas d’une 

homologie inférieure à 98%, la séquence est considérée comme mutée (M) (Schroeder and Dighiero, 

1994). 
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L’analyse du statut mutationnel chez les patients porteurs de LLC permet de distinguer deux 

groupes en fonction de la présence de mutations dans l’IgVH. Ce facteur biologique, qui est stable tout 

au long de la maladie, est corrélé à la survie, ce qui en fait le principal facteur pronostic (Schroeder 

and Dighiero, 1994).  

Dans la LLC, la présence de mutations est associée à une maladie indolente et un pronostic favorable 

avec une médiane de survie de 25 ans alors que les patients présentant des IgVH NM auront un 

pronostic défavorable avec une médiane de survie inférieure à 8 ans (Hamblin et al., 1999). La 

répartition des patients en fonction de ce facteur biologique est de 60% de patients M et de 40% de 

patients NM. 

Des analyses du profil d’expression génique ont montré l’existence d’une signature 

transcriptionelle particulière et spécifique de la LLC par comparaison à d’autres lymphoproliférations. 

Un nombre restreint de gènes sont différentiellement exprimés entre la forme NM et M de LLC. En 

2001, une équipe a réussi à déterminer un groupe de 23 gènes différentiellement exprimés en fonction 

de l’état mutationnel (Klein et al., 2001). Parmi ces gènes, on retrouve notamment le gène codant la 

protéine zeta-chain-associated protein kinase (ZAP-70) (Rosenwald et al., 2001; Wiestner et al., 

2003). 

 

II.3.3. Expression de la protéine ZAP-70  

La protéine ZAP-70 est une tyrosine kinase décrite initialement dans la signalisation du 

récepteur des LT (TCR). Elle a depuis été retrouvée dans différentes sous-populations de LB avec des 

niveaux d’expression variables suivant le stade de maturation. En comparaison des LT, la protéine est 

exprimée avec une moindre intensité par les LB naïfs, les LB du centre germinatif (LB-GC), des LB 

mémoires, les LB CD5+ de sang de cordon ombilical (Cutrona et al., 2006; Nolz et al., 2005; Scielzo 

et al., 2006). 

 La protéine ZAP-70 est surexprimée par un sous-groupe de patient LLC. Une corrélation entre 

l’expression de la protéine ZAP-70 et le statut mutationnel a été confirmée dans la LLC (Rosenwald et 

al., 2001). L’expression de cette protéine est 5 fois supérieure chez les patients porteurs de LLC NM 

par rapport aux patients M, permettant ainsi de prédire le statut mutationnel des patients dans 93% des 

cas (Wiestner et al., 2003). 

Des études de survie ont montré que la présence de ZAP-70 associée à l’absence de mutations des 

gènes codants l’IgVH est un signe de mauvais pronostic (Chen et al., 2002; Rassenti et al., 2004). 

Cependant, de nombreuses difficultés ont été rencontrées pour standardiser la quantification de 

son expression en pratique quotidienne (Letestu et al., 2006). L’analyse de l’état mutationnel des 

IgVH reste à ce jour le facteur pronostic de référence dans cette leucémie. 
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II.3.4. Expression du marqueur CD38 

Le CD38 est une glycoprotéine membranaire exprimée à la surface de différentes cellules et 

notamment sur les LT et les LB activés. Il participe à l’interaction cellule-cellule, à la migration 

cellulaire et est considéré comme un transducteur de signal. Sa liaison avec son ligand, le CD31 

(Deaglio et al., 1998) augmente la survie cellulaire en inhibant l’apoptose dans le centre germinatif 

grâce à l’induction d’un faible flux calcique (Deaglio et al., 2007) et induit une sécrétion d’IL-2 (Lund 

et al., 1996). 

Les LB exprimant un taux de CD38 supérieur à 30% sont corrélés avec une absence de 

mutation des IgVH dans 64% des cas de LLC (Damle et al., 1999). L’association de l’expression du 

marqueur CD38 avec l’absence de mutation dans l’IgVH suggère un mauvais pronostic (Damle et al., 

1999; Del Poeta et al., 2001; Hamblin et al., 2002). Le CD38 a donc un intérêt pronostic pour évaluer 

la survie globale du patient (Del Poeta et al., 2001; Morabito et al., 2001). 

Des études ont cependant démontré une variation de son expression au cours de la maladie, ce 

qui remet en cause son intérêt (Ghia et al., 2003). 

 

 

Figure 8 : Facteurs biologiques pronostics de la LLC (adaptée de (Chiorazzi et al., 2005)). 
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II.4. Physiopathologie de la LLC 

 

II.4.1. Terrain génétique 

La LLC est une pathologie sporadique mais il existe des preuves de prédispositions 

génétiques. Différentes études montrent un risque augmenté (x8,5) de développer une LLC parmi les 

membres de la famille du premier degré du patient atteint (Goldin et al., 2009; Speedy et al., 2013). 

Dans la littérature, une seule étude a rapporté un cas de prédisposition génétique chez un 

patient présentant une diminution d’expression du gène pro-apoptotique Death-associated protein 

kinase 1 (DAPK1) (Raval et al., 2007).  

Des études d’association génomique (GWAS) ont permis de mettre en évidence divers loci de 

susceptibilité de développement de la LLC (Berndt et al., 2016; Di Bernardo et al., 2008; Law et al., 

2017a; Law et al., 2017b; Speedy et al., 2014). Ces divers loci entrainent un risque modéré. De plus, 

de nombreux loci de susceptibilité sont proches de gènes participant à des fonctions importantes 

comme l’apoptose (Berndt et al., 2016), le développement du LB ou encore participant à sa 

signalisation (liaison avec des facteurs de transcription notamment) (Di Bernardo et al., 2008; Law et 

al., 2017a). 

Actuellement, bien que la majorité des LLC soient de nature sporadique, de nombreuses 

études ont démontré l’existence d’une prédisposition familiale. Des validations restent nécessaires afin 

de confirmer cette base génétique. Une diminution d’expression du gène du Facteur de Régulation à 

l’Interféron - 4 (IRF4) a également été incriminée. Un modèle murin a mis en évidence le rôle de cette 

diminution d’expression en montrant le développement spontané de LLC dans les souris déficientes en 

IRF4. Les cellules murines responsables de cette leucémie présentaient toutes une résistance à 

l’apoptose qui était réversible lors de l’induction de l’expression de la protéine IRF4 (Shukla et al., 

2013). 

 

II.4.2. Anomalies génétiques 

 

II.4.2.1. Anomalies chromosomiques 

Plus de 80% de patients atteints de LLC présentent des anomalies chromosomiques (Dohner et 

al., 2000). Ces anomalies sont recherchées et mises en évidence à l’aide d’un caryotype et d’une 

Hybridation In Situ en fluorescence (FISH). 
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Les principales anomalies chromosomiques retrouvées sont la délétion 13q14, la trisomie 12, 

la délétion 11q22-23 et la délétion 17p13 (Dohner et al., 2000; Fabbri and Dalla-Favera, 2016; 

Juliusson et al., 1990). 

 

La délétion de la région 13q14 est l’anomalie la plus fréquente et touche 50 à 60% des 

patients. La région minimale de délétion comprend les gènes « Deleted in Lymphocytic Leukemia » 

(DLEU) ainsi que les gènes codant les microARNs (miRNAs) miR-15a et -16.1. 68% des patients 

LLC présentent une diminution, voire une absence, des miR-15 et-16 (Calin et al., 2002). Cette 

délétion est associée à un pronostic favorable avec une médiane de survie de 133 mois (Dohner et al., 

2000). Des modèles murins (Klein et al., 2010; Lia et al., 2012) présentant une délétion des miR-15a 

et -16 développent des lymphoproliférations confirmant ainsi le rôle pathogène de la perte de ces 

miARNs. 

La délétion de cette région peut, de par sa taille, impliquer une perte du suppresseur de tumeur 

du gène du rétinoblastome (RB1) (Ouillette et al., 2008). Cela en fait une délétion avec un pronostic 

défavorable (Ouillette et al., 2011).  

 

La deuxième anomalie chromosomique est la Trisomie 12 retrouvée dans 15 à 20% des 

patients.  

La présence de cette trisomie est un facteur pronostic indépendant du statut mutationnel et est associée 

à une médiane de survie de 114 mois (Dohner et al., 2000). 

L’association de la trisomie 12 et d’une mutation dans le gène NOTCH1 confère un mauvais 

pronostic en raison d’un risque d’évolution en syndrome de Richter plus important (Del Giudice et al., 

2012; Strati et al., 2015). 

 

La délétion d’une partie du bras long du chromosome 11 (délétion 11q22-23) est présente chez 

20% des patients et est associée à une médiane de survie de 79 mois (Dohner et al., 2000; Trbusek et 

al., 2006). L’étendue de la délétion est variable et celle-ci est fréquemment associée à une IgVH NM. 

Cette délétion peut entrainer la perte du gène suppresseur de tumeur Ataxie Télangiectasie Muté 

(ATM) codant une protéine de la voie de réparation des dommages de l’ADN (Stankovic and 

Skowronska, 2014). On trouve également des délétions 11q22-23 associées à une perte d’un régulateur 

négatif de la voie NF-B, Baculoviral IAP Repeat Containing 3 (BIRC3) (Rossi et al., 2012) 

 

La délétion du bras court du chromosome 17 (délétion 17p13) est mise en évidence chez 

moins de 10% des patients. Cette anomalie chromosomique, fréquemment associée à une IgVH NM, 

est associée à un mauvais pronostic avec une médiane de survie de 32 mois (Dohner et al., 2000) en 

raison de l’inactivation du gène codant la Protéine de Tumeur 53 (TP53). La délétion de ce gène 

entraine un défaut de la voie de réparation de l’ADN et de l’apoptose. 
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Le dépistage de cette anomalie chromosomique est important, car elle est associée à une 

résistance à la chimiothérapie et contre-indique le traitement par chimiothérapie induisant des lésions 

de l’ADN. 

 

II.4.2.2. Mutations génétiques 

Le développement du séquençage nouvelle génération (NGS) a fortement contribué à 

l’approfondissement des connaissances des anomalies génétiques dans la LLC.  

La première étude mentionnant le NGS, en 2011, a mis en évidence des mutations dans la 

séquence de 46 gènes. Le séquençage de ces gènes, sur une cohorte de 363 patients, a permis de 

confirmer une fréquence importante de mutations dans les gènes NOTCH1 (fréquence de 20%), 

Exportin 1 (XPO1), MYeloid Differentiation primary response gene 88 (MYD88) et Kelch-like 6 

(KLHL6). La présence de mutations dans les gènes MYD88 et KLHL6 est davantage associée à des 

IgVH mutées alors que les mutations dans les gènes NOTCH1 et XPO1 sont davantage associées à des 

IgVH non mutées (Puente et al., 2011).  

Une autre équipe a également retrouvé des mutations de NOTCH1 chez 8% des patients LLC 

et celles-ci sont associées à un mauvais pronostic. En effet, ces mutations sont retrouvées chez 31% 

des patients présentant un Syndrome de Richter et chez 21% des patients résistants à la chimiothérapie 

(Fabbri et al., 2011). 

D’autres gènes impliqués dans la pathologie ont été mis en évidence comme le gène codant la 

sous-unité 1 du Facteur d’Épissage 3B (SF3B1) où des mutations ont été retrouvées dans 10 à 15% 

des patients et associées à des formes plus évolutives de la leucémie (Quesada et al., 2011; Wang et 

al., 2011). 

Ces études ont, par ailleurs, retrouvé des mutations dans les gènes TP53, mutation la plus 

répandue chez les patients, ou encore dans le gène ATM (Wang et al., 2011). 

 

II.4.2.3. Anomalies épigénétiques 

Les anomalies épigénétiques correspondent à l’ensemble des modifications d’expression d’un 

gène, sans anomalie de sa séquence, par méthylation d’ADN ou modification de la structure de la 

chromatine (Ruden et al., 2003). 

L’épigénétique dans la LLC est bien documentée et démontre qu’il existe habituellement une 

hypométhylation généralisée dans les LB-LLC comparés à des LB issus de donneurs sains (Kulis et 

al., 2012). Cette hypométhylation de l’ADN est stable dans le temps, à la fois dans les cellules de LLC 

du sang périphérique et dans les cellules en cours de prolifération dans les ganglions lymphatiques 

(Cahill et al., 2013). 
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La comparaison de la méthylation de l’ADN entre les cellules avec des IgVH M et NM a mis 

en évidence une variation de la méthylation de gènes suppresseurs de tumeur et de gènes impliqués 

dans la prolifération et la progression tumorale, comme les gènes ADORA3, AIRE, IFNB1. (Cahill et 

al., 2013; Kanduri et al., 2010). Cette différence de méthylation entre les cellules possédant des IgVH 

NM et M pourrait également refléter leur origine puisque ce profil épigénétique est similaire à celui 

des cellules B naïves et des cellules B mémoires respectivement (Kulis et al., 2012). 

 

II.4.3. Anomalies des progéniteurs 

 

II.4.3.1. Hypothèse d’anomalies de cellules souches 

hématopoïétiques (CSH) dans la leucémogénèse 

L’hypothèse du rôle des CSH dans la leucémogénèse a été proposée en 2011 par l’équipe de 

Kikushige qui a suggéré la présence d’un évènement déclencheur au niveau de ces cellules (Kikushige 

et al., 2011). 

La greffe de CSH, issues de patients porteurs de LLC, dans des souris immuno-déficientes a 

montré leur capacité à recréer une hématopoïèse complète avec un biais de différenciation en faveur 

de la lignée B avec la présence d’expansion oligoclonale. 

Cependant, la présence d’un répertoire VH différent, entre le clone apparu et le clone tumoral initial 

(origine des CSH), conforte la présomption de la nécessité de modifications épigénétiques pour le 

déclenchement de la leucémogénèse. 

L’hypothèse est alors que le potentiel leucémogène existe au stade CSH et qu’une stimulation 

antigénique chronique ultérieure serait responsable de la prolifération de LB matures génératrice de la 

LLC (Figure 8). Une étude, portant sur l’analyse des télomères, suggère que les cellules de LLC non 

mutées ont déjà connu un épisode prolifératif avant la transformation en cellule leucémique (Damle et 

al., 2004). 



Introduction 

La Leucémie Lymphoïde Chronique (LLC)  Physiopathologie de la LLC 51 

 

Figure 9 : Représentation schématique du développement de la LLC humaine dans un modèle 

murin de xénogreffe (Kikushige et al., 2011) 

 

 

D’autres travaux ont confirmé, grâce à des modèles murins, la présence de CSH porteuses de 

mutations du clone tumoral dans la moelle de patients LLC. La présence de mutations retrouvées dans 

les CSH au niveau des gènes NOTCH1, SF3B1, BRAF et EGR2 entrainerait une perturbation de la 

différenciation hématopoïétique des LB précoces par dérégulation de la signalisation du pré-BCR 

(Damm et al., 2014). 

La démonstration de l’existence de progéniteurs hématopoïétiques pathologiques et leur rôle 

éventuel dans la leucémogénèse reste cependant à confirmer. 

Les mécanismes de leucémogénèse responsables du développement de la LLC restent encore 

mal connus, mais ces diverses études suggèrent un développement précoce de cette leucémogénèse 

avec un rôle des progéniteurs hématopoïétiques pathologiques déjà porteurs de lésions génétiques 

interférant dans le développement du LB. 

 

II.4.3.2.  « Side population » 

Les cellules « side-population » (SP) ont pour la première fois été décrites en 1996 grâce à un 

marquage cellulaire avec du colorant Hoechst 33342 qui a permis d’isoler une sous-population 

minoritaire excluant le colorant. Ces cellules possèdent un potentiel de régénération de l’hématopoïèse 

chez une souris irradiée (Goodell et al., 1996) et présentent donc certaines propriétés de cellules 

souches, comme l’auto-renouvèlement (Hirschmann-Jax et al., 2005; Kondo et al., 2004). De plus, il a 
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été démontré que ces cellules ont la capacité de développer l’initiation d’une tumeur après xénogreffe 

chez la souris (Hu et al., 2010). 

Dans la LLC, des cellules présentant des caractéristiques de cellules SP ont été isolées à partir 

de prélèvements issus de patients et ont montré des capacités d’auto-renouvèlement (Gross et al., 

2010) 

 

Les cellules SP sont donc détectables chez les patients atteints de LLC. Leur capacité d’auto-

renouvèlement bien supérieure aux cellules non-SP a été établie grâce à leur aptitude à induire des  

tumeurs et cela même lors de transplantations successives (Wu et al., 2007). De plus, ces cellules SP 

ont un rôle important dans la LLC, puisque la majorité de ces cellules se développent après un 

traitement à base de chimiothérapie. Cela prouve inéluctablement qu'elles représentent une population 

chimio-résistante (Foster et al, 2010). 

 

II.4.4. Cellule(s) d’origine 

Actuellement, l’origine cellulaire des LB-LLC reste discutée mais plusieurs hypothèses sont 

proposées (Chiorazzi and Ferrarini, 2011; Fabbri and Dalla-Favera, 2016; Zhang and Kipps, 2014). 

 

La première hypothèse découle de la description immunophénotypique du LB-LLC. 

L’expression de CD5 sur les LB-LLC suggère que la cellule dérive d’une sous population B CD5+ 

(Caligaris-Cappio, 1996). Il s’agit d’une sous population de LB naïfs présente en faible proportion (10 

à 25%) dans le sang périphérique (Fischer et al., 1997) ou au niveau des amygdales (Dono et al., 2007; 

Dono et al., 2004). 

 

Une deuxième hypothèse suggère comme origine de la cellule cancéreuse un LB de la zone 

marginale avec IgVH NM (Chiorazzi and Ferrarini, 2011), en raison des similarités entre ces cellules 

et les LB-LLC. Cependant, celle-ci est remise en cause puisque les cellules B de la zone marginale 

n’expriment pas le CD5 (Weill et al., 2009). 

 

La comparaison du profil d’expression génique des LB-LLC NM et des LB-LLC M montre de 

très fortes similarités et suggère une origine commune aux 2 types de cellules (Klein et al., 2001; 

Rosenwald et al., 2001). En effet, sur un panel de 12 000 gènes, seul 23 gènes sont différentiellement 

exprimés entre une cellule NM et une cellule M. Dans ces études, on trouve un profil transcriptomique 

très proche entre les cellules B mémoires CD27+ sortant du GC et les LB naïfs ou LB CD5+. 
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En 2012, la comparaison du profil d’expression génique du LB-LLC avec différentes sous-

population de LB comprenant, des LB naïfs, des LB de la zone marginale, des LB commutés, des LB 

mémoires IgM+/CD27+ et des LB CD5+ du sang périphérique (Seifert et al., 2012) a montré que le 

profil transcriptomique des LB-LLC est proche de celui des LB CD5+ du sang périphérique. 

De plus, en étudiant spécifiquement les séquences des gènes codants pour l’IgVH (Forconi et 

al., 2010; Stevenson and Caligaris-Cappio, 2004) et en effectuant une analyse du méthylome de 

l’ADN (Kulis et al., 2012), l’ensemble de ces données montre une forte proximité transcriptionnelle 

entre les LB-LLC NM et les LB matures CD5+ CD27- sans mutation des gènes IgVH ainsi que 

des similitudes entre les LB-LLC M et les LB CD5+ CD27+ post-GC possédant des mutations des 

gènes IgVH.  

 

II.4.5. Accumulation des cellules leucémiques 

 

II.4.5.1. Résistance à l’apoptose des lymphocytes B de 

LLC 

Les LB-LLC possèdent des caractéristiques de cellules quiescentes arrêtées en phase G0. Ces 

cellules sont en effet de petite taille, présentent une chromatine dense et un rapport nucléo-

cytoplasmique élevé. 

Une absence de phosphorylation de la protéine du gène RB1 suggère également un arrêt de la 

sénescence (Caligaris-Cappio et al., 1993; Kornblau et al., 1994). 

 

Les LB-LLC présentent un défaut d’apoptose favorisé par la surexpression de molécules anti-

apoptotiques comme la protéine du Lymphome à cellules B-2 (Bcl2) et la protéine Myeloid Cell 

Leukemia 1 (MCL-1). Cette dérégulation est amplifiée par la sous-expression de molécules pro-

apoptotiques comme la protéine Bax (de Totero et al., 2006; Kitada et al., 1999; Korz et al., 2002; 

Oppezzo and Dighiero, 2013). 

La surexpression de la protéine BCL-2, permettant une augmentation de la survie cellulaire, 

est due à la une diminution de la méthylation de sa région promotrice entrainant une augmentation de 

la transcription du gène (Hanada et al., 1993). D’autre part, cette surexpression peut également être 

expliquée dans les formes de LLC avec une délétion 13p, par la perte des miR-15-a et miR-16-1, qui 

régulent négativement la protéine BCL2 (Cimmino et al., 2005). Enfin, l’interaction ligand/récepteur 

CD38/CD31 améliore la survie cellulaire en favorisant également l’expression de BCL2 et BCL-X 

(Deaglio et al., 2005). 
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Par ailleurs, la surexpression et l’autophosphorylation de protéines en aval du BCR, comme 

SYK et ERK, dans les LB-LLC par rapport aux LB sains participent également à la dérégulation du 

mécanisme de mort et à l’augmentation de la survie cellulaire des LB-LLC (Buchner et al., 2009). La 

présence de la protéine ZAP-70, homologue de la protéine SYK, dans un sous-groupe de patients 

porteurs de LLC, vient amplifier ce phénomène d’activation de la voie du BCR (Chen et al., 2002; 

Gobessi et al., 2007; Richardson et al., 2006). 

 

De plus, dans 10 à 15% des LB-LLC, des mutations de TP53 et d’ATM, qui participent aux 

mécanismes de réparation de l’ADN, induisent des résistances à l’apoptose (Trbusek et al., 2006; 

Wang et al., 2011). 

 

Ex vivo, Il a été démontré le rôle essentiel, dans la résistance des cellules LLC, du système du 

protéasome/ubiquitination. L’irradiation d’un lymphocyte B sain induit une réponse pro-apoptotique. 

Au contraire, la réponse de certains LB-LLC, résistants à divers traitements, se traduit par une 

altération du processus d’apoptose (Delic et al., 1998; Masdehors et al., 1999). Une hypothèse suggère 

une augmentation du mécanisme d’ubiquitination dans le LB-LLC, interagissant ainsi dans le 

déroulement de la voie NF-B connue pour prévenir l’induction d’apoptose en réponse à divers 

stimuli (Delic et al., 1998).  

La protéine TP53 a un rôle important dans le processus pro-apoptotique induit par des 

irradiations (Lowe et al., 1993). Sa régulation est contrôlée, en partie, par le système ubiquitine 

protéasome dans les LB-LLC et sa dérégulation contribue à l’altération du mécanisme d’apoptose 

(Masdehors et al., 2000). 

 

II.4.5.2. Prolifération des lymphocytes B de LLC 

Différentes études ont permis de mettre en évidence la prolifération de LB-LLC et ont évalué 

son importance dans la leucémie. 

En 2005, à la suite d’un marquage de l’ADN de cellules tumorales, une étude a mis en 

évidence l’existence d’une dynamique avec la présence de cellules en prolifération. Pour cela, un 

isotope stable non radioactif a été administré chez les patients sous forme d’eau lourde (2H2O) afin de 

marquer l’ADN des cellules in vivo lors du cycle cellulaire. Cet isotope a ensuite été détecté dans le 

sang par spectrométrie de masse pour définir le taux de génération de cellules B. Ces données ont 

permis de mettre en évidence une prolifération dans les ganglions lymphatiques et la moelle osseuse. 

Le pourcentage de nouveaux LB-LLC générés quotidiennement a été évalué entre 0,1 et 1,76%, ce qui 

représente plus de 10
9
 nouvelles cellules par jour. Une prolifération importante des LB-LLC est 

corrélée à une maladie évolutive et agressive. Une prolifération cellulaire a été observée chez certains 
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patients présentant une lymphocytose stable, ce qui prouve que toutes les cellules B de LLC ne 

présentent pas un défaut d’apoptose (taux de mortalité calculé pouvait atteindre 1% du clone 

leucémique par jour) (Chiorazzi, 2007; Messmer et al., 2005). 

 

La présence d’un clone activé est aussi objectivée par la présence de plusieurs marqueurs 

d’activation cellulaires comme le CD23, CD25, CD69 et CD38 (Damle et al., 2002). De plus, un taux 

de marqueur d’activation bien plus élevé a été retrouvé dans les formes agressives (présentant une 

IgVH NM) par rapport aux formes indolentes. 

 

La prolifération de LB-LLC est également suggérée par l’analyse des télomères (Damle et al., 

2004). Un raccourcissement des télomères confirme le déroulement d’une division cellulaire et par 

conséquent d’une prolifération cellulaire. Damle et son équipe, ont montré que la longueur des 

télomères de LB-LLC possédant des IgVH NM est inférieure à celle des télomères de LB-LLC avec 

des IgVH M. Ces derniers sont eux-mêmes plus courts par rapport aux télomères des LB sains (qu’il 

s‘agisse de CD19+/CD5+ ou CD19+/CD5-). Le nombre de divisions des LB-LLC est d’autant plus 

important que la maladie est agressive. Cela est une nouvelle fois confirmé par la corrélation entre une 

forte activité télomérase et l’absence de mutations dans l’IgVH. 

 

Par ailleurs, les expériences de Messmer, ont montré une augmentation des B-LLC marqués 

dans le sang périphérique plusieurs semaines après l’arrêt de l’administration d’eau lourde (Messmer 

et al., 2005). La prolifération lymphocytaire est donc suivie par une libération des lymphocytes en 

périphérie après une certaine période. 

Cette prolifération des B-LLC a été mise en évidence dans les centres prolifératifs, également 

appelés « pseudo-follicules », au niveau des organes lymphoïdes (Oppezzo and Dighiero, 2013) où 

elles expriment fortement des marqueurs de prolifération comme le Ki67 ainsi que des molécules anti-

apoptotiques comme la survivine et le BCL2 (Granziero et al., 2001; Schmid and Isaacson, 1994). 

Les lymphocytes en prolifération sont retenus dans ces centres prolifératifs grâce à la 

diminution du récepteur CXCR4 (Calissano et al., 2011). Cette étude montre également que les 

cellules CD5+/CXCR4dim prolifèrent davantage et expriment un profil transcriptionnel enrichi en 

gènes exerçant des fonctions prolifératives (comme diverses cyclines) et anti-apoptotiques (BCL6), 

contrairement aux cellules de la fraction périphérique non proliférative CD5dim/CXCR4
fort

. 

 

II.4.5.3. Rôle du microenvironnement 

Le microenvironnement joue un rôle important dans de nombreux cancers. L’utilisation de 

cytokines ou de co-culture pour stimuler/activer des LB-LLC confirme le rôle du microenvironnement 

sur la balance apoptose/prolifération. La présence de nombreux récepteurs aux chimiokines 
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(interaction avec des facteurs solubles) ou encore l’interaction possible avec d’autres cellules (cellules 

stromales, cellules T) procurent une capacité non seulement de survie cellulaire mais également de 

prolifération (Ten Hacken and Burger, 2016). Toutes ces interactions avec les LB-LLC ont lieu 

majoritairement dans la moelle osseuse et les ganglions lymphatiques. Ils permettent notamment la 

migration des cellules dans les centres prolifératifs (Oppezzo and Dighiero, 2013). 

 Dans le microenvironnement lymphoïde, des cellules stromales et des cellules monocytaires 

Nurse-Like Cells (NLC) expriment diverses molécules favorisant la survie et la prolifération des 

lymphocytes de LLC. Ces NLC sont des cellules dérivées de monocytes présentes dans la rate et les 

organes lymphoïdes secondaires qui maintiennent une meilleure survie cellulaire par l’intermédiaire 

de BAFF et de la molécule A proliferation-inducing ligand (APRIL) (Burger et al., 2009a; Burger et 

al., 2000). La survie cellulaire est également favorisée par la liaison de CXCR4, exprimé par les 

cellules leucémiques, avec le CXCL12 (SDF-1) présent sur ces cellules NLC et les cellules stromales 

de la moelle osseuse (Burger et al., 1999). 

D’autres cellules environnantes, comme les monocytes, par l’intermédiaire de CD31, 

augmentent la survie et la prolifération des B de LLC qui expriment le récepteur CD38. Cette liaison 

va induire l’expression du CD100, une sémaphorine permettant un maintien de la croissance cellulaire 

(Deaglio et al., 2005). 

 

Enfin, l’interaction avec les cellules T, permise par la liaison du CD40 à la surface des LB et 

de son ligand, participe également à la prolifération et à la survie cellulaire par l’intermédiaire de la 

protéine survivine (Granziero et al., 2001). 

 

II.4.6. Rôle du BCR dans la leucémogénèse 

 

II.4.6.1. Présence d’une stimulation antigénique 

chronique 

L’analyse des gènes VH utilisés par les lymphocytes de LLC montre l’existence d’une 

restriction des familles VH utilisées par ces cellules puisque la fréquence d’utilisation de certains 

gènes VH est plus importante dans les LB-LLC que dans les LB sains. Physiologiquement, les LB 

possèdent une très grande variabilité du répertoire immunitaire grâce à la diversité combinatoire des 

régions variables (VDJ) et la diversité jonctionnelle.  

Une utilisation préférentielle des gènes VH 1-69 a été mis en évidence dans les LB-LLC avec 

IgVH NM et des gènes VH 4-34 dans les LB-LLC avec IgVH M (Johnson et al., 1997; Stevenson and 

Caligaris-Cappio, 2004). Au sein de la population suédoise, le gène VH (IGHV3-21) est retrouvé chez 
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11% des LLC (Tobin et al., 2002). L’association de gènes VH identiques et une similarité structurelle 

de la région de reconnaissance antigénique CDR3 (longueur et composition en acides aminés) permet 

de définir des BCR stéréotypés qui sont retrouvés dans 20 à 30% des lymphocytes de LLC (Fais et al., 

1998; Messmer et al., 2004; Stamatopoulos et al., 2007). Une région CDR identique est retrouvée chez 

1% des patients LLC.  

A ce jour, environ 200 stéréotypes différents ont été mis en évidence. Parmi eux, 19 stéréotypes 

regroupent 10% des patients (Vardi et al., 2014). 

Ces résultats suggèrent une sélection des LB-LLC par un nombre limité d’épitopes 

antigéniques et ces biais de répertoire des gènes VH associés à la présence de BCR stéréotypés 

suggèrent l’existence d’une stimulation antigénique à l’origine de la leucémogenèse. 

Différents antigènes bactériens ou viraux pourraient être impliqués dans cette stimulation 

antigénique. Une réactivité des anticorps de LB-LLC a effectivement été retrouvée dirigée contre des 

cellules apoptotiques ou des agents bactériens (Lanemo Myhrinder et al., 2008). 

Certains LB-LLC présentent une réactivité contre des antigènes du soi. Des études in vitro ont 

montré la présence d’auto-réactivité et de poly-réactivité d’anticorps recombinant issus de LB-LLC 

avec IgVH NM contrairement aux cellules présentant des IgVH M. Or, lors du rétablissement de ces 

anticorps non réactifs issus de cellules IgVH M dans des séquences germinales in vitro, celles-ci 

acquièrent une poly-réactivité similaire aux cellules IgVH NM (Herve et al., 2005). 

La restriction du répertoire du BCR des LB-LLC peut être le résultat d'un mécanisme de 

sélection antigénique. Ces antigènes pourraient être à l’origine de l'expansion d’un précurseur des LB-

LLC. Une stimulation antigénique chronique pourrait donc être à l’origine de la prolifération des 

lymphocytes de LLC. 

 

Pour certains BCR stéréotypés, une signalisation cellulaire autonome et antigène-indépendant 

a été mise en évidence (Duhren-von Minden et al., 2012), activant les voies en aval du BCR et 

favorisant la prolifération (Stevenson and Caligaris-Cappio, 2004). 

 

II.4.6.2. Signalisation et réponse cellulaire anormale des 

LB-LLC 

Les lymphocytes de la LLC sont caractérisés par une faible expression des immunoglobulines 

de surface (Oppezzo and Dighiero, 2013). Cette diminution pourrait être due à une anomalie de 

glycosylation entrainant un défaut dans le processus de transport de ces immunoglobulines à la 

membrane (Oppezzo and Dighiero, 2013; Vuillier et al., 2005). Ceci pourrait également traduire un 

état d’anergie de ces cellules (Packham et al., 2014). 
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Les lymphocytes B issus de patients porteurs de LLC expriment à leur surface un BCR 

d’isotype IgM et IgD (Dighiero et al., 1991). 

 

La fixation de l’antigène sur le récepteur induit une activation de l’immunoglobuline de 

surface et des molécules CD79/CD79 possédant des motifs ITAM. Cette activation entraine un 

ensemble d’activation/phosphorylation de kinases. La signalisation débute par l’activation des kinases 

Src (notamment LYN). Cela entraine le recrutement de la tyrosine kinase SYK puis on assiste à une 

propagation du signal via le recrutement de kinases en aval (activation de 3 voies principales). 

 

Les conséquences de l’engagement du BCR diffèrent entre les LB-LLC IgVH NM et les LB-

LLC IgVH M. Les LB-LLC avec IgVH NM ont une meilleure capacité de mobilisation du calcium 

ainsi qu’une plus forte capacité de phosphorylation de la protéine SYK (Mockridge et al., 2007). 

 

Certaines équipes ont suggéré que les LB-LLC mutés avaient une réponse à l’activation du 

BCR proche de celle du LB anergique (Packham et al., 2014). L’anergie est un mécanisme 

physiologique permettant de conserver des LB auto-réactifs lors des étapes de sélection négative 

médullaires, associé à une diminution d’expression de l’immunoglobuline de surface. Cette anergie 

peut être observée dans l’ensemble des LB-LLC mais se retrouve plus fréquemment au niveau des 

cellules possédant une IgVH mutée (Mockridge et al., 2007; Muzio et al., 2008; Packham et al., 

2014).  

Certains auteurs ont montré que seules les voies Ras/MAPK (facteur de transcription ERK) et 

PI3K/AKT étaient activées de façon limitée après activation du BCR. Cette diminution d’activation a 

pour conséquence une surexpression de protéines anti-apoptotiques (Petlickovski et al., 2005). 

 

Une équipe a montré l’existence d’une activation autonome du BCR induisant la prolifération 

de LB-LLC contenant une région CDR3 stéréotypée et constituant une sous population particulière 

(Duhren-von Minden et al., 2012). Cette activation autonome serait due à une reconnaissance par le 

CDR3 de motifs peptidiques sur sa propre chaine lourde (région FR2), induisant une dimérisation du 

BCR à la surface de ces LB-LLC. Le transfert d’un CDR3 stéréotypé sur un BCR sans capacité de 

signalisation est suffisant pour entrainer l’apparition d’un signal tonique autonome (Burger and 

Chiorazzi, 2013; Duhren-von Minden et al., 2012).  

Par ailleurs, différentes anomalies de signalisation ont été mises en évidence dans le LB-LLC. 

Parmi ces anomalies, on retrouve une augmentation de la phosphorylation de LYN (Contri et al., 

2005), de SYK (Gobessi et al., 2009) ou de NF-B (Hewamana et al., 2008) qui par conséquent 

entraine une signalisation du BCR amplifiée dans les LB-LLC en comparaison à la signalisation des 

LB issus de donneurs sains.  
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L’analyse des différents groupes de LLC et de leurs facteurs pronostics confirme le rôle 

essentiel de la kinase ZAP-70. Dans les formes agressives de la LLC (essentiellement IgVH NM), la 

présence de la protéine ZAP-70 entraine une amplification de la cascade de signalisation en renforçant 

l’activation de SYK et la réponse au BCR (Chen et al., 2008; Gobessi et al., 2007). Cette 

augmentation de l’activation de la voie SYK serait due à la séquestration d‘inhibiteurs par la protéine 

ZAP-70 (Chen et al., 2002). 

Les mécanismes d’interaction précis entre la protéine ZAP-70 et la protéine SYK restent 

aujourd’hui encore inconnus (Figure 10). 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Voies de signalisation activées suite à la stimulation du BCR d’un LB-LLC 

exprimant la protéine ZAP-70 (adaptée de (Zhang and Kipps, 2014)) 
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II.4.7. Modèles murins de la LLC 

Les modèles animaux sont cruciaux pour étudier une maladie, car ils permettent de tester les 

mécanismes physiopathologiques ainsi que l’efficacité de nouveaux traitements, en tenant compte des 

différences dues au changement d’espèce. 

Aujourd’hui, plusieurs modèles murins présentant des lymphoproliférations B et se 

rapprochant de la LLC ont été proposés. La plupart de ces modèles tentent de reproduire les anomalies 

génétiques retrouvées dans la LLC. Parmi ces modèles, deux se rapprochent au mieux de la pathologie 

humaine : il s’agit du modèle spontané de la souris New-Zealand Black (NZB), reproduisant une 

lymphoprolifération indolente et d’une souris transgénique E-TCL1 proche des formes agressives de 

LLC (Scaglione et al., 2007; Simonetti et al., 2014). 

Les souris NZB sont un modèle murin présentant une lymphoprolifération B polyclonale 

spontanée accompagnée d’une production d’auto-anticorps IgM. A l’âge d’un an environ, ces souris 

développent une prolifération monoclonale de LB CD5+ présentant des IgVH non mutées et 

exprimant la protéine ZAP-70, comme les cellules de la LLC humaine de forme agressive (Phillips et 

al., 1992; Scaglione et al., 2007). Par ailleurs, ces souris présentent une délétion équivalente à la 

délétion d’une partie du bras long du chromosome 13 chez l’Homme, entrainant la perte d’expression 

du miR-16. 

 

Un modèle de souris transgénique a permis de reproduire, grâce à la Cre-recombinase, la 

délétion d’une partie du bras long du chromosome 13 (14qC3 chez la souris). Cette délétion entraine la 

perte d’expression des miR-15 et -16. Ce modèle a permis de démontrer le lien entre la longueur de la 

délétion et l’agressivité de la pathologie (Klein et al., 2010; Lia et al., 2012). 

 

Un autre modèle murin permettant d’étudier la LLC est le modèle de souris transgénique E-

TCL1 qui reproduit en partie le phénotype LLC. Le gène T-Cell Leukemia 1 (TCL1) est surexprimé 

chez les patients présentant une forme agressive (IgVH NM/ZAP-70 pos) (Herling et al., 2006). 

L’expression du gène TCL1 dans ces souris se traduit par une accumulation progressive de LB 

CD5+/IgM+ quiescents (bloqués en phase G0/G1). Après un an environ, cette expansion monoclonale 

envahit les organes lymphoïdes (Bichi et al., 2002). On retrouve également un biais de répertoire, 

comme pour les cellules humaines, avec des LB monoclonaux présentant des IgVH NM avec une 

utilisation préférentielle de certains gènes VH (11, 12 et 4) (Yan et al., 2006). 

 

D’autres modèles murins reproduisant une surexpression de différents gènes mis en cause 

dans la LLC, comme le gène Bcl2, ont été proposés. La surexpression du gène codant la protéine anti-

apoptotique Bcl2 dans les souris BCL2xtraf2dn a permis de démontrer l’effet synergique de cette 

dernière avec une protéine similaire à TRAF1 surexprimée dans la LLC humaine (Zapata et al., 2004). 
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Ce modèle présente une mortalité importante des souris (80% à 14 mois) après le développement 

d’une lymphocytose et de pathologies liées à divers organes (splénomégalie, adénopathie, 

épanchement pleural). 

 

Le développement de ces modèles peut aujourd’hui participer à une meilleure connaissance de 

la leucémogénèse mais ceux-ci sont parfois difficilement transposables à l’Homme. Par exemple, dans 

le modèle murin E-TCL1, il n’existe pas de sous-population B CD5+ présentant des mutations 

somatiques (Simonetti et al., 2014). Néanmoins, ces modèles sont physiologiquement pertinents et 

restent très utiles pour la compréhension de divers mécanismes et pour rechercher de nouveaux agents 

thérapeutiques (Bresin et al., 2016). 
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II.5. Modèles d’étude de la prolifération des LB-LLC ex vivo 

Les cellules de LLC sont facilement accessibles du fait de leur circulation dans le sang 

périphérique mais elles sont difficilement cultivables en laboratoire. Malgré leur nature tumorale, les 

LB issus de patients porteurs de LLC ne prolifèrent pas spontanément ex vivo et entrent rapidement en 

apoptose en l’absence de stimulation (Collins et al., 1989). 

 Ainsi, après 3 jours de culture, 50% des LB-LLC subissent une apoptose spontanée (Bernal et 

al., 2001; Deglesne et al., 2006). 

Cette apoptose est observée pour l’ensemble des groupes de LLC (NM et M) avec néanmoins 

une apoptose plus élevée dès le premier jour de culture pour les cellules avec des IgVH Non mutées 

(21% vs 11% à J1). Cette différence est due à une inactivation rapide du signal tonique de NF-B et 

une diminution de l’expression de Bcl-2 dans ces cellules ex vivo (Coscia et al., 2011). 

 

Les connaissances actuelles sur la pathogénèse de la LLC prédisent l’existence d’une 

stimulation antigénique chronique dans la leucémogénèse (Stevenson and Caligaris-Cappio, 2004) et 

celle-ci semble essentielle à la survie et à la prolifération des LB-LLC in vivo (Fabbri and Dalla-

Favera, 2016). D’autre part, l’auto-activation du BCR in vivo pourrait être responsable du maintien de 

la stimulation chronique dans certains sous-types de LLC (Duhren-von Minden et al., 2012). 

Dans ces conditions, la mise en place d’un modèle de stimulation du BCR de LB-LLC ex vivo 

induisant une prolifération cellulaire est nécessaire pour étudier la physiopathologie de cette leucémie. 

 

II.5.1. Activation ex vivo du récepteur à l’antigène du B-LLC 

L’activation ex vivo du BCR par l’utilisation d’anticorps solubles induit un programme 

transcriptionnel et protéique spécifique des cellules LLC (Perrot et al., 2011; Vallat et al., 2007) et 

l’absence de co-stimulation du BCR induirait une activation incomplète des voies MAPK et AP1 

(Petlickovski et al., 2005). 

De plus, l’activation isolée du BCR de LB-LLC ex vivo, par un anticorps anti-IgM soluble, 

renforce l’apoptose de ces cellules en culture. En effet, l’ensemble des études utilisant une stimulation 

isolée du BCR montre un déclenchement du mécanisme d’apoptose supérieur à l’apoptose spontanée 

ainsi qu’une absence totale de prolifération. Le taux d’apoptose, après 3 jours de stimulation, va de 

32% à 77% pour une concentration d’anti-IgM de 5µg/ml à 10µg/ml (Petlickovski et al., 2005; Vallat 

et al., 2007; Zupo et al., 2000). Cette apoptose est plus élevée chez les patients présentant une forme 

agressive de LLC (Petlickovski et al., 2005).  
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Une seule équipe a observé une légère prolifération avec ce modèle. Cette étude rapporte une 

prolifération mise en évidence par un marquage du Ki67 (marqueur présent lors des stades G1/S/G2 et 

M du cycle) et présente 3 groupes de réponse. Un groupe non répondeur présentant un signal perturbé 

et une absence de flux calcique, un groupe avec une induction du cycle cellulaire (7/26 patients, 43% 

de Ki67 à J1, forte phosphorylation du facteur AKT) et une diminution d’apoptose (présence d’un flux 

calcique fort et prolongé ainsi qu’une forte activation de PI3K) et enfin un groupe de cellules entamant 

le processus d’apoptose. L’expression et la phosphorylation de la protéine ZAP-70 sont retrouvées 

uniquement dans les cellules entrant en apoptose (Nedellec et al., 2005). 

 

L’utilisation d’anti-IgM immobilisé n’a pas d’effet sur la prolifération mais améliore la survie 

cellulaire. On observe une diminution de l’apoptose (5 à 10%) (Deglesne et al., 2006; Petlickovski et 

al., 2005). Cette activation induit une signalisation complète et persistante dans les trois principales 

voies du BCR et s’accompagne de l’augmentation de protéines anti-apoptotiques, comme MCL1 

(Petlickovski et al., 2005). 

 

Toutes ces études montrent qu’une activation du BCR isolée est insuffisante pour entrainer 

une prolifération des LB-LLC car elle stimule l’apoptose des cellules. Une co-stimulation apparait 

donc nécessaire pour induire une prolifération des LB-LLC ex vivo. 

 

II.5.2. Activation ex vivo par l’utilisation de signaux de co-

stimulation du LB-LLC 

Comme pour les modèles d’activation des LB physiologiques, on retrouve un grand nombre 

de modèles reproduisant la collaboration entre le LB et le LTh. 

 

II.5.2.1. Activation du LB-LLC par des cytokines 

produites par les LT 

La collaboration LB/LTh se fait par le contact entre le CD40 et son ligand CD40L. 

L’activation ex vivo du récepteur CD40 à la surface des LB avec du CD40L soluble entraine une faible 

prolifération avec taux inférieur à 10% des cellules en phase S (Ahearne et al., 2013) et diminue 

l’apoptose par deux après 3 ou 4 jours (Bhattacharya et al., 2015; Granziero et al., 2001) grâce à la 

mobilisation de différents gènes, comme le proto-oncogène MYC (Furman et al., 2000). 

Cette diminution de la mortalité cellulaire est retrouvée principalement chez les patients avec 

des IgVH NM (taux de 20% contre 60% dans les cellules non stimulées après 7 jours de stimulation) 

(Coscia et al., 2011). 
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De plus, la stimulation par le CD40L induit une expression du récepteur à l’IL-21 à la surface 

du lymphocyte B (Coscia et al., 2011; de Totero et al., 2006). 

 

Au-delà de l’interaction CD40/CD40L, plusieurs interleukines produites par le LTh agissent 

sur l’activation du LB.  

L’IL-4 permet principalement d’obtenir une meilleure survie cellulaire en divisant l’apoptose 

par deux (Dancescu et al., 1992). Cet effet anti-apoptotique ne semble pas influencé par l’état 

mutationnel (Coscia et al., 2011). Cette interleukine protège de l’apoptose en stimulant la voie 

Jak3/STAT6 et en augmentant l’expression des protéines anti-apoptotiques MCL1 et BCL2 (Aguilar-

Hernandez et al., 2016; Ruiz-Lafuente et al., 2014; Steele et al., 2010). Une étude publiée en 1993 

montre même une survie des LC-LLC jusqu’à 3 semaines après stimulation par l’IL-4 (Panayiotidis et 

al., 1993). 

 

L’IL-21, autre interleukine produite par les LTh, va activer la voie JAK/STAT1-3-5 et possède 

un rôle pléiotrope avec une action sur la prolifération et la différenciation (Spolski and Leonard, 

2014). 

L’IL-21 induit l’apoptose du LB-LLC lorsqu’elle est utilisée seule, avec un effet dose-

dépendant (de Totero et al., 2008; de Totero et al., 2006). En association avec l’IL-15, l’IL-21 induit 

une légère prolifération (inférieure à 2000 cpm dans un test utilisant la thymidine tritiée) mais celle-ci 

vient contre-balancer l’effet anti-apoptotique de l’IL-15 (de Totero et al., 2008). 

 

Un très grand nombre de cytokines ont été testées de manière isolée et la plupart, comme l’IL-

13 (Chaouchi et al., 1996), n’entrainent aucune prolifération. Seulement deux interleukines utilisées 

isolément peuvent entrainer une prolifération.  

L’IL-15 possède également un rôle dans la prolifération des LB-LLC (2085 cpm contre 216 

cpm pour les cellules non stimulées après 5 jours) (de Totero et al., 2008; Trentin et al., 1996). 

L’IL-2 pourrait aussi participer à la prolifération de ces cellules (entre 3000 cpm et 7000 cpm 

contre 500 à 1500 cpm pour la condition non stimulée) (Chaouchi et al., 1996; Karray et al., 1988; 

Mainou-Fowler et al., 1995), mais cet effet n’a pas été confirmé dans d’autres études, malgré 

l’utilisation d’une large gamme de concentration (Touw et al., 1987; Trentin et al., 1996).  

Différentes équipes ont analysé l’effet de l’association de ces différentes cytokines. 

L’association d’IL-4 (Karray et al., 1988) ou d’IL-13 (Chaouchi et al., 1996) inhibe la prolifération 

induite par l’IL-2, alors que l’ajout d’IL-15 augmente cette prolifération (dose dépendance des deux 

IL) (Trentin et al., 1996) 
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 Des modèles de stimulation associant le CD40L soluble à différentes interleukines ont été 

proposés. 

L’association du CD40L avec l’IL-2 ou l’IL-13 ne permet pas d’induire la prolifération 

lymphocytaire (Chaouchi et al., 1996). 

Le CD40L soluble associé à l’IL-4 diminue l’apoptose (mortalité de 20%) (Coscia et al., 

2011) et permet une prolifération des LB-LLC après 7 jours de culture. Cette prolifération reste limitée 

avec une réponse de la moitié des patients testés et un taux de cellule en phase S inférieur à 20% 

mesuré à l’aide de bromodésoxyuridine (BrdU) (Ahearne et al., 2013; Chaouchi et al., 1996). 

 

La combinaison de cytokines permettant d’obtenir la meilleure prolifération associe du 

CD40L soluble, de l’IL-4 et de l’IL-21 (Ahearne et al., 2013). Celle-ci permet d’induire le passage de 

plus de 30% des LB-LLC en phase S. 

Une stimulation du récepteur CD40 induit l’expression du récepteur à l’IL-21 à la surface des 

LB-LLC (de Totero et al., 2006). Une prolifération plus importante est donc obtenue si l’apport d’IL-

21 est réalisé après une pré-incubation de 24h avec du CD40L et de l’IL-4 (Ahearne et al., 2013; Saito 

et al., 2008). 

 

La co-stimulation associant le CD40L, l’IL-4 et l’IL-21 montre l’importance du 

microenvironnement et des LT. Le rôle des LTh folliculaires présents dans les centres prolifératifs 

semble également primordial (Caligaris-Cappio, 2003; Herishanu et al., 2011). 

 

II.5.2.2. Activation du LB-LLC par le récepteur à 

l’antigène associée aux cytokines T 

L’activation isolée du récepteur à l’antigène induit l’apoptose des cellules primaires de LLC 

ex vivo. Néanmoins, les effets de différentes cytokines T associées à l’activation du BCR ont été 

étudiés par plusieurs équipes (Chaouchi et al., 1996). L’association d’anti-IgM avec de l’IL-4 ou de 

l’IL-13 n’induit pas de prolifération. Cependant, on observe une prolifération ex vivo après 3 jours, 

lors de l’activation du BCR combinée à l’IL-2 (40000 cpm pour les cellules stimulées contre 1500 

cpm pour celles non stimulées). 

 

L’association d’une activation du BCR avec une stimulation par du CD40L soluble ne permet 

pas de faire proliférer les LB-LLC mais participe à une amélioration de la survie cellulaire avec une 

apoptose divisée par 3 après 48h de stimulation (Bernal et al., 2001). L’inhibition de l’activité caspase, 

l’activation de NF-B et la surexpression de protéines anti-apoptotiques (MCL1, BCL2, BFL-1) 

permettent d’inhiber l’apoptose dans ces conditions. 
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II.5.2.3. Activation du LB-LLC par le récepteur TLR9 

Plusieurs équipes utilisent la voie du TLR9 pour induire une prolifération des LB-LLC. Le 

récepteur TLR9, qui reconnait l’ADN double brin hypométhylé au niveau des motifs CpG, a une 

action sur le cycle cellulaire et un effet prolifératif sur le LB (Good et al., 2006; Peng, 2005). 

 

Différentes études mettent en évidence des réponses hétérogènes lors de l’activation de cette 

voie dans les LB-LLC avec une induction d’apoptose, une survie cellulaire ou une prolifération. La 

capacité de la cellule à activer la kinase SYK et l’absence de mutations sont tous deux des facteurs 

prédictifs de la réponse au CpG-ADN. La phosphorylation de SYK va induire une activation de la voie 

MAPK aboutissant au facteur de transcription ERK, commun avec la voie du BCR et participant à la 

prolifération cellulaire. Il existerait alors un effet synergique entre la voie du BCR et la voie TLR9 

(Chatzouli et al., 2014). On observe une prolifération plus importante si la protéine ZAP-70 est 

présente et si la cellule présente des IgVH NM (Decker et al., 2000; Longo et al., 2007; Tromp et al., 

2010; Wagner et al., 2016). 

Cela semble en contradiction avec des résultats publiés en 2013 où les cellules issues de patients 

présentant une LLC non progressive et des IgVH M prolifèrent davantage (Ghalamfarsa et al., 2013). 

L’observation qui ressort d’un grand nombre d’études est qu’un traitement ex vivo au CpG-

ADN va entrainer une forte diminution de la viabilité et ce dès le premier jour de culture suite à une 

augmentation du clivage de la poly(ADP-ribose) polymérase (PARP) et de l’activation de la caspase 8 

(casp8) (Chatzouli et al., 2014). Après 5 jours de stimulation, plus de 70% des cellules sont en 

apoptose. De plus, l’action du CpG-ADN induit des modifications morphologiques, comme une 

augmentation de la taille cellulaire et une augmentation du cytoplasme basophile, ainsi qu’une 

altération de la production de cytokines (Liang et al., 2010). 

 

La stimulation de la voie TLR9 en combinaison avec différents cytokines T est fréquemment 

décrite dans la littérature. 

Le CpG-ADN combiné à l’IL-2 provoque une forte prolifération (84% de CFSEdim à 7 jours) 

d’une population de cellules LLC majoritaires. Alors que les cellules « side-population », présentant 

les marqueurs de la maladie ainsi qu’une résistance aux traitements prolifèrent à un taux de 30% après 

7 jours de culture (Gross et al., 2010). 

L’association du CpG-ADN et de l’IL-21 a montré un effet prolifératif sur des cellules 

n’exprimant pas le marqueur CD38 ou des cellules avec des IgVH M et n’exprimant pas la protéine 

ZAP-70 (Ghalamfarsa et al., 2013). 

 En 2015, la combinaison du CpG-ADN à l’IL-15 a démontré son fort potentiel avec une 

prolifération analysée en CFSE qui se situait entre 70 et 90% après 6 jours de culture (Mongini et al., 
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2015). Il existe une corrélation entre une forte réponse proliférative et la diminution de la survie 

cellulaire : plus il y a de prolifération, plus on observe de cellules en apoptose. 

 

II.5.3. Activation du LB-LLC par l’utilisation de co-cultures 

La grande majorité des modèles ex vivo retrouvés dans la littérature proposent des systèmes de 

co-culture associant les LB-LLC à d’autres cellules comme des LT, des cellules stromales ou des 

fibroblastes. 

Actuellement, il reste difficile d’obtenir une prolifération robuste des LB-LLC primaires. 

Ces modèles induisent une stimulation continue et non contrôlée. Cela rend difficile la mise en 

évidence des acteurs indispensables de la prolifération. En effet, l’utilisation de co-cultures entraine la 

présence d’un grand nombre de facteurs non désirés et rend ainsi très difficile les études des facteurs 

importants (Lutzny et al., 2013). D’où la nécessité de mettre en place un modèle le plus simple 

possible avec un nombre de facteurs minimaux et connus. 

 

II.5.3.1. Co-culture de cellules souches de moelle 

osseuse (BMSC) 

Les cellules stromales de la moelle osseuse (BMSC) fournissent un support fonctionnel et 

structural aux cellules hématopoïétiques. 

 

La co-culture de LB-LLC et de BMSC de donneurs sains (Lagneaux et al., 1998; Panayiotidis 

et al., 1996) ou autologues (Coscia et al., 2011) augmente la survie cellulaire. Paradoxalement, la co-

culture de LB sains et de BMSC entraine une apoptose (Lagneaux et al., 1998). 

Des expériences de co-culture utilisant des membranes, afin d’empêcher tout contact entre les 

deux types cellulaires, ont montré que le contact cellulaire est indispensable pour permettre une 

diminution de l’apoptose. En effet lors d’un contact direct entre ces cellules, l’expression de la 

protéine anti-apoptotique BCL2 est maintenue (Lagneaux et al., 1998). Cette diminution de l’apoptose 

est observée pour les cellules IgVH NM et M. Le taux d’apoptose diminue jusqu’à 5% après 7 jours 

chez les patients M (Coscia et al., 2011). 

 

L’ajout de cytokines à ce modèle de co-culture a été décrit dans la littérature. La co-culture de 

BMSC associée à du CD40L soluble, de l’IL-10 et de l’IL-2 permet d’induire une entrée dans le cycle 

cellulaire avec 8% des cellules en phase S-G2/M à 3,5j. Cette réponse est essentiellement observée 

avec des cellules exprimant ZAP-70 (Plander et al., 2009). 
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Un autre modèle associe des BMSC avec du CD40L soluble et du CpG-ADN. Ce cocktail 

montre une faible prolifération avec 11% de Ki67 après 3 jours. Comme dans la stimulation utilisant le 

CpG-ADN, on constate une diminution de la survie cellulaire et donc une perte du bénéfice des BMSC 

avec 80 % d’apoptose à J3 (Purroy et al., 2014; Purroy et al., 2015). 

 

II.5.3.2. Co-culture de lymphocytes T activés 

Quelques équipes ont également utilisé des modèles composés, non plus de BMSC mais d’une 

co-culture de LT autologues et ont mis en évidence une faible prolifération inférieure à 20% de 

CFSEdim. Ces résultats corrèlent avec la présence de cellules exprimant fortement le marqueur CD38 

(CD38high) (Patten et al., 2008). Ce modèle a permis de mettre en évidence l’induction d’un groupe 

de gènes participant au cycle cellulaire (Pascutti et al., 2013). 

L’ajout de cytokines comme l’IL-2 ou de CpG-ADN n’induit pas plus de 25% de cellules en 

phase S après 5 jours de culture (Os et al., 2013). 

 

II.5.3.3. Co-culture de cellules fibroblastiques 

Elles utilisent le plus souvent des cellules fibroblastiques murines comme les cellules 

nourricières : 3T3. 

Ces cellules sont souvent transfectées afin d’exprimer le CD40L qui dans ces conditions (donc 

non soluble) est présenté directement aux récepteurs CD40 à la surface du LB. Cette approche permet 

un gain de survie cellulaire avec une augmentation de nombreuses protéines anti-apoptotiques comme 

Bcl-2, FLIP et Survivine (Hamilton et al., 2012; Kater et al., 2004). On retrouve également un léger 

avantage prolifératif en présence de ces fibroblastes (Pascutti et al., 2013) et essentiellement sur les 

cellules IgVH NM (Tromp et al., 2010). Sur une période de 21 jours, 2 à 3 générations de cellules ont 

été observées (Hamilton et al., 2012). 

La présence de fibroblastes au contact des LB entraine également une augmentation de 

nombreux autres marqueurs comme le CD54, CD80, CD86, CD70, CD95 (Kater et al., 2004) et ZAP-

70, CD11c et CD38 (Hamilton et al., 2012). 

 

D’autres équipes ont associé cette co-culture de fibroblastes 3T3 avec diverses cytokines. 

L’utilisation de 3T3 associée à une activation du BCR avec un anti-IgM soluble n’entraine pas plus de 

20% de prolifération (CFSE) après 6 jours (Pascutti et al., 2013). 

L’utilisation d’autres cytokines comme l’IL-2, l’IL-4 et l’IL-15 a montré une faible, voire 

aucune, induction de prolifération (Pascutti et al., 2013). Cependant, une bonne prolifération après 3 
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jours de culture est observée si on associe l’IL-15 aux 3T3 (12 000cpm contre <2000cpm en condition 

non stimulée) (de Totero et al., 2008; de Totero et al., 2006). 

L’IL-21 associée avec une co-culture de 3T3 et une activation du BCR (Pascutti et al., 2013) 

ou non (Pascutti et al., 2013; Thijssen et al., 2016) permet d’obtenir une forte prolifération de LB-LLC 

(>75% en CFSE) et une moyenne de 5 générations cellulaires après 6 jours. 

 

L’ajout de CpG-ADN à la co-culture permet d’obtenir une prolifération modérée (7500 cpm 

contre 2500 cpm pour la co-culture seule) (Decker et al., 2000) et est en faveur d’une plus forte 

réponse des cellules IgVH NM. Cela serait dû à une différence de signalisation de la voie NF-B ainsi 

qu’au maintien de p52 et BclXL dans ces cellules (Tromp et al., 2010) 

 

L’association d’une double co-culture avec l’utilisation de 3T3 et de LT autologues activés a 

permis d’obtenir une faible prolifération avec une induction du cycle cellulaire au troisième jour 

s’élevant à 11% (Ki67). Dans ce modèle, deux marqueurs semblent se distinguer et ont été proposés 

comme marqueurs de prolifération, le CD80 et le CD86 (Asslaber et al., 2013). 

 

D’autres types cellulaires en co-culture ont été testés comme les « nurse-like cells », des 

cellules stromales du sang exprimant le facteur CXCL1 (SDF1) et favorisant la survie cellulaire 

(Burger et al., 2000; Filip et al., 2015; Tsukada et al., 2002). Les cellules épithéliales mammaires 

humaines (HMEC1) (Buggins et al., 2010; Hamilton et al., 2012) permettent également de maintenir 

les LB LLC en culture au-delà de 14 jours. 

D’autres fibroblastes murins (L-cells CD31+) induisent une légère prolifération grâce à 

l’interaction CD38/CD31 permettant une augmentation du CD100 et ainsi une survie associée à une 

prolifération (Deaglio et al., 2005). 

 

Ces modèles associant une culture de LB-LLC à d’autres types cellulaires permettent de 

reproduire fidèlement les conditions physiopathologiques. Néanmoins, ces modèles sont responsables 

d’une stimulation continue impliquant de nombreux facteurs. 
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III. Réponse transcriptionnelle et protéomique des LB-LLC 

après activation du BCR 

 

III.1. Analyse transcriptionnelle et protéomique 

Toutes les cellules de l’organisme sont en contact permanent avec leur environnement. Ces 

contacts permettent aux cellules de fournir une réponse adaptée en cas de modifications des signaux 

recueillis (Yosef and Regev, 2011). Une stimulation d’un récepteur cellulaire induit, dans la majorité 

des cas, des cascades de signalisation aboutissant à l’activation de différents facteurs de transcription. 

L’activation de certains gènes induit la synthèse de protéines qui seront le support de la réponse 

cellulaire. Cette cascade transcriptionnelle et protéomique forme un réseau de régulation qui peut être 

considéré comme un programme génique et protéique cellulaire (Lee et al., 2002; Luscombe et al., 

2004). 

Le programme cellulaire induit dans une cellule dépend de nombreux facteurs comme 

l’origine des stimuli ou encore la durée et la force de la stimulation (Damdinsuren et al., 2010). Une 

stimulation cellulaire conduit à l’expression coordonnée de nombreux gènes. On assiste rapidement, 

en quelques minutes ou quelques heures, à l’expression des premiers gènes appelés « gènes de réponse 

précoce » (Damdinsuren et al., 2010; Fowler et al., 2013). 

 

Dans certaines pathologies, des anomalies géniques peuvent perturber ces programmes 

cellulaires. L’étude de la structure des réseaux de régulation transcriptionnelle est essentielle dans la 

compréhension du mécanisme des pathologies et dans la recherche de nouvelles cibles thérapeutiques.  

La plupart des études comparent les différences transcriptionnelles et protéomiques basales 

entre les LB-LLC et les LB sains (Aalto et al., 2001; Casellas et al., 2001; Jelinek et al., 2003; 

Rosenwald et al., 2001; Stratowa et al., 2001) ou uniquement à un temps donné après l’activation du 

LB ex vivo par anti-IgM (Herishanu et al., 2011), par IL-4 (Ruiz-Lafuente et al., 2014) ou encore lors 

d’une co-culture (Burger et al., 2009b; Filip et al., 2015; Pascutti et al., 2013). On trouve cependant 

très peu de données de cinétique transcriptionnelle après activation du récepteur à l’antigène ou 

uniquement à deux temps après l’activation du BCR (Guarini et al., 2008; Pede et al., 2013; Tavolaro 

et al., 2015). 

Les gènes différentiellement exprimés (DE) dans les LB-LLC après activation du BCR in vitro 

sont essentiellement des gènes de la prolifération tumorale, de la signalisation du BCR et de 

l’apoptose. Herishanu et son équipe ont observé 60 gènes surexprimés 6 heures après l’activation 

(Herishanu et al., 2011). Les gènes liés aux voies du BCR sont les plus représentés avec des gènes 
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activés par NF-B, comme la cycline CCND2 (cycle cellulaire), le gène codant pour une protéine anti-

apoptotique BCL2A1, ou encore des gènes codant des protéines qui régulent le signal du BCR 

(DUSP2). La forte surexpression du proto-oncogène MYC, qui a un rôle crucial dans le cycle cellulaire 

et l’apoptose, a également été mise en évidence dans les LB-LLC (Pede et al., 2013). 

Notre groupe a analysé la cinétique d’expression de LB-LLC à 4 temps après activation du 

BCR (6 premières heures) (Perrot et al., 2011; Vallat et al., 2007). Cette étude a mis en évidence 

l’induction d’un programme génique spécifique des LB-LLC à la suite d’une activation in vitro du 

BCR (Vallat et al., 2007) ainsi qu’une dynamique d’expression protéique spécifique (Perrot et al., 

2011) avec la mise en évidence d’un grand nombre de gènes (426) différentiellement exprimés (DE) 

entre les LB-LLC et les LB sains.  

La comparaison des profils d’expressions entre LLC NM et LLC M a mis en évidence une 

vingtaine de gènes dont le celui codant la protéine ZAP-70 (Casellas et al., 2001; Ferrer et al., 2004; 

Haslinger et al., 2004; Rosenwald et al., 2001). Cette différence transcriptionnelle entre les LLC NM 

et LLC M est retrouvée au niveau protéique (Perrot et al., 2011). 

Parmi les gènes DE entre les LB de la forme agressive et indolente, certains sont spécifiques 

de l’état mutationnel, notamment OAS3, LPL et GF11 qui sont surexprimés dans des cellules LLC 

IgVH NM et CCL4 et EGR3 qui sont surexprimés dans les cellules IgVH M (Herishanu et al., 2011). 

Dans les analyses transcriptionnelles réalisées après activation du BCR, la différence transcriptionnelle 

entre ces deux formes s’observe dès la sixième heure de stimulation et est accentuée après 24h. On 

identifie alors des gènes codant des protéines ayant des fonctions de transduction du signal, de 

transcription ou de cycle cellulaire qui sont surexprimés dans les cellules IgVH NM (Guarini et al., 

2008). 

Après stimulation du BCR par un anti-IgM, on observe un profil d’expression des miRNAs 

particulier dans les LB-LLC en comparaison des LB sains. On retrouve 24 miRNAs DE puis 16 

miRNA DE après 24 et 48h d’activation respectivement (Tavolaro et al., 2015). Deux miRNAs 

majeurs, miR-132 et miR-212, sont associés aux formes agressives de LLC. Les principales cibles de 

ces miRNA sont RB/E2F, essentiel dans la régulation du cycle cellulaire et le gène TP53 régulant 

l’apoptose. 

 

Pour l’étude des LB-LLC, les mêmes modèles d’activation in vitro à base de co-culture de 

fibroblastes, de LT activés (Pascutti et al., 2013) ou de cellules NLC (Filip et al., 2015) ont également 

été utilisés. L’ensemble de ces études montre une surexpression de gènes impliqués dans la régulation 

de l’apoptose, avec la surexpression de gènes anti-apoptotiques, et dans la régulation du cycle 

cellulaire. 

L’activation par l’IL-4 soluble a permis de mettre en évidence 54 gènes exprimés 

spécifiquement dans les LB-LLC. De plus, l’expression de ZAP-70 influence la réponse 

transcriptionnelle des LB-LLC après activation du BCR (Ruiz-Lafuente et al., 2014). 
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III.2. Reconstruction des réseaux d’interactions de gènes 

Définir et modéliser les réseaux d’interactions géniques et protéiques qui conditionnent la 

réponse cellulaire représente un enjeu indispensable pour mieux comprendre et agir sur ces systèmes 

complexes. 

Une collaboration entre deux disciplines, la biologie et les mathématiques, est nécessaire pour 

analyser ces programmes cellulaires.  

 

Analyser un réseau dans sa globalité exige d’identifier, dans un premier temps, l’ensemble des 

acteurs du système puis les interactions qui surviennent suite aux variations des conditions 

environnementales (Bray, 2003). Ensuite, ceci nécessite de prendre en compte la dynamique du 

système, c’est à dire le mécanisme permettant le passage d’un état d’équilibre à un état activé après 

perturbation (étude des changements au cours du temps). La description du système qui en découle 

permet de le contrôler en induisant des modifications orientées (déterminer les acteurs qui ont le plus 

grand effet et redéfinir le système qui consiste à agir sur celui-ci pour le faire évoluer) (Kitano, 2002a, 

b).  

Comme nous venons de le mentionner dans la partie précédente, suite à une stimulation, le 

BCR va induire des cascades de signalisation composées de nombreux acteurs. L’expression de ces 

acteurs, dont font partie les facteurs de transcription, est coordonnée dans le temps. L’expression 

rapide et transitoire de certains facteurs de transcription induit l’expression de gènes plus tardifs. Cette 

cascade va aboutir à la transcription de gènes responsables de la réponse cellulaire adaptée au stimulus 

(Yosef and Regev, 2011). 

 

Pour modéliser ces réseaux, différentes approches sont possibles. Il n’existe pas de méthode 

standard car chaque approche répond à différentes hypothèses et possède sa spécificité (Marbach et al., 

2010).  

Plusieurs méthodes d’inférence de réseau de régulation ont ainsi été proposées (Bar-Joseph et 

al., 2012; de Jong, 2002; He et al., 2009; Hecker et al., 2009). Des approches adaptées à l’analyse de 

données d’expression temporelle sont possibles.  

 

On retrouve essentiellement trois modèles permettant d’effectuer des inférences à partir de 

données d’expression génique dynamiques (Bansal et al., 2007) : 

- Les modèles théoriques d’information basés sur l’étude de la proximité des gènes permettent 

de définir un coefficient de corrélation (Jang et al., 2013; Schafer and Strimmer, 2005). 

Cependant, cette méthode uniquement descriptive, ne permet pas de réaliser des prédictions. 
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- Les méthodes d’optimisation, utilisant des scores et des algorithmes pour définir le réseau le 

mieux adapté, sont peu efficaces et montrent leurs limites avec un grand nombre de données. 

- Les méthodes de régression ou les équations différentielles (Gardner et al., 2003), nécessitent 

d’établir préalablement une structure sous-jacente du réseau. Elles sont très flexibles et 

possèdent la capacité d’effectuer des prédictions, c’est à dire, de déterminer, à l’aide de la 

modélisation, les acteurs ayant le plus d’influence dans le réseau. 

 

 

Les données d’expression génique doivent être, dans un premier temps, normalisées (Law et al., 

2014). Ensuite, il convient de déterminer les gènes différentiellement exprimés sur un ou plusieurs 

temps. Divers logiciels d’analyse de données d’expressions sont proposés : LInear Models for 

MicroArrays data (LIMMA) (Ritchie et al., 2015; Smyth, 2005) qui utilise un modèle linéaire, 

Significance Analysis of Microarrays (SAM) basé sur la permutation de l’expression génique, ou 

encore Extraction of Differential Gene Expression (EDGE) basé sur la structure temporelle des 

données (expression au cours du temps) (Leek et al., 2006). 

L’étape d’inférence (ou d’ingénierie inverse) permet de rechercher, grâce à l’utilisation 

d’algorithmes et des données d’expression, les liens statistiques entre les différents gènes ou protéines 

(Bansal et al., 2007). Cette étape permet d’établir un modèle permettant la reconstruction du réseau de 

gènes, ajusté avec les données expérimentales biologiques (données d’expression) (de Jong, 2002; 

Kitano, 2002b). 

 

 

Notre équipe a utilisé une approche de modélisation statistique pour rechercher les meilleures 

cibles transcriptionnelles à moduler pour contrôler ces programmes géniques et protéomiques. Pour 

cela, des mathématiciens ont développé une méthode basée sur une régression linéaire précédée par 

une étape de regroupement (clustering) afin d’étudier le programme génique induit par cette 

stimulation dans ces cellules (Jung et al. 2014). Cette étape repose sur l’analyse de l’évolution de 

l’expression génique au cours du temps, ce qui permet un regroupement des gènes en fonction de leur 

profil d’expression et donc au moment de leur plus forte activité. De plus, ce regroupement repose sur 

l’hypothèse que des gènes possédants des profils d’expression comparables sont susceptibles d’être 

fonctionnellement liés. 

Ce modèle a été utilisé pour prédire les effets d’une intervention sur le réseau de régulation génique 

des LB-LLC ; la validation biologique de ces prédictions a ensuite prouvé la faisabilité de cette 

approche (Vallat et al. 2013). Cette méthode permet de prévoir les changements d’expression génique 

après une intervention biologique sur des gènes clés (en utilisant la technologie du silencing par 

transfection de siARN).  
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Une cellule reçoit en permanence d’innombrables signaux provenant de son environnement. 

Cette stimulation entraine une cascade d’activation qui a pour cible des facteurs de transcription qui 

activent un programme génique et protéomique responsable du comportement cellulaire. Ces 

programmes peuvent être altérés dans les pathologies cancéreuses. L’étude de la réponse de ces 

cellules à des stimulations de l’environnement ex vivo permet d’évaluer l’altération de ces 

programmes géniques et protéomiques. 

L’objectif de notre équipe est de répondre à deux questions essentielles : Peut-on caractériser 

ce programme génique et protéomique tumoral ? Est-il possible d’intervenir de façon dirigée sur 

ce programme afin de le moduler ?  

Des anomalies de l’expression de nombreux gènes et protéines ont été mis en évidence dans 

les cellules cancéreuses, mais les réseaux de régulation de ces gènes et des protéines qu’ils codent sont 

encore mal caractérisés. 

 

Notre étude porte sur la leucémie lymphoïde chronique. Les mécanismes de cette pathologie 

associent une prolifération clonale de lymphocytes B matures et un défaut du mécanisme d’apoptose. 

Le récepteur à l’antigène du LB (BCR) joue un rôle fondamental dans la pathogénèse de la maladie et 

il est admis aujourd’hui qu’une stimulation antigénique chronique favorise la prolifération 

lymphocytaire leucémique. 

La réponse cellulaire qui fait suite à cette activation du BCR des cellules leucémiques a été 

étudiée dans différents modèles et notamment lors des études préliminaires de l’équipe (Perrot et al., 

2011; Vallat et al., 2007). Ces travaux ont permis de mettre en évidence une réponse transcriptionnelle 

et protéomique spécifique des LB-LLC. Cependant, la stimulation cellulaire qui a été utilisée dans ces 

études n’induit aucune prolifération contrairement à ce que l’on observe in vivo. 

 

Afin d’étudier le programme cellulaire soutenant la prolifération des LB-LLC, il est tout 

d’abord indispensable de mettre en place un modèle de stimulation induisant une prolifération ex vivo 

des LB-LLC. Cependant, les LB issus de patients porteurs d’une LLC prolifèrent difficilement en 

culture et entrent en apoptose spontanément. Aucun modèle de prolifération ne fait aujourd’hui 

consensus et les différents protocoles associent classiquement l’utilisation d’autres types cellulaires en 

co-culture. Ces différents modèles rendent difficiles les analyses de programme cellulaire et toute 

modélisation statistique puisque la présence persistante de ces cellules nourricières entraine une 

activation continue de LB et ne permet pas de synchroniser l’ensemble des LB-LLC. 

Dans la première partie de ma thèse, je me suis employé à mettre en place des conditions 

d’activation du BCR ex vivo induisant une prolifération de LB-LLC primaires. Le but a donc été 

de trouver les conditions optimales pour induire une prolifération tout en se rapprochant au mieux des 

conditions physiopathologiques. 
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Le modèle d’activation ex vivo des LB-LLC primaires mis en place permet d’induire la 

prolifération de lymphocytes primaires de LLC en culture. Ce modèle simple, impliquant une 

activation du BCR, associe une co-stimulation avec le CD40L, l’IL-4 et l’IL-21 soluble. Cette 

stimulation permet de distinguer deux groupes de patients : ceux dont les lymphocytes répondent et 

prolifèrent et ceux qui ne répondent pas à la stimulation. 

La mise en place de ces conditions de culture m’a ensuite permis d’aborder le second objectif 

de ma thèse qui est d’analyser les réponses transcriptionnelles et protéomiques dynamiques 

induites lors de la prolifération de LB issus de patients porteur de la forme agressive de LLC.  

Grâce à une collaboration avec une équipe de mathématiciens et au développement d’outils 

statistiques, une inférence conjointe de la réponse transcriptomique et protéomique a été réalisée afin 

de décrire les réseaux de régulation cellulaire des LB-LLC qui prolifèrent. 

 

La caractérisation des altérations de cette réponse lymphocytaire tumorale permet une 

meilleure connaissance des aberrations des programmes cellulaires dans la LLC. Ce travail a permis 

de mettre en évidence des acteurs clés du programme soutenant la prolifération lymphocytaire et ainsi 

de proposer des cibles potentielles pour moduler le programme génique des formes tumorales les plus 

agressives pour tenter de réduire leur phénotype. A travers cette approche, transposable à d’autres 

pathologies, de nouvelles cibles d’intervention dans un but thérapeutique peuvent être proposées. 
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Manuscrit 1 : BCR-associated factors driving chronic 

lymphocytic leukemia cells proliferation ex vivo 

 

 

Les résultats obtenus font l’objet d’un manuscrit publié dans le journal Scientific Report (Schleiss et 

al., 2019). 
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La pathogénèse de la LLC implique que le récepteur à l’antigène des Lymphocytes B (LB) 

joue un rôle primordial dans l’initiation et/ou le développement de la pathologie. En effet, une 

stimulation antigénique serait à l’origine du processus de leucémogénèse. De plus, une auto-activation 

chronique du BCR des LB-LLC a été mise en évidence dans un sous-type de LLC (Duhren-von 

Minden et al., 2012). 

L’activation du récepteur serait indispensable à la survie cellulaire ainsi qu’à la prolifération 

des LB-LLC. Cela est démontré par l’apparition rapide d’une apoptose spontanée ex vivo.  

A ce jour, aucun modèle permettant une prolifération des cellules primaires (LB) issues de 

patients atteints de LLC n’est unanimement admis dans la littérature. L’effet de l’activation prolongée 

ex vivo du BCR des LB-LLC a été beaucoup étudié et se traduit par une induction de l’apoptose des 

LB-LLC. Cette observation suggère que d’autres stimulations associées à l’activation du BCR sont 

nécessaires pour induire une prolifération soutenue. Différents protocoles décrits dans la littérature 

font état de l’utilisation d’autres types cellulaires (fibroblastes murins, LT, cellules stromales…) en 

co-culture, ce qui implique que de nombreux facteurs (cytokines, interactions cellulaires) sont requis 

pour induire la prolifération des LB isolés des patients LLC. 

 

L’objectif initial de mon travail de thèse est décrit dans ce premier manuscrit. Il a consisté à 

mettre en place un modèle contrôlé et biologiquement défini de stimulation des LB-LLC primaires 

isolés de patients. Le protocole que j’ai défini requiert une activation du BCR pour induire une 

prolifération cellulaire robuste ex vivo. En plus de cette stimulation passant par le BCR, j’ai identifié 

un nombre minimal de stimuli permettant une prolifération robuste des LB-LLC. Ce travail permet 

donc une étude visant à identifier les facteurs leucémogènes et responsables de la prolifération, un 

objectif difficilement réalisable en situation de co-culture. 

 

Pour répondre à cet objectif, nous avons dans un premier temps recherché les conditions 

optimales induisant la prolifération cellulaire en testant différents co-stimuli (IL-2, IL-4, IL-10, IL-21, 

IL-15, sCD40L) isolés ou en combinaison dans différents milieux de culture. L’analyse par cytométrie 

en flux (en présence de CFSE) permet de mettre en évidence la prolifération cellulaire qui se traduit 

par la diminution de la fluorescence (par dilution) de cette molécule lors des divisions cellulaires. 

Cette approche permet de définir la proportion de cellules en prolifération ainsi que le nombre de 

générations. 

Dans un premier temps, nous avons confirmé l’absence de prolifération suite à une activation 

isolée du BCR par un anti-IgM, quel que soit le milieu utilisé, soluble ou semi-solide. 

Mon travail m’a conduit à identifier une combinaison de cytokines permettant une prolifération 

optimale des LB-LLC : en association avec l’activation du BCR, l’utilisation du CD40L soluble, d’IL-

4 et d’IL-21 induit la prolifération des LB-LLC de manière reproductible. Ces quatre stimuli sont 

essentiels pour obtenir une prolifération robuste, puisque leur utilisation isolée ou en combinaison 
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deux par deux n’entraine pas ou peu de prolifération (Figure 1A et S2A). Le potentiel de ce cocktail 

pour induire la prolifération cellulaire a été mis au point et démontré sur des LB isolés de donneurs 

sains (Figure 1B et S2B). 

Notons que l’IL-21 est ajoutée un jour après l’activation initiale par un anti-IgM, le CD40L et l’IL-4, 

ce qui permet de potentialiser l’effet prolifératif (Ahearne et al., 2013). 

 

Nous avons ensuite appliqué ce modèle de stimulation en milieu soluble sur une cohorte de 

LB-LLC plus large constituée de 59 patients non traités porteurs de LLC ainsi que sur des LB de 

donneurs sains (Figure 2). Six jours après la stimulation, 41% des échantillons de patients montrent 

une réponse proliférative avec une médiane de prolifération de 25%. De plus, on observe un maximum 

de 4 générations. 

L’utilisation d’un milieu semi-solide (méthyl-cellulose) nous a permis d’augmenter très 

significativement le taux de réponse, puisque dans ces conditions, 89% des échantillons ont répondu à 

la stimulation avec une médiane de prolifération supérieure à 50% et un maximum de 6 générations 

observées (Figure 3 et S4). 

 

Nous avons ensuite testé l’association de nos conditions de culture avec l’activation de la voie 

du TLR9, qui joue un rôle important dans la prolifération des LB-LLC (Decker et al., 2000). 

L’utilisation de CpG-ADN, associé au cocktail constitué d’anti IgM, de CD40L, d’IL4 et d’IL-21 

permet d’augmenter significativement le taux de prolifération quel que soit le milieu utilisé (Figure 4). 

Cette observation renforce l’hypothèse d’effet synergique provoqué par l’induction simultanée du 

BCR et du TLR9 (Chatzouli et al., 2014) . 

 

J’ai ensuite comparé le cocktail que j’ai défini en milieu soluble avec l’utilisation de cellules 

fibroblastiques 3T6-CD40L. J’ai ainsi montré l’absence de différence significative entre ces 2 

méthodes de stimulation de la prolifération de LB (Figure S5). Cependant, et comme je l’ai déjà 

mentionné, le cocktail que j’ai défini permet, contrairement à la co-culture, de réaliser la stimulation 

des LB dans un environnement biochimiquement contrôlé.  

 

Dans les conditions de stimulation que j’ai définies, j’ai également observé un avantage 

prolifératif des cellules exprimant la protéine ZAP-70 dans le milieu soluble. En outre, en milieu semi-

solide, les cellules présentant des mutations du gène IgVH et une expression de la protéine ZAP-70 

présentent un avantage prolifératif avec 100% de réponse (Figure 5). A noter que la stimulation 

associant notre cocktail avec une activation de la voie TLR9 dans un milieu semi-solide permet une 

prolifération cellulaire quelles que soient ces caractéristiques biologiques (état mutationnel et présence 

ou non de ZAP70). 
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Compte tenu de l’hétérogénéité de la réponse proliférative des cellules exprimant la protéine 

ZAP-70, nous avons comparé les voies de signalisation dans des cellules ZAP-70 positives répondant 

ou non à la stimulation. L’analyse par western blot de différentes voies de signalisation suggère une 

augmentation de la phosphorylation de ZAP70
TYR319

 / SYK
TYR352 

à l’état basal dans les cellules 

répondant à la stimulation. De plus, les résultats suggèrent également une augmentation de la 

phosphorylation de la protéine STAT6 dans les cellules ayant proliféré, soulevant ainsi l’impact 

possible de la voie de signalisation en aval du récepteur à l’IL-4, dans laquelle STAT6 est primordiale 

(Figure 6A). Ce dernier résultat est confirmé par la diminution de la prolifération en l’absence d’IL-4 

ou en présence d’un inhibiteur sélectif de JAK3 (Figure 6B). 

L’ensemble de ce travail permet de proposer un modèle de stimulation induisant la 

prolifération des LB issus de patients atteints de LLC. Ce modèle présente l’avantage de passer par un 

engagement du BCR, évènement crucial de la leucémogénèse dans cette pathologie. J’ai ainsi identifié 

un cocktail de facteurs essentiels induisant la prolifération de LB et constitué de CD40L soluble, d’IL-

4 et d’IL-21, suggérant fortement un rôle essentiel des LT dans ce processus.  

Le CD40L est un membre de la famille du TNF exprimé à la surface des lymphocytes T 

activés. Son interaction avec le récepteur TNFRSF5 sur les lymphocytes B déclenche plusieurs voies 

de signalisation, y compris celles impliquant NF-B et ERK. CD40L est connu pour participer à la 

survie, à la prolifération et à la différenciation des lymphocytes B. L'IL-4, qui est principalement 

sécrétée par les lymphocytes T auxiliaires folliculaires (TFH), active les voies impliquant JAK 2/3 et 

STAT6 et participe à la survie des LB. Enfin, l'IL-21, produite en partie par les cellules TFH, active la 

voie JAK 1/3/STAT3 dans les LB. Cette cytokine a été décrite comme induisant l'apoptose, mais joue 

également un rôle dans la prolifération des LB-LLC après une activation initiale par l’IL-4 et le 

CD40L. L’utilisation d’autres cytokines utilisées de manière isolée ou en combinaison (IL-10, IL-2, 

IL-15) ne présentait pas de gain dans la prolifération induite par le BCR (Bernal et al., 2001; Chaouchi 

et al., 1996). 

 

 

Le modèle de stimulation que nous proposons dans ce manuscrit constitue la première étude 

permettant d’obtenir une prolifération des LB passant par l’activation de la voie du BCR associée à 

des co-stimulations par des cytokines et ne faisant pas intervenir d’autres types cellulaires. La 

« simplicité » de ce modèle permet donc la recherche d’autres acteurs indispensables au 

déclenchement et/ou au maintien de la prolifération des LB tumoraux. De plus, la mise en place de 

cette stimulation m’a permis de répondre au second objectif de ma thèse qui visait à étudier la réponse 

transcriptionnelle et traductionnelle induite lors de la prolifération des LB-LLC. 
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Figure S2
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Figure S3
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Figure	S4
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Figure	S5
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Figure	S6

A

B

IgM CD40L
IL-4 IL-21

(n=14)

ODN2006
IL2

(n=14)

DSP30
IL2 (50)

(n=14)

DSP30
IL2 (100)

(n=11)

0

20

40

60

80

100

C
L
L
 c

e
lls

 P
ro

lif
e
ra

tio
n

in
 s

o
lu

b
le

 m
e
d
iu

m
 (

%
)

ns
*

ns

IgM CD40L
IL-4 IL-21

(n=20)

ODN2006
IL2

(n=20)

DSP30
IL2 (50)

(n=20)

DSP30
IL2 (100)

(n=20)

0

20

40

60

80

100

C
L
L
 c

e
lls

 P
ro

lif
e
ra

ti
o
n
 (

%
)

in
 s

e
m

i-
s
o
lid

 m
e
d
iu

m

ns

ns

ns



Résultats 

Manuscrit 1 : BCR-associated factors driving chronic lymphocytic leukemia cells proliferation ex vivo 103 

 

Figure	S7
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Figure S8 A
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Figure S8 B
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Figure S9 
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Supplemental figure legends 

 

 

Figure S1: Proliferation of CLL cells at day 6 after [anti-IgM + CD40L + IL-4 + IL-21] 

stimulation. (A) CLL cells are stimulated after initial CFSE staining at day 0. At day 6, flow 

cytometry analysis shows a repartition of the initial CFSE staining in the daughter cells 

populations, which permits the quantification of the number of generations. From left to right, 

representative examples of non-responding (non-proliferating), and responding (proliferating) 

CLL cell samples with 1, 2 or 6 generations at day 6. For each case, cell generations 

numbering is detailed. The pictures below show clusters of proliferating cells (magnifications 

x4 and x20) for stimulated (S) in lower line, and control unstimulated (US) CLL cells in upper 

line, at day 6 after stimulation. (B) Percentage of viable cells analyzed by flow cytometry after 

DAPI staining at day 6 in stimulated (S) and control unstimulated (US) CLL cells in soluble and 

semi-solid medium. Symbols represent CLL cells sub-types (circle: UM ZAP+; triangle: M 

ZAP+; square: M ZAP-). 

 

Figure S2: Determination of the optimal culture conditions inducing CLL cells 

proliferation. (A) Different combinations of soluble culture conditions were tested on CLL and 

(B) healthy B cells in order to establish optimal culture conditions. Identical samples were 

subjected to all the conditions. Proliferation is measured at day 6 after initial CFSE staining at 

day 0. The percentage of dividing cells is indicated for each condition for representative CLL 

and healthy cells samples. 

 

Figure S3: Morphology of CLL cells after soluble [anti-IgM + CD40L + IL-4 + IL-21] 

stimulation. (A) A cytologic analysis, after cytocentrifugation, of control unstimulated cells and 

stimulated cells (at day 6) are shown for a representative CLL proliferating (responders) CLL 
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cells (magnification x100). (B) Flow cytometry analysis of CLL cells before and after combined 

soluble anti-IgM, CD40L, IL-4 and IL-21 stimulation. Percentage of CD38, CD138 and CD5 

positive cells at day 6 after ex vivo stimulation in proliferating (responders) CLL cells are 

shown. 95% confidence interval for median is shown in each graph. * p<0.05; ** p<0.01; *** 

p<0.001. 

 

Figure S4: Proliferative response of CLL cells in semi-solid medium ex vivo. Effect of 

BCR and cytokines stimulation, isolated or in combination, on the proliferation of cells 

harvested from CLL patients and cultured in semi-solid medium (n=8; CLL samples # 20, 14, 

24, 42, 49, 50, 52 and 62). After initial CFSE staining at day 0, the percentage of dividing cells 

(CFSE dim) were evaluated by flow cytometry at day 6. 95% confidence interval for median is 

shown in each group. * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001. 

 

Figure S5: Effect of 3T6-CD40L transfected cells on CLL cells proliferation. 

(A) Cells isolated from CLL patients (n=6) were stimulated either with anti-IgM, or IL4 + IL-21, 

or anti-IgM + IL-4 + IL-21, in the presence of soluble CD40L and cocultured with 3T6 cells or 

3T6-CD40L transfected cells. 95% confidence interval for median is shown in each group. (B) 

For the responding (proliferating) CLL cells, the number of cell generations after anti-IgM + 

CD40L + IL-4 + IL-21 or anti-IgM + 3T6-CD40L + IL-4 + IL-21 stimulation was evaluated. 

 

Figure S6:	Comparison of TLR9 + IL-2 and anti-IgM + CD40L + IL-4 + IL-21 stimulation 

 on CLL cells. (A) CLL cells were stimulated either with IgM + CD40L + IL-4 + IL-21 or CpG-

ODN2006 + IL-2 or Premix AmpliB DSP30 + IL-2 (50µl or 100µl/106 cells). After initial CFSE 

staining (day 0), the percentage of cell proliferation (CFSEdim) was measured at day 6 in soluble 

medium, and (B) in semi-solid medium. 95% confidence interval for median is shown in each 

group. * p<0.05. 
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Figure S7. IL-15 additive effect on CLL cells proliferation. (A) Selected CLL cells were 

stimulated ex vivo with CpG-ODN2006, or CpG-ODN2006 + IL-15, or anti-IgM + CD40L + IL-

4 + IL-21, or a combination of CpG-ODN2006 + anti-IgM + CD40L + IL-4 + IL-21 with or without 

IL-15. Cell proliferation was measured at day 6 after initial (day 0) CFSE staining. 95% 

confidence interval for median is shown in each group. * p<0.05. (B) CLL cells proliferation for 

6 samples stimulated by various combinations: CpG-ODN2006 + IL-15, anti-IgM + CD40L + 

IL-4 + IL-21 or CpG-ODN2006 + anti-IgM + CD40L + IL-4 + IL-21. 

 

Figure S8: Signaling pathways activated by [anti-IgM + CD40L + IL-4] stimulation. (A) 

Representative Western blot showing expression of ZAP70, phospho-ZAP70/SYK, phospho-

SYK, phospho-AKT, phospho-ERK, phospho-IKB, phospho-STAT6 and GAPDH (as loading 

control), before (unstimulated) and 15 minutes after anti-IgM + CD40L + IL-4 + IL-21 

stimulation for proliferating (n=4) and (B) non-proliferating (n=3) UM-CLL ZAP+ CLL cells. 

 

Figure S9: Signaling pathway activated by [anti-IgM + CD40L + IL-4 + IL-21] stimulation.  

(A) Western blot showing expression of STAT3, phospho-STAT3 and GAPDH (as loading 

control), before (unstimulated) and 20 minutes after IL-21 addition at day 1 (following initial 

anti-IgM + CD40L + IL-4 stimulation at day 0) for proliferating (n=4) and (B) non-proliferating 

(n=4) UM-CLL ZAP+ CLL cells. (C) STAT3 and p-STAT3 protein expression normalized to that 

of GAPDH (determined with ImageJ). 95% confidence interval for median is shown in each 

group. * p<0.05. 
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Supplementary full-length blots 

for reviewing purpose.
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Figure S8 A
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Figure S8 B
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Figure S9 A 
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Figure S9 B 
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Manuscrit 2 : A core proliferative program induced by B-

cell receptor stimulation in chronic lymphocytic leukemia 

 

Les résultats obtenus font l’objet d’un manuscrit qui sera soumis pour publication. 
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Grâce au modèle de stimulation induisant une prolifération de LB issus de patients porteurs de 

LLC (Schleiss et al., 2019), nous pouvons maintenant répondre au second objectif de ma thèse qui est 

d’analyser les réponses transcriptionnelles et protéomiques dynamiques induite lors de la 

prolifération de LB issus de patients porteurs de la forme agressive de LLC. Pour cela, nous 

avons réalisé une inférence conjointe (gènes/protéines) afin de décrire le réseau de régulation génique 

et protéomique spécifique de LB-LLC prolifèratifs. Cette analyse nous a permis d’identifier des gènes 

clés qui constituent de possibles cibles d’interventions pour moduler leur prolifération. 

 

Notre étude a été conduite sur des patients présentant des caractéristiques cliniques et 

biologiques homogènes, à savoir une forme de LLC de stade A, non traitée et des LB présentant des 

IgVH Non Mutés (NM) et exprimant la protéine ZAP-70. Avant stimulation du BCR (T0) et à huit 

temps après stimulation, un recueil des cellules en culture a été réalisé afin d’extraire des ARN et des 

protéines des mêmes patients entre le T0 et le quatrième jour (Figure S2). Nous avons ainsi inclus 3 

patients dont les dont les cellules prolifèrent après stimulation (P) et 3 patients dont les cellules ne 

prolifèrent pas (NP) dans les mêmes conditions (Figure S1). 

L’analyse du transcriptome (RNAseq), du protéome (spectrométrie de masse) et le traitement 

des échantillons ont été réalisés selon le protocole décrit dans la figure S3 et ont permis d’obtenir une 

sélection statistique de gènes et de protéines différentiellement exprimés entre le groupe des 

échantillons prolifératif (P) et le groupe des non-prolifératif (NP). 

 

Après un filtrage des données (suppression des petits ARN non codants et des gènes exprimés 

sous un certain seuil), une analyse en composante principale et un clustering hiérarchique non 

supervisé, basés sur les 500 premiers gènes les plus exprimés (Figure 1), a permis de démontrer dans 

un premier temps un effet de la stimulation avec une expression génique comparable au cours du 

temps de l’ensemble des échantillons (Figure 1A). Dans un second temps, une analyse supervisée 

(Figure 1B) a mis en évidence une réponse transcriptomique spécifique des LB-LLC qui prolifèrent 

(gènes DE entre les cellules qui prolifèrent et les celles qui ne répondent pas). L’analyse protéique 

(Figure 2) retrouve ces différences d’expression essentiellement aux temps tardifs (à 48 et 96h). 

 

Une analyse supervisée a ensuite été réalisée à l’aide des fonctions glmRLT et glmTreat du 

package edgeR (McCarthy et al., 2012) afin de rechercher l’ensemble des gènes significativement 

différentiellement exprimés (DE) et l’ensemble des protéines significativement différentiellement 

abondantes (DA) après la stimulation dans chaque groupe (NP et P) entre un temps donné et le temps 

contrôle initial (T vs T0 ; signature temporelle). Cette sélection a permis de mettre en évidence 2782 

gène DE et 1107 protéines DA exprimés dans le groupe prolifératif (Figure 3). Parmi ces différents 
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gènes DE et protéines DA au sein du groupe répondeur, 421 symboles communs sont présents (Figure 

3).  

La comparaison de l’expression entre les échantillons prolifératif et non prolifératif (P vs NP ; 

signature de la réponse), met en évidence 754 gènes DE et 437 protéines DA au cours du temps après 

stimulation cellulaire (Figure 3). L’intersection des gènes et protéines de la signature temporelle du 

groupe prolifératif avec la signature de la réponse permet de définir une « signature proliférative » 

dans notre modèle composée de 430 gènes et 374 protéines. 

 

Nous avons démontré la pertinence de cette « signature proliférative » en analysant la réponse 

transcriptionnelle des cellules LLC d’un patient porteur d’une forme particulièrement rare de la 

maladie. Les cellules leucémiques de ce patient étaient composées de deux sous-clones de cellules 

CLL (VH 1-69, CDR3 identique). La stimulation de ces deux sous-clones a mis en évidence une 

réponse proliférative pour l’un et une absence de réponse pour le second (Figure S1 ; CLL12). Compte 

tenu de la relation clonale entre ces deux sous-populations de cellules de la LLC, nous avons étudié 

leur réponse transcriptionnelle respective après une stimulation ex vivo afin de mettre en évidence des 

éléments transcriptionnels cruciaux concernant la signature proliférative caractérisée ci-dessus. Une 

analyse de l’évolution de l’expression des gènes de la signature proliférative sur les quatre premiers 

temps montre une corrélation à au moins un temps entre notre groupe prolifératif et le clone qui 

prolifère et entre le groupe NP et le clone NP pour 74% des gènes. De plus, nous retrouvons 10 gènes 

qui sont identiques sur les 4 temps du dataset (TNFAIP3, FGFR1, IGSF3, CCR7, CD86, GSPT1, 

IER3, MYC, PADI2, TXN). Une analyse statistique à l’aide de test par permutation a montré 

l’importance de l’enrichissement de ces 62 gènes (enrichissement non dû au hasard). 

 

La représentation temporelle de l’expression des 2782 gènes DE et 1107 protéines DA dans le 

groupe prolifératif (Figure 4A/B) montre une augmentation importante de l’activité transcriptionnelle 

dès les premiers temps, avec un pic à 3h30 (T3) et plus de 500 gènes régulés à la hausse et 600 gènes 

régulés à la baisse dans ces trois premières heures. En parallèle, nous observons une diminution de 

l’abondance de protéines jusqu’à 3h30, suivie ensuite d’une augmentation de l’activité traductionnelle. 

On observe également une augmentation du nombre de gènes DE/protéines DA sur-, ou sous-exprimés 

(par rapport à T0) spécifiquement chez les répondeurs au cours du temps. 

L’analyse de l’expression des gènes et des protéines a montré une corrélation globale de 53%. 

Cette corrélation augmente au cours du temps pour atteindre 82% aux temps plus tardifs après la 

stimulation des cellules qui prolifèrent (Figure 4C). 

La comparaison de l’expression au cours du temps (de T1 à T8) d’un gène et de sa protéine 

correspondante (symboles communs) montre une concordance entre ARN et Protéines (Figure 4D). En 

effet, on observe dans la plupart des cas, qu’une augmentation de l’expression d’un gène 

s’accompagne, dans les temps suivants, d’une augmentation de la protéine correspondante.  
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Les différents processus biologiques (Figure 5) associés aux 1107 protéines DA ont été 

analysés et représentés avec le nombre de protéines augmentées et diminuées correspondantes. On 

observe différentes périodes de réponse aboutissant à la prolifération cellulaire au sein de cellules en 

prolifération. Dans les temps précoces (T1-T3), le faible nombre de protéines régulés positivement ne 

permet pas de mettre en avant un enrichissement particulier. Au cours du temps, on retrouve tout 

d’abord des protéines intervenant dans la transcription et sa régulation. Ensuite, on observe une 

surreprésentation de fonctions impliquées dans des processus de signalisation et de métabolisme. Des 

protéines impliquées dans les processus de prolifération, d’apoptose et de différenciation sont 

surreprésenté essentiellement aux temps tardifs, ce qui semble en corrélation avec l’apparition de la 

prolifération cellulaire au temps 8. 

 

L’ensemble de ces données transcriptomiques et protéomiques ont permis de réaliser une 

inférence conjointe du réseau de régulation gènes/protéines mis en place dans un LB-LLC qui 

prolifère dans nos conditions de stimulation. Au total, 5733 acteurs ont été retenus. 

Le modèle statistique inféré (réalisé en collaboration avec F. BERTRAND, UFR 

Mathématiques, UDS) associe une matrice F, qui modélise les effets dépendants du temps d'un groupe 

(clustering des gènes ou protéines avec un profil d’expression semblable) sur un autre, et une matrice 

Omega qui modélise un lien indépendant du temps (la possibilité d'une action) entre les acteurs du 

réseau. La formalisation du modèle mis en place pour réaliser l’inférence permet de déterminer les 

relations autorisées entre deux gènes, deux protéines ou encore un gène et une protéine (Figure S4A) 

et d’assigner un coefficient d’interaction entre deux groupes en fonction du temps (Figure S4B). Un 

groupe ne peut influencer un autre groupe seulement si le premier temps d'action (premier temps 

auquel le niveau d’expression dépasse un certain seuil) est postérieur au sien. Les interactions prédites 

entre les différents acteurs sont pondérées en fonction des connaissances biologiques à l’aide de la 

base de données TransRegNet (Liu et al., 2015). 

La représentation graphique de ce réseau montre un nombre limité de gènes et de protéines 

avec des liaisons multiples qui dirigent la structure de ce programme cellulaire (Figure S6). Cette 

modélisation permet de mettre en évidence la dynamique du réseau de régulation, avec l’apparition au 

cours du temps des différents gènes DE et protéines DA sur- ou sous-exprimés à chaque temps, dans 

une cellule ayant proliféré (Figure 6). Cette représentation temporelle montre la chronologie des gènes 

DE et des protéines DA après la stimulation cellulaire et révèle la propagation du signal 

transcriptionnel et protéomique temporel après stimulation du BCR. 

 

Ce travail de modélisation nous a permis de rechercher comment la stimulation du BCR 

aboutit à l’initiation de la prolifération des LB-LLC. Pour cela, nous avons recherché les protéines DA 

aux derniers temps après stimulation et impliquées dans la prolifération. Nous avons alors utilisé la 
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représentation graphique du réseau d’interaction pour individualiser le sous-réseau de gènes et 

protéines exprimés en amont de ces protéines (Figure 7). Le sous-réseau majoritaire aboutissant aux 

protéines participant à la prolifération est composé de 388 acteurs. A noter que 41% de ces acteurs 

sont retrouvés dans la « signature proliférative » et participent donc à ce programme 

lymphoprolifératif de base dans le LB-LLC après une stimulation par BCR. 

Un grand nombre des protéines de ce réseau et impliquées dans la prolifération (83 au total) 

sont régulées à la baisse. L'analyse de l’enrichissement fonctionnel de ces protéines a révélé une 

surreprésentation des protéines impliquées dans la signalisation en aval du BCR (BLK, BTK, LCK, 

SYK, NCK associées) reflétant potentiellement la régulation de la voie du BCR. 

Parmi les protéines régulées positivement dans ce réseau, on retrouve des protéines 

intéressantes puisqu’elles sont impliquées dans le processus de transition G1 / S, la réplication de 

l'ADN (PCNA, CDK2, CUL1, RANBP1, MCM) ou dans le processus de signalisation (MAPK, JAK3, 

RASAL3, STAT, CALR). 

On remarque également, dans ce sous-réseau, l’expression dans les premières heures des 

protéines EGR1, EGR2 et NFKB2, connues comme les principaux facteurs de transcription en aval de 

la signalisation du BCR dans les lymphocytes. Ce sous-réseau non supervisé comprend également 

TANK (un activateur de NF-B), RHOF (un homologue RAS), SNX8 et le proto-oncogène SKIL. 

Plusieurs de ces gènes et protéines apparaissent comme des « hubs » dans ce sous-réseau, et pourraient 

jouer un rôle essentiel dans ce modèle prolifératif. 

Dans l’ensemble, ce travail nous a permis de mettre en évidence un réseau de régulation 

transcriptonnelle et protéomique activé dans un LB-LLC suite à une stimulation du BCR et 

aboutissant à l’expression de protéines impliquées dans la prolifération. 
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ABSTRACT 

 

The B-cell antigen receptor (BCR) signaling is crucial in the pathophysiology of most 

leukemias/lymphomas originating from mature B-lymphocytes and has emerged as a new 

therapeutic target, especially in chronic lymphocytic leukemia (CLL). However, the precise 

mechanisms by which BCR signaling controls  neoplastic B-cell proliferation are ill characterized. 

Here, we study the temporal transcriptional and proteomic response leading to the proliferation of 

CLL cells after BCR engagement ex vivo. Of the 5,733 genes and/or proteins whose expressions were 

modulated by BCR activation, we identify a CLL proliferative signature comprising 430 genes and 374 

proteins. A mathematical modeling approach highlighted the structured organization of this multi-

level temporal response and revealed a nested sub-regulatory network including transcriptional 

factors activated within hours after cell activation linked to proteins involved in cell proliferation days 

after stimulation.  The mining of this core cellular program sustaining primary human cancer cell 

proliferation may provide evidence based-resources for innovative therapeutics. 

 

 

 

Key words 

Leukemogenesis, B-cell receptor (BCR), lymphoproliferation, chronic lymphocytic leukemia 

(CLL), transcriptome and proteome, temporal response, modelling, biological network 

reverse-engineering, cellular program. 
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INTRODUCTION 

 

The B-cell antigen receptor (BCR) is a major driver of the B-lymphocyte’s behavior (Niiro and Clark, 

Nat Rev Immunol, 2002). During the physiological development of B-lymphocyte progenitors within 

bone marrow, the progressive expression of this receptor is mandatory for their differentiation into 

B-cells. Signals from the BCR also induce progenitors’ proliferation, resulting in the production of 

billions of mature lymphocytes from few hematopoietic stem cells (Murphy, 2012). After the exit of 

mature B-lymphocytes from the bone marrow, the BCR allows recognition of pathogens. When this 

recognition takes place within lymphoid organs, with the help of T-cells, these B-lymphocytes 

generate a germinal center where they undergo differentiation and controlled proliferation in order 

to initiate the adapted immune response with secretion of pathogen-specific antibodies (Murphy, 

2012). 

 

In chronic lymphocytic leukemia (CLL), as well as in most leukemias and lymphomas arising from 

mature lymphocytes, it is now widely acknowledged that BCR engagement sustains the aberrant 

behavior leading to uncontrolled proliferation (Fabbri and Dalla-Favera, Nature reviews Cancer, 

2016; Stevenson and Caligaris-Cappio, Blood, 2004). The antigen recognized by the BCR and initiating 

the proliferative response can be of different origin, such as yeast, fungus or self (Hoogeboom, J Exp 

Med, 2013; Messmer, J Exp Med, 2004; Zenz, Nature reviews Cancer, 2010); BCR self-activation has 

also been described for a particular CLL sub-group (Duhren-von Minden, Nature, 2012). The leukemic 

BCR engagement takes place in proliferative centers within lymphoid organs, where cytokines 

secreted by T-lymphocytes have a predominant co-stimulating role (Caligaris-Cappio, Br J Haematol, 

2003; Patten, Blood, 2008; Schmid and Isaacson, Histopathology, 1994). Within minutes after BCR 

engagement, signals propagate to the cell nucleus. In the most evolutive form of CLL (characterized 

by germline sequences of IGHV genes coding the BCR immunoglobulin heavy chains, unmutated CLL 

(UM-CLL) (Hamblin, Blood, 1999; Rassenti, The New England journal of medicine, 2004)), this 

signaling is reinforced by the ectopic expression of the protein kinase ZAP70, which is physiologically 

present in T and NK cells but not in B cells (Gobessi, Blood, 2007). Although recent developments of 

specific inhibitors directed against key signaling proteins of the BCR pathway (BTK, Pi3K) have 

resulted in therapeutic progress in CLL (Herman, Blood, 2011), tumor cell escape has been observed 

and the most evolutive CLL forms remain uncurable. Moreover, the signaling process occurring 

within minutes after BCR engagement is only the initial step of the lymphocyte response. The 

ultimate proteins activated downstream of the signaling are transcription factors (TF) that activate 

expression of thousands of genes, some of them being TF for multiple other genes. These successive 
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and finely coordinated waves of transcriptional activation lead to protein abundance modulations 

responsible for cell cycle entrance and lymphocyte proliferation. This transcriptional and proteomic 

program involving thousands of actors within days after BCR engagement is still ill-characterized, 

preventing development of innovative therapies as well as a better understanding of CLL’s 

pathophysiology. 

 

Partial information on these cellular programs has been generated by analyzing the transcriptional 

response in ex vivo cultures of primary CLL cells, subjected to anti-IgM-mediated BCR signaling 

activation (Guarini, Blood, 2008; Pede, PLoS One, 2013; Vallat, Blood, 2007). However, such an 

isolated ex vivo BCR activation, without additional environmental co-stimulations, does not induce 

the proliferation of these cancerous CLL cells ex vivo (Yoshida, International immunology, 2000). In a 

previous study, we analyzed the response to isolated BCR ligation during the first six hours post-

activation and showed a specific transcriptional signature of the most evolutive CLL form (i.e. UM- 

and ZAP70-positive CLL) (Vallat, Blood, 2007). The specificity of this transcriptional response has 

since been confirmed in the same experimental conditions by other groups (Guarini, Blood, 2008; 

Pede, PLoS One, 2013). Moreover, a signature of this BCR engagement has been identified in 

lymphoid organs (Herishanu, Blood, 2011), where the MYC gene which is involved in leukemogenesis 

of most of leukemias and lymphomas originated from mature B lymphocytes (Basso, Nat Genet, 

2005), appeared as a key actor in the transcriptional response (Herishanu, Blood, 2011; Vallat, Blood, 

2007; Yeomans, Blood, 2016). Finally, a preliminary analysis of the proteomic response after isolated 

BCR engagement also revealed a signature of the most evolutive form of CLL (Perrot, Blood, 2011). 

 

Here, we applied a recently developed experimental model of ex vivo BCR stimulation that enables 

the induction of a synchronized proliferation and multi-omics trackable response of primary UM 

ZAP70-positive CLL cells (Schleiss, Sci Rep, 2019). This model was used to analyze simultaneously the 

transcriptional and proteomic responses during the four days after cell activation and provide 

evidence for a specific signature of genes and proteins linked to proliferation after BCR engagement. 

In order to identify key actors and to deconvolute multiple levels of this response, we refined and 

validated with a synthetic dataset, previously developed reverse engineering tools (Jung, 

Bioinformatics, 2014; Vallat, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of 

America, 2013). This modelling approach described the temporal structure of this transcriptional and 

proteomic proliferative response, revealing the existence of a nested core proliferative program 

within the CLL BCR response. 

 

 



Résultats 

Manuscrit 2 : A core proliferative program induced by B-cell receptor stimulation in chronic lymphocytic 
leukemia 

137 

 

 
 

5 

 

RESULTS 

 

Experimental design and dataset 

 

Untreated patients at initial stage of CLL (Binet stage A / Rai 0) were included in the study. Leukemia 

cells of all patients presented biological characteristics of evolutive form of CLL (unmutated IGHV 

genes and ZAP70 protein expression) (Table 1). In order to reproduce the primary leukemogenic 

steps occurring in vivo, these CLL cells were activated by BCR ligation (with anti-IgM) and minimal 

mandatory co-stimulating factors (CD40L, IL-4 and IL-21) required to resume cell prolifertion ex vivo 

(Schleiss, Sci Rep, 2019). We defined the functional proliferative response of the CLL samples at day 6 

after stimulation based on the presence of proliferative clusters and > 25% of divided CLL cells within 

the cell culture. Given the lack of established physiological counterpart of CLL cells, we also included 

three control CLL samples that did not proliferated in the same culture conditions and hereafter 

designed as non-proliferative samples (Fig. S1). Transcriptional and proteomic responses of three 

proliferative and three non-proliferative CLL samples were analyzed. 

Before stimulation (T0) and at eight time points after stimulation, gene expression was analyzed by 

RNA-seq at T0 and 1h, 1h30, 3h30, 6h30, 12h, 24h, 48h and 96h after cell stimulation (n=54 data 

points), the latest time point corresponding to the observation of the first clusters of proliferation in 

the cell cultures. In parallel, mass spectrometry-based proteomics was performed from the same 

clonal cell cultures at T0 and 1h, 2h, 4h, 7h, 12h, 24h, 48h and 96h post-stimulation (n=54 data 

points) (Fig. S2). 

 A total of 23,348 transcripts and 50,503 unique peptides, corresponding to 4,664 proteins were 

identified and quantified. After quality-based filtering, 13,066 transcripts and 4,027 proteins, 

expressed at least in one sample were retained for further analyses. 

 

 

Statistical analysis of genes and proteins expression identified a structured 

proliferative signature 

 

Unsupervised analysis 
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Unsupervised gene expression analysis highlighted (i) a transcriptional response for all CLL samples 

after stimulation, and (ii) a specific response of proliferative CLL samples compared to non-

proliferative samples. Principal component analysis (PCA) indeed distinguished proliferative and non-

proliferative samples at T0 and this difference was maintained after stimulation, revealing consistent 

transcriptional differences at each time point. The PCA also distinguished early (T1 to T4) from late 

(T5 to T8) time points, with a well-structured temporal signature after stimulation (Fig. 1A). 

Hierarchical clustering of all samples confirmed this temporal organization of samples, where 

proliferative and non-proliferative cells are still distinguishable (Fig. 1B). Unsupervised temporal gene 

expressions analysis revealed clusters of temporal patterns of expression after cell stimulation (Fig. 

1C). Most of these patterns showed structured expression modulations with peaks at different time 

points during the time course of the experiment, which is characteristic of a transcriptional response 

after pulsed exogeneous stress (Hao and Baltimore, Nat Immunol, 2009; Yosef and Regev, Cell, 2011). 

Similarly, unsupervised analysis of protein abundances after cell stimulation revealed differences 

between early (T1 to T6) and late time points (T7-T8) (Fig. 2A). For the two later time points (T7-T8), 

samples showed a tendency for segregation according to their proliferative response. Overall, the 

proteomic response appeared less structured than the transcriptional one, at least at early time 

points after stimulation. This result was confirmed by the hierarchical clustering that showed a 

temporal proteomic signature with a weaker clustering at the early time points but a stronger 

clustering at T7-T8 (Fig.2B). Temporal proteomic profiles analysis after stimulation also identified 

structured temporal patterns with maximum of abundance at different time points after stimulation 

(Fig. 2C). 

 

Supervised analysis 

 

In order to gain insight into the transcriptional and proteomic temporal responses, we searched for 

statistically significant up- and down-regulated genes and proteins in the stimulated samples (T1 to 

T8) compared to the unstimulated samples (designed hereafter as T v T0 comparison). For the 

proliferative CLL samples, we identified 2,782 differentially expressed (DE) genes and 1,107 

differentially abundant (DA) proteins after stimulation, representing 3,468 unique symbols (Fig. 3, 

Table S1). The two lists of DE genes and DA proteins had 421 pairs of symbols. 

In parallel, the comparison of proliferative versus non-proliferative samples after cell stimulation 

(defined hereafter as proliferative v non-proliferative comparison) identified 754 DE genes and 437 

DA proteins (Fig.3). The combination of the temporal signature (T v T0) and the response signature 

(proliferative v non-proliferative) showed 430 DE genes and 374 DA proteins in proliferating 

compared to the non-proliferating samples (Fig.3, Table S1). These 430 genes and 374 proteins, 
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representing 779 unique symbols unveiled a “proliferative signature” (Table S1), sought to contain 

important transcripts and proteins sustaining the proliferative response of these cells. 

A statistical comparison of proliferative and non-proliferative samples performed at T0 revealed that 

seven transcripts of this proliferative signature were already DE between these two groups at the 

steady state (before stimulation) (five transcripts were up-regulated: SIK1, SELL, SERPIN89, 

HIST1H2BH/G and two down-regulated: FGFR1 and H1FX). The same analysis performed on the 

proteomic dataset also revealed six proteins already DA in proliferative samples compared to non-

proliferative samples at steady state (five were up-regulated: NTSE, PIP, IGHG1, SAMHD1, DOK3 and 

one down-regulated: LMNA). 

Although not leading to cell proliferation, these results also showed transcriptional and proteomic 

responses of control non-proliferative CLL cell samples after ex vivo stimulation. This response 

included 1,822 DE genes and 760 DA proteins in stimulated compared to non-stimulated samples (T v 

T0 comparison), and represented 2,359 unique symbols of which 223 symbols were common 

between DE genes and DA proteins list (Fig. 3, Table S1).  

 

As expected, the number of DE genes and DA proteins evolved at each time point after cell 

activation, depending on the temporal profile of expression of each gene and protein. In proliferating 

cells, the number of DE genes increased rapidly after cell stimulation, with up to 511 and 622 genes 

up- and down-regulated respectively, after 3h post-stimulation (Fig. 4A). Unlike the DE genes, the 

number of DA protein, either up- or down-regulated, remained limited within the first 24h after 

stimulation (Fig. 4B). Interestingly, genes and proteins belonging to the “proliferative signature” were 

distributed among the DE genes and DA proteins at different time points after cell stimulation (Fig. 

4A-B).  

Analysis of genes and proteins expression showed 53% of overall correlation during the course of the 

study. This correlation increased drastically during time with up to 82% at later time points after 

stimulation in proliferating cells (Fig. 4C). 

Moreover, focusing on the expression of the 421 pairs of genes and corresponding proteins of the 

temporal signature showed a concordant modulation (either up- or down-regulation) and a gene 

modulation preceding corresponding proteins in 90% of the cases (Fig. 4D). For these pairs, a median 

delay of 3h was observed between genes expression and proteins level modulation. Together, these 

results suggested that BCR engagement induced a structured transcriptional and proteomic temporal 

response leading to proliferation in CLL cells. 

We next thought to analyze the biological function of the 1,107 DA proteins up- and down-regulated 

at each time point after cell stimulation in the temporal signature of proliferative CLL cells. Biological 

processes annotations (BP) were collected in order to calculate the number of proteins involved in 
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different BP at each time point. This analysis showed an increased number of up-regulated proteins 

involved in signaling, transcriptional activity and cell activation between 7h and 24h (T4 to T6) (Fig. 

5). From day 2 to day 4 (T7-T8), the number of up-regulated proteins involved in signaling, 

metabolism and transcriptional processes further increased. In addition, the most represented 

functions during this last period were related to cell cycle regulation, DNA replication and 

proliferation, consistent with the beginning of cellular proliferation observed in these cells after four 

days of culture. At the same time, proteins participating in antigen processing and presentation 

expected to be upregulated upon BCR stimulation were indeed upregulated. In parallel, analyzing BP 

for down-regulated proteins revealed that within 1h (T1) after cell activation, a transitory down-

regulation of proteins involved in signaling, metabolism and differentiation was observed. Then, 

between 2h and 24h (T2 to T6), the number of down-regulated protein decreased, so that no 

particular BP enrichment could be displayed. Finally, the day 2-day 4 (T7-T8) period showed a 

secondary increase in the number of down-regulated proteins involved in signaling, transcription and 

cell cycle, potentially associated to the regulatory mechanisms alongside cell proliferation activation. 

 

Relevance of the proliferative signature in a rare case of CLL  

 

To stress the relevance of the ‘’structured proliferative signature’’, we analyzed the transcriptional 

response of CLL cells from a patient (CLL#12) with a particularly rare form of the disease. Leukemic 

cells of this patient were composed of two CLL cells sub-clones, identified by flow cytometry, and 

whose clonal relationship was assessed by IGHV sequences analysis since both sub-clones were VH 1-

69 and had an identical CDR3 sequence. Noteworthy, ex vivo BCR-stimulation of these CLL cells 

revealed a proliferative response for one of the sub-clones and a lack of response for the second one 

(Fig. S1). Given the clonal relationship between these two CLL cells sub-populations, we investigated 

to which extend their respective transcriptional response to ex vivo stimulation might contain 

common transcriptional elements with the proliferative signature characterized above. For this 

purpose, the two sub-clones were sorted, stimulated ex vivo as described above and cell samples 

were collected at T0 and T1 to T4 for RNA-seq analysis. Comparison of the list of DE genes in the 

proliferating versus non-proliferating sub-clones to the list of 430 genes of the proliferative signature 

regulated during T1-T4 period revealed 62 genes exhibiting a similar pattern after cell stimulation 

(Table S1). Statistical analysis with permutation tests demonstrated the significance of the 

enrichment of these 62 genes within the transcriptional response of the proliferative sub-clone. 

 

Modeling of the CLL proliferative program 
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Genes and proteins selection for modeling 

 

Since the genes and proteins response to ex vivo activation of CLL cells is organized into structured 

temporal patterns of expression (Fig.1C-1D), we sought to reconstruct the structure of the cellular 

program leading to cell proliferation. In order to engineer a common frame for all CLL samples and to 

capture all relevant actors of this program, we included the DE genes and DA proteins selected in the 

supervised analysis, namely 2,782 genes and 1,107 proteins within proliferative samples and 1,822 

genes and 760 proteins within non-proliferative CLL cells, representing a total of 3,097 unique genes 

and 1,209 unique proteins symbols. Additionally, we hypothesized that genes or proteins with a 

remarkable temporal pattern of expression, for instance a peak at one or several time points after 

stimulation irrespective of the level of expression, may indicate a putative involvement in the cellular 

response. This led to the selection of 2,566 and 1,078 additional genes and proteins, yielding a total 

of 5,722 genes and 2,548 proteins representing 5,733 unique symbols with 2,537 pairs of genes and 

corresponding proteins. 

 

Model formalization 

 

To model the cellular program, we used the reverse engineering approach based on regression and 

systems of equation that already proved its efficiency in our previous study (Vallat, Proceedings of 

the National Academy of Sciences of the United States of America, 2013). This unsupervised 

approach required prior model formalization allowing the imposition of biological constraints before 

inference with temporal genes and proteins expression datasets. The first constraint limits the 

authorized links between actors in the model in order to enhance the biological relevance (Fig. S4A). 

A link between a gene and its corresponding protein is the first level of interaction in this program, 

influenced by translation mechanisms and complex protein metabolism, and was modeled with a 

primary matrix of interactions (Fig.S4B). In addition, links between proteins and other genes reflect 

the transcriptional processes and links among proteins reflect protein-protein interactions sustaining 

the cellular response. Modeling of these protein-gene and protein-protein interactions was 

performed with a second matrix (Fig.S4C) taking in account biological knowledge implemented from 

the RegNetWork database (Liu, Database (Oxford), 2015). The second constraint is imposed by the 

temporality of the cellular response after cell stimulation. For each temporal cluster of expression, 

the first time point of up- or down-regulation determines the time from which this cluster of genes 

and proteins can have a potential effect on other actors of the cell response. A temporal label was 
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then assigned to each gene and protein, restricting its potential interaction to actors with later 

temporal labels (see supplemental methods).  

  

 

 

Model inference with temporal gene and protein expression datasets 

 

Temporal gene and protein expression datasets were used to infer the formalized model. Matrix of 

interactions were estimated by mean of penalized regression using weighted variant of stability 

selection algorithm (Meinshausen and Bühlmann, Journal of the Royal Statistical Society: Series B 

(Statistical Methodology) 2010) in order to retain the best potential regulators of each gene or 

protein actor of the network and to determine the timing of these interactions after cell stimulation. 

To ascertain the robustness of this inference, matrix estimations were reiterated by cross validation 

and the best result was retained by linear regression estimation. Performances of the resulting 

model, including sensitivity, precision, predictive positive value and F-score were validated with 

simulated data (supplemental methods). These results were then compared with the performances 

of our previous algorithm (Cascade package (Jung, Bioinformatics, 2014; Vallat, Proceedings of the 

National Academy of Sciences of the United States of America, 2013), a Lasso-version of Cascade and 

a non-weighted Stability selection algorithm, confirming the quality of the current model (Fig. S5).  

The temporal model inferred with genes and proteins expression datasets of proliferating CLL cells 

resulted in a regulatory network composed of 2,167 genes and 1,074 proteins representing 2,848 

unique symbols among which 395 gene-protein pairs, connected by 53,131 directed statistical 

interactions (table S2). The graphical representation of this network showed a scale-free topology, 

where a limited number of genes and proteins with multiple links drive the structure of this cellular 

program (Fig S6). A detailed temporal graphical representation allowed reconstructing the timeline 

of this cellular network (Fig. 6). This temporal representation showed DE genes and DA proteins at 

each time points after cell stimulation and revealed the transcriptional and proteomic temporal 

signal propagation after BCR stimulation in proliferative CLL cells. 

 

 

CLL proliferative program 

 

The cellular modeling was used to understand how BCR stimulation triggers cell proliferation 

initiation in CLL cells. Among the actors of this network, we identified 267 proteins associated to the 

gene ontology (GO) terms “cell-cycle regulation” and “proliferation”. These seeding proteins and 
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their neighbors in the network led to the identification of a nested sub-network of 388 genes and 

proteins, representing 302 unique symbols (Fig.7, Table S2). Strikingly, 124 (41%) of these actors 

belong to the “proliferative signature”. 

This sub-network included 173 of the 267 seed proteins involved in cell proliferation, leaving out 94 

proteins in other minor sub-networks. Surprisingly, 83 of these 173 proteins are down-regulated. 

Functional analysis (GO) of these proteins showed an enrichment in proteins involved in signalling 

downstream of the BCR (BLK, BTK, LCK, SYK, NCK associated) and other kinases (n=18), potentially 

reflecting regulatory mechanisms after BCR engagement. The other down-regulated proteins are 

phosphatases (PTPN6, PTPRC) and proteins involved in DNA damage and repair (n=10). While 6/173 

proteins are down-, then up-regulated at ulterior time points, 84/173 are up-regulated after BCR 

stimulation. The number of up-regulated proteins increases during time after stimulation in the 

network (T1:0, T2:0, T3:0, T4:3, T5:9, T6:16, T7:59, T8:76). Most of these proteins are involved in 

G1/S transitional process, DNA-replication (PCNA, CDK2, CUL1, RANBP1, MCM) or in signaling process 

(MAPK, JAK3, RASAL3, STAT, CALR). Some of these proteins are involved in antigen processing and 

presentation. 

This sub-network is also composed of 71 genes coding some of these 173 seeding proteins involved 

in proliferation process. The positive weighting of genes and their corresponding proteins during the 

model formalization could, in part, explain this high concordance (41%) between genes and proteins. 

Nevertheless, a closer analysis of these interactions showed that all these genes exhibit a significant 

regulation (DE T v T0) always anterior to their coding protein abundance modulation and always 

consistent with the direction of the regulation (up- or down-). 

Finally, this sub-network is also composed of 50 genes and 94 proteins (including 15 pairs of gene 

and its corresponding protein. 

Interestingly, this group of genes and proteins includes at the first time point EGR1, EGR2 and NFKB2, 

known as the main transcriptional factors downstream of BCR signaling in lymphocyte. This 

unsupervised sub-network also includes TANK (NFKB activator), RHOF (RAS homologue), SNX8 and 

the proto-oncogene SKIL. Several of these genes and proteins appear as hubs in this sub-network, 

driving the topology and the signal transmission in this proliferative model. Among these hubs, 

NFKB1 is a major protein involved in leukemogenesis of most lymphomas and leukemias (Staudt, 

Cold Spring Harb Perspect Biol, 2010) and YBX1 is associated with cancer cell proliferation (Martin, J 

Biol Chem, 2017).  

We next asked if a sub-network could also be found within the non-proliferating cells. With the same 

approach, a functional analysis of the 760 proteins DA in the non-proliferating samples revealed that 

193 of these proteins are involved cell cycle or proliferation (171/193 belong to the previous list of 

267 proliferative proteins). A search for the neighbors of these 193 proteins within the global gene 
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and protein network of the non-proliferating cells identified a prominent sub-network comprising 

114 actors (37 genes, 77 proteins and 86 unique symbols). Comparison of the actors of the 

proliferative and non-proliferative sub-network showed that 328 genes and proteins are missing in 

the last one, among them major BCR transcriptional factors EGR1, EGR2, NFKB1 and NFKB2. 

Furthermore, analysis of connectedness between actors of the non-proliferating sub-network 

showed a lower number of interactions and the lack of several major hubs, as NFKB1, which are not 

detected in this network. 

Overall, this modeling step allowed, from proteins involved in the proliferation expressed at late time 

points in proliferative cells, to go back to the initial transcription factors expressed one hour after cell 

stimulation, and suggested the existence of a central nested proliferation program sustaining the 

proliferation of CLL cells. 

 

DISCUSSION 

 

 

Results summary 

 

The characterization of a cellular program sustaining CLL cells proliferation after BCR engagement is a 

major step for a better understanding of CLL leukemogenesis. Here, ex vivo BCR engagement of 

primary CLL cells permitted the simultaneous quantification of genes and proteins modulations and 

revealed a transcriptional and proteomic proliferative signature after cell stimulation. Reverse 

engineering of this BCR response further showed a temporal structured transcriptional and 

proteomic regulatory network. These results suggest the existence of a proliferative sub-network, 

comprising TFs activated within minutes after BCR engagement, connected to proteins expressed 

days after cell activation and involved in cell proliferation initiation. 

 

Experimental conditions 

 

Studying primary CLL cells is challenging because they do not spontaneously proliferate ex vivo. 

Proliferation is dependent on BCR engagement and co-stimulations by additional factors that need to 

be present in the culture conditions (Coscia, Leukemia, 2011). To our knowledge, all previous studies 

of CLL transcriptional response reported in the literature were performed after isolated BCR 

stimulation using soluble or immobilized anti-IgM (Deglesne, Cancer Res, 2006; Guarini, Blood, 2008; 

Herishanu, Blood, 2011; Pede, PLoS One, 2013). Such isolated stimulations are known to induce 
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lymphocyte apoptosis (Yoshida, International immunology, 2000) and are therefore not adapted to 

study the proliferative response of these cells. Furthermore, even if a prolonged stimulation (e.g. co-

culture with feeder cells) have been shown to induce CLL cells proliferation (Hamilton, Br J Haematol, 

2012), a pulsed cell stimulation is preferred to trace the proliferative program within the cellular 

transcriptional and proteomic noise and to avoid cyclic phenomena (Ideker, Cell, 2011). In this study, 

we used BCR engagement associated to minimal mandatory BCR co-stimulating agents (CD40L, IL-4 

and IL-21) for the induction of cell proliferation (Schleiss, Sci Rep, 2019). These co-factors were all 

supplemented once in the culture at T0, except IL-21 that was added at 24h. By using this 

methodology we reproduced a pulsed stimulation that induced the synchronized response of the 

clonal CLL cells, which was confirmed by the resulting structured and non-cyclic temporal patterns of 

expression. 

The proliferative program is a dynamic process that requires time-series measurements to be 

characterized. Several studies have reported shorter mRNA half-lives during the first hours of a 

transcriptional response following an environmental pulsed stimulation (Bar-Joseph, Nat Rev Genet, 

2012; Hao and Baltimore, Nat Immunol, 2009; Yosef and Regev, Cell, 2011). These observations have 

been confirmed by previous studies of gene expression in CLL (Guarini, Blood, 2008; Vallat, Blood, 

2007). In order to identify a maximum of genes and proteins involved in BCR response, we analyzed 8 

time-points until day 4 after BCR stimulation, including 4 time-points within the first six hours post-

stimulation that previously allowed capturing the early transcriptional response after anti-IgM 

stimulation (Vallat, Blood, 2007). As protein abundance changes after cell activation are influenced 

by post-transcriptional modifications and specific half-life of each protein (Schwanhausser, Nature, 

2011), we have set a 30-minutes delay between mRNA and proteins measurement during the 6 first 

hours in order to capture proteins with short half-lives. These early time points also proved efficient 

at capturing differential abundance of proteins in a previous study after anti-IgM stimulation (Perrot, 

Blood, 2011). 

 

CLL is an heterogeneous leukemia including several sub-classes defined by the IGHV mutational 

status. UM-CLL are characterized by a shorter survival, whereas M-CLL have a more indolent 

evolution (Hamblin, Blood, 1999). These two sub-classes of CLL have already been shown to have a 

different transcriptional response after isolated BCR engagement (Guarini, Blood, 2008; Rodriguez, 

Leukemia, 2007; Vallat, Blood, 2007). The expression of ZAP70, an additional protein of the BCR 

signaling cascade enhances BCR responsiveness (Chen, Blood, 2008) and is associated with the worst 

prognosis in UM-CLL patients (Rassenti, The New England journal of medicine, 2004). In this study, 

we focused on the analysis of this extreme phenotype i.e. UM-CLL and ZAP70 positive. Another 

difficulty with CLL-cells studies come from the lack of characterization of its normal counterpart, 
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precluding the use of healthy B-cells as control of BCR responsiveness. The experimental conditions 

used for BCR engagement in this study allowed discerning proliferating and non-proliferating CLL 

cells among this group of UM-ZAP70pos-CLL cells (Schleiss, Sci Rep, 2019). Using three proliferating 

and three non-proliferating CLL cell samples from this group, we highlighted the specificity of the CLL 

proliferating program. We further narrowed this comparison with a remarkable CLL form, analyzing 

the genes and proteins response of a proliferative sub-clone and compared it with the original non-

proliferative clone of the same patient. This unique observation provided an optimal cellular control 

and a valuable validation of the “proliferative signature”. 

 

Correlation between transcriptional and proteomic temporal expression. 

 

Recent developments of whole proteome measurement by mass-spectrometry now allow 

quantitative analyses of multiple proteomic samples, but large studies involving multiple 

transcriptional and proteomic temporal cell-responses are still rare. In yeast, three analyses of 

transcriptional and proteomic temporal response after cell stimulation by mean of microarrays and 

mass-spectrometry have reported 312, 328 and 798 pairs of genes and their corresponding proteins 

involved in the response to cell stimulation (Fournier, Mol Cell Proteomics, 2010; Jayapal, PLoS One, 

2008; Waldbauer, PLoS One, 2012). These studies revealed a weak (30%) correlation between gene 

expressions and protein abundances at the steady state (before stimulation) that increases up to a 

40-60% correlation 4 to 6 hours after cell stimulation (Fournier, Mol Cell Proteomics, 2010; Jayapal, 

PLoS One, 2008). A milestone study performed with murine fibroblasts after amino-acids and 

nucleotides labeling revealed that about 40% of proteomic variation are explained by mRNA 

modulation in these mammalian cells (Schwanhausser, Nature, 2011). In human cancerous cell lines, 

an analysis (microarrays and mass-spectrometry) after cell stimulation showed 446 genes and 

corresponding proteins pairs with 40% of correlation (Waters, PLoS One, 2012). Correlation between 

genes and corresponding proteins in primary human cancer cells has not been investigated before 

the present study. We measured here gene expressions and protein abundances (RNAseq and mass-

spectrometry) in the same monoclonal cellular population and found 421 genes and corresponding 

proteins, representing 38% of correlation between gene and protein expression after BCR 

engagement in the proliferative CLL cells. Strikingly, this correlation increased up to 82% at the later 

time points of the cell response. 

 

In the study performed in yeast cited above, Jayapal et al. pondered the 40% of genes and proteins 

correlation given the observation of divergent temporal pattern of gene and corresponding proteins 

abundance (e.g. gene up-regulated and corresponding protein down-regulated) (Jayapal, PLoS One, 
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2008). Our results showed that, in most cases (90%), protein abundance modulation is preceded by 

its corresponding gene modulation in a concordant direction. Our results also showed a delay of 

several hours (median: 3-6 hours) between a gene expression modulation and its corresponding 

protein modulation. This delay could explain the lack of temporal structure revealed by the 

unsupervised PCA of protein abundance early after cell stimulation (Fig 2A). A comparable long delay 

of 3-6 hours has already been noticed in yeast studies and appeared to be conserved here in human 

cells (Fournier, Mol Cell Proteomics, 2010; Waldbauer, PLoS One, 2012). 

 

Transcriptional and proteomic temporal expression modelization. 

 

In order to unravel the structure of the transcriptional and proteomic response and to search for key 

genes and proteins driving this structure, we developed a new modeling approach. The aim of this 

modeling was to search for potential regulatory relationships between genes and proteins involved 

in the observed temporal patterns of expression. The existing methods used for modelling of 

biological processes include four main approaches: i) theoretical information, ii) graphical Gaussian 

model, iii) Bayesian methods, and iv) models with equations (Hecker, Biosystems, 2009). Due to the 

size of our dataset comprising thousands of genes and proteins, the temporality of the measurement 

and the need to infer a joint transcriptional and proteomic network, the only possible approach was 

a model with equations, which is commonly used to infer transcriptional networks (Yosef and Regev, 

Cell, 2011). In our previous study, this approach has proven its efficacy for the reconstruction of a 

synthetic dataset-based regulatory network that achieved better performances compared to other 

existing methods (Jung, Bioinformatics, 2014; Vallat, Proceedings of the National Academy of 

Sciences of the United States of America, 2013). This method is model-driven and requires a 

formalization step before the inference with expression dataset. This formalization allowed imposing 

constraints (e.g. temporality) that guaranty the biological relevance of the resulting model and 

weighted some interactions, whereas the global statistical interactions between genes and proteins 

within the network are unsupervised. The resulting inferred model was able to track the 

transcriptional and proteomic response after BCR engagement and succeeded in reconstructing the 

structure of the response, highlighting the role of genes and proteins specifically expressed in the 

proliferating CLL cells. Another major result obtained with our modeling is the observation of a 

proliferative sub-network nested within the global CLL cell response. Of interest, this sub-network 

included some important TFs downstream the BCR pathway, suggesting that the model was able to 

reconstruct the relationships from firsts TF one hour after BCR engagement to proteins sustaining 

proliferation days after stimulation. This nested sub-network is a first approach of a core 

leucemogene proliferative program in these primary leukemic cells. Previous published studies based 
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on temporal genes and proteins measurements in human cancer cells were focused on signaling 

pathways reconstruction after receptor engagement (Koksal, Cell Rep, 2018). Here, we focused on 

the transcriptional and proteomic regulatory network activated downstream of the signaling 

cascades which represents the first attempt to analyze these complex processes in human primary 

cancer cells. The modeling of the transcriptional and proteomic program sustaining CLL cell 

proliferation is an important step in the understanding of CLL cell leukemogenesis and to unravel 

new cancer cellular pathways for innovative therapies developments. 

 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Subjects and B cell isolation 

B-cells from peripheral blood were obtained from seven untreated CLL patients. All subjects gave 

written informed consent for this study, which was approved by the institutional review board of the 

Strasbourg University Hospitals. All experiments were performed in accordance with relevant 

guidelines and regulations. CLL B-cells were negatively selected from fresh blood samples using the 

RosetteSep B cell enrichment cocktail (StemCell Technologies, Grenoble, France) and density 

gradient centrifugation (Ficoll Paque Plus, GE Healthcare Life sciences, Velizy-Villacoublay, France). 

Cell purity was then controlled by flow cytometry on a Cytomics FC500 System (Beckman-Coulter, 

Fullerton, CA, USA) after CD19+/CD5+ staining (Beckman Coulter, Villepinte, France) and ranged from 

96% to 99% (median 97%). 

 

Cell activation and culture conditions 

CLL cells were stimulated with 10 µg/ml of soluble F(ab’)2 anti-human IgM (Jackson 

ImmunoResearch, West Grove, PA, USA), 100 ng/ml of CD40L (Enzo Life Science, Villeurbanne, 

France), 10 ng/ml of IL-4 (R&D Systems-Bio-Techne, Lille, France) and 25 ng/ml of IL-21 (Invitrogen, 

Maryland, USA) as described previously (Schleiss, Sci Rep, 2019). Anti-IgM, IL-4 and CD40L were 

added at T0 and IL-21 was added at 24h. Cells were then cultured in RPMI 1640 Medium (Gibco, 

Paisley, UK) supplemented with 10% fetal calf serum (Dutscher, Brumath, France) and 1% 

penicillin/streptomycin (Gibco, New York, USA) at 37°C, in an atmosphere enriched with 5% CO2.  

 

CFSE-based proliferation and viability assays 

Freshly isolated B cells were stained with 0.5 μM carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) 

(CellTrace, ThermoFisher, Waltham, MA, USA) and incubated for 10 min at 37°C in the dark. Washed 
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CFSE-labeled cells were stimulated as previously described and cultured at 37°C/5% CO2. Six days 

after activation, B cell proliferation was evidenced by decrease in CFSE staining intensity as evaluated 

by flow cytometry. Fluorescence data were analyzed with the Kaluza software (Beckman Coulter, 

Fullerton, CA, USA). 

Cell apoptosis was monitored using FITC annexin-V Apoptosis detection kit and propidium iodide (PI) 

(both from BD Pharmingen, BD Bioscience, San Jose, CA, USA). Cells (106) were washed in phosphate-

buffered saline and re-suspended in annexin buffer before the addition of FITC annexin-V and 

incubated for 20 min on ice in the dark. PI was then added for 5 min before flow cytometry analysis. 

 

mRNA samples preparation 

Before cell stimulation (T0), and at eight time points after stimulation (1h, 1h30, 3h30, 3h30, 6h30, 

12h 24h, 48h, 96h), 4.106 cells were collected, washed and resuspended in 1mL TRIzol (Sigma-

Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France). Total RNA was isolated using chloroform and Phase Lock Gel 

tube (5 Prime, Hilden, Germany) and was purified using the RNeasy Mini kit (Qiagen, Hilden, 

Germany) according to the manufacturer's recommendation. 

RNA integrity was assessed with the Agilent total RNA Pico Kit on a 2100 Bioanalyzer instrument 

(Agilent Technologies, Paolo Alto, CA, USA). Ribosomal RNA was depleted with the Low Input 

RiboMinus™ Eukaryote System v2 kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) 

following manufacturer's instructions.  

 

RNAseq analysis and data preprocessing 

The sequencing library was prepared with the Ion Total RNA-seq kit v2 (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, Massachusetts, USA) according to the manufacturer's instructions. The libraries were 

loaded two by two at a concentration of 20 pM on an Ion PI™ Chip using the Ion Chef Instrument 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). The sequencing was performed on an Ion 

Proton sequencer with the Ion PI™ Hi-Q™ Sequencing 200 Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA). 

Raw sequencing data were preprocessed according to Life Technologies recommendations. Adapter 

sequences were removed, and reads shorter than 18bp were excluded. Reads were then mapped 

against the human genome (Hg19) and a virtual reference transcriptome using TopHat2 (Kim, 

Genome Biol, 2013). Unmapped reads were mapped to the reference Hg19 using Bowtie2 in local 

mode (Langmead and Salzberg, Nat Methods, 2012). The total reads (SAM format) was used to count 

reads with the default union-counting mode of the tool htseq-count of the Python package HTSeq 

(Anders, Bioinformatics, 2015). 
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We used the edgeR package (McCarthy, Nucleic Acids Res, 2012), to derive the reads per kilobase per 

million (rpkm) values from read counts and gene lengths. These rpkm values were used for 

differential analysis study and their Voom transformed values for modeling inference (Law, Genome 

Biol, 2014). 

 

Proteomic samples preparation 

Before cell stimulation (T0), and at eight time points after stimulation (1h, 2h, 4h, 7h, 12h, 24h, 48h, 

96h), 8.106 cells were collected, washed and resuspended in 100µl of lysis buffer (Urea 8M, Thiourea 

2M, Chaps 4%, DTT 1%, Triton 10%, TLCK 0,05%, protease inhibitors). After centrifugation (5min, 

8000g), 6 volumes of glacial aceton were added to the supernatant and samples were incubated 

overnight at -20°C. The protein were pelleted and were resuspended in buffer (Urea 7M ; Thiourea 

2M ; Chaps 4% ; Tris pH8,8 30mM) at a concentration > 5µg/µl. 

After denaturation at 100 °C for 10 min in loading buffer (2% SDS, 0,1M DTT, 10% glycerol, 62.5 mM 

Tris pH 6.8), 10 µg of proteins of each sample were concentrated in one stacking-gel band using a 4% 

SDS-PAGE gel. The gels were fixed with 45% methanol/3% acetic acid and stained with colloidal Silver 

Blue. Each band was excised and cut in four pieces prior to in-gel digestion. The gel pieces were 

washed four times with 100 μL of 75% acetonitrile (ACN) and 25% ammonium bicarbonate buffer 

(NH4HCO3) at 25 mM and dehydrated with 50 μL of ACN. The cysteine residues were reduced by 

adding 10 mM DTT for 30 min at 60°C and 30 min at room temperature, and alkylated by adding 55 

mM IAA for 20 min in the dark. The bands were then washed three times by adding 50 μL of 25 mM 

NH4HCO3 and 50 μL of ACN. Gel pieces were dehydrated twice with 50 μL ACN prior to enzymatic 

digestion. Proteins were cleaved in an adequate volume to cover the gel pieces with a modified 

porcine trypsin (Promega, Madison, WI, USA) solution at a 1:50 w/w enzyme:protein ratio. Digestion 

was performed overnight at 37°C. Tryptic peptides were extracted twice under agitation, first with 40 

μL of 60% ACN in 0.1% formic acid (FA) for 1 h and then with 30 µL of 100% ACN for 40 min. The 

collected extracts were pooled, the excess of ACN was vacuum dried, and the samples were 

resolubilized with 25 µL of H2O/ACN/FA (98/2/0.1 v/v/v) and sonicated in ice during 10 min prior to 

nanoLC-MS/MS analysis. 

 

Mass spectrometry analysis and data preprocessing 

NanoLC-MS/MS analyses were performed on a nanoAcquity UPLC device (Waters Corporation, 

Milford, USA) coupled to a Q-Exactive Plus mass spectrometer (Thermo Scientific, Bremen, 

Germany). Peptide separation was performed on an ACQUITY UPLC BEH130 C18 column (250 mm × 

75 μm with 1.7 μm diameter particles) and a Symmetry C18 precolumn (20 mm × 180 μm with 5 μm 

diameter particles, Waters). The solvent system consisted of 0.1% FA in water (solvent A) and 0.1% 
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FA in ACN (solvent B). The samples were loaded into the enrichment column over 3 min at 5 μL/min 

with 99% of solvent A and 1% of solvent B. Peptides were eluted at 450 nL/min with the following 

gradient of solvent B: from 1 to 35% over 120 min and 35 to 90% over 1 min. 

The MS capillary voltage was set to 1.8 kV at 250 °C. The system was operated in Data-Dependant 

Acquisition (DDA) mode with automatic switching between MS (50 ms/scan over a 300–1800 m/z 

range with R = 70,000) and MS/MS (100 ms/scan over a 200–2000 m/z range with R = 17,500) 

modes. The ten most abundant ions (intensity threshold 2 x 105) were selected on each MS spectrum 

for further isolation and higher energy collision dissociation (HCD) fragmentation, excluding 

unassigned and monocharged ions. The dynamic exclusion time was set to 60 s. 

Raw data collected during NanoLC-MS/MS were processed using MaxQuant (version 1.5.5.1) (Cox, 

Molecular & cellular proteomics : MCP, 2014). Peaks were assigned with the Andromeda search 

engine with trypsin/P specificity. The database used for the searches contained all human entries 

extracted from UniProtKB-SwissProt including canonical sequences and isoforms (26 September 

2016; 42,145 entries). The minimum peptide length required was seven amino acids and a maximum 

of one trypsin missed cleavage was allowed. The precursor mass tolerance was set to 20 ppm for the 

first search and 4.5 ppm for the main search. The fragment ion mass tolerance was set to 20 ppm. 

Methionine oxidation was set as a variable modification and carbamidomethylation of cysteines as a 

fixed modification. The maximum false discovery rate was 1% at peptide and protein levels with the 

use of a decoy strategy. The “match between runs” option was used. 

The dataset was made of 53 measurements of 50503 peptides (outlying sample CLL99 24h was 

excluded) and we used the data preprocessing pipeline recommended by the MSqRob package 

(Goeminne, Molecular & cellular proteomics : MCP, 2016). First, the data were log2 transformed and 

we applied quantile normalization. Then we removed proteins groups for which any of its member 

proteins is present in a smaller protein group. We filtered peptides that could be assessed as 

contaminant and we removed proteins that were only identified by peptides carrying one or more 

modification sites. Finally, peptide sequences that were identified only once in a single sample were 

removed because with only one identification, the model was perfectly confounded. We retrieved 

the gene symbols for every proteins, for which it was possible, in any protein groups using data from 

the UniProt database, The UniProt Consortium 2017 (Chen, Methods Mol Biol, 2017), using the 

proteins API (Nightingale, Nucleic Acids Res, 2017). 

 

Gene expression Analysis 

Small Nucleolar RNA (snor, 370 entries) and the microRNAs (MIR*, 1,651 entries) were filtered out. 

The initial dataset was composed of 23,348 entries for 54 measurements (6 subjects x 9 time points).  
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In order to improve FDR (Bourgon, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United 

States of America, 2010), we filtered out low expressed genes. Instead of using a preset rule, such as 

“remove features without at least 1 read per million in n of the samples, where n is the size of the 

smallest group of replicates” (here n=3), we used a data-driven method with independent filtering 

performed by the HTSFilter package (Rau, Bioinformatics, 2013). The selection of DE genes is then 

carried out by the edgeR package on rpkm RNA expressions values. 

The differential analysis was made using the glmLRT and the glmTreat (for differential expression 

above a threshold) functions of the edgeR package (McCarthy, Nucleic Acids Res, 2012). The scheme 

of the analysis was: (1) DE genes in each group. Separate group analysis to find genes significantly 

differentially expressed, with glmLRT of glmTreat, at the 5% or 1% FDR level at a given time (Ti, i>0) 

versus control (T0=0) in each of the P and NP groups. Bi-clusterings were made for each of these 

selections to investigate relationships between the genes and the subjects. An additional analysis 

between the unstimulated (US) (T0) and stimulated (S) (T1 to T8) measurement was performed using 

glmLRT only. (2) Genes responding at group x timepoint interaction. glmLRT and glmTreat detect 

genes that respond differently in the NP and P groups at any of the times (with respect to control 

time values). It can also be viewed as the group (NP/P) x stimulation interaction (US/S). Bi-clusterings 

were made for each of these selections to investigate relationships between the genes and the 

subjects. (3) One by one interaction analysis between groups and time. Bi-clusterings were made for 

each of these selections to investigate relationships between the genes and the subjects. 

We also used the HTSCluster package (Rau, Bioinformatics, 2015), to cluster those selections of 

genes. We performed a single run of HTSCluster looking up to K = 1, …, 35  clusters, using the 

Trimmed Means of M-values (TMM) normalization (Robinson and Oshlack, Genome Biol, 2010), and 

the splitting small-EM strategy. In HTSCluster, model selection may be performed using the DDSE 

calibration for slope heuristics, Djump calibration for slope heuristics, Bayesian Information Criterion 

(BIC), and Integrated Completed Likelihood (ICL) criterion. In cases where the slope heuristics 

approach may be applied, we used the capushe package (Arlot, R package, 2016), to provide 

diagnostic plots for this slope heuristics in order to ensure that sufficiently complex models have 

been considered. 

 

Proteomic Data Analysis 

We used a graphical method to straightforwardly and visually assess the proteins p-value well-

calibration (Giai Gianetto, Proteomics, 2016). According to calibration plots, p-values distributions 

were not standard and hence the use of the cp4p package (Giai Gianetto, Proteomics, 2016), to 

perform more involved FDR correction was required. Almost all the choices of the FDR control 

method provided by the cp4p package led to the same numbers of DA proteins. We selected the 
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two-stage Benjamini and Hochberg procedure (Benjamini, Biometrika, 2006) because it can limit the 

FDR to a given level: for the DA analysis, it was set to 0.05. 

The differential analysis was made using the test.contrast_adjust function of the MSqRob package 

(Goeminne, Molecular & cellular proteomics : MCP, 2016). The scheme of the analysis was (identical 

as the one used for gene analysis// et supprimer la fin du paragraphe): (1) Protein groups DA in each 

group. Separate group analysis to find protein groups significantly differentially abundant at the 5 % 

or 1% FDR level at a given time (Ti, i>0) versus control (T0=0) in each of the P and NP groups. Bi-

clusterings, volcano plots, boxplots and scatter plots were made for each of these selections to 

investigate relationships between the proteins and the subjects. An additional analysis between the 

US (unstimulated, T0) and S (stimulated, T1 to T8) measurement was perfomed. (2) Protein groups 

responding at group x timepoint interaction. It aims to detect protein groups that respond differently 

in the NP and P groups at any of the times (with respect to control time values). It can also be viewed 

as the group (NP/P) x stimulation interaction (US/S). Bi-clusterings, volcano plots, boxplots and 

scatter plots were made for each of these selections to investigate relationships between the proteins 

and the subjects. (3) One by one interaction analysis between groups and time. Bi-clusterings, volcano 

plots, boxplots and scatter plots were made for each of these selections to investigate relationships 

between the proteins and the subjects. 

 

Merging gene and protein dataset 

We merged the gene and protein groups datasets and we performed several checks to assess the 

effect of filtering the genes or inferring protein abundancies. Matching protein groups with gene 

names was also done cautiously. For instance, we had to deal with protein groups that featured 

multiple gene names, hopefully the number of these cases was very low. 

 

Genes and protein groups selection 

The selection of the actors of the networks was made in three steps. First we included genes DE for a 

TREAT test or proteins DA at the 1% FDR level. We then added to that selection DE genes or DA 

proteins at the 5% level in the NPvsP comparisons for any of the 24 tests. Finally, we added to the 

previous selection genes and proteins selected according to their temporal profile within the P, NP or 

NPvsP groups -looking for peaks- and their DE or DA ranking. In those profile based selections, we got 

4023 unique genes, 1690 unique proteins group and 5099 unique gene ID after merging the geneid 

selected as genes and the gene ID selected as proteins. Several Venn diagrams were made to get 

more insights on the selection process. The number of unique gene ID in the final selection is 5733. 

Among those, 5722 genes were observed by RNA-seq and 2548 protein groups were measured in 

proteomics. 
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Figure legends 

 

Figure 1: Unsupervised statistical analysis of genes expression. 

(A) Multidimensional scaling plot analysis (principal coordinate analysis) based on the expression of 

the 500 most expressed genes (among a total of 23,248 normalized gene expressions) analyzed 

before (T0) and at eight time points (T1 to T8) after ex vivo cell activation for six CLL patients. Each 

dot represents the transcriptional profil of one CLL cell sample at a specific time point. A color code 

represents the different time points. Successive time points of a same cell sample are linked in the 

graph. (B) Hierarchical clustering of all samples and all time points (clustered image map), based on 

the expression of the 500 most expressed genes. (C) Temporal cluster representation. 

 

Figure 2: Unsupervised statistical analysis of proteins expression. 

(A) Multidimensional scaling plot analysis (principal coordinate analysis) based on the expression of 

the 500 most abundant proteins analyzed before and after ex vivo cell activation for six CLL patients. 

Each dot represents the proteome of one CLL cell sample at a specific time point before (T0) and at 

eight time points (T1 to T8) after cell stimulation. A color code represents the different time points. 

Successive time points of a same cell sample are linked in the graph. (B) Hierarchical clustering of all 

samples and all time points, based on the expression of the 500 most abundant proteins. (C) 

Temporal cluster representation. 

 

Figure 3: Supervised statistical analysis of genes and proteins temporal expression. 

i) Temporal signature (T v T0 comparison, horizontally). Number of genes differentially expressed 

(DE) and proteins differentially abundant (DA) in proliferating (n=3) and non-proliferating cells (n=3) 

across time after cell stimulation (T1 to T8), compared to initial (T0) expression/abundance 

(FDR=1%). ii) Response signature (proliferative v non-proliferative comparison, vertically). Number of 

DE genes and DA proteins in proliferative CLL cells, compare to non-proliferative cells (FDR 5%). iii) 

Proliferative signature (combination of T v T0 and proliferative v non-proliferative comparisons). 

Comparison of the list of DE genes and DA proteins expressed in proliferative samples after BCR 

engagement, compared to T0 (T v T0), and the list of DE genes and DA proteins in these proliferative 

samples compared to the non-proliferative samples (proliferative v non-proliferative).  Comparison 

of these two lists showed a “proliferative signature” of genes and proteins specifically DE/DA after 

stimulation in proliferative samples. 
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Figure 4: Supervised statistical analysis of genes and proteins temporal expression in proliferating 

CLL cells. 

(A) Number of DE genes and (B) Number of DA proteins at each time point after cell stimulation in 

proliferating CLL cells. At each time point (T1 to T8), the number of genes and proteins up- or down-

regulated (T v T0 Log2FC) are shown in orange or blue, respectively. The number of genes and 

proteins specifically up- or down-regulated in proliferative compare to non-proliferative cells are 

shown in dark-orange or dark-blue respectively in the graph. (C) Correlation (D) Temporal 

expression/abundance of the 421 gene-protein pairs in the proliferating cells. At each time point, up-

regulated (T v T0 positive Log2FC) or down-regulated (T v T0 negative Log2FC) genes and proteins are 

shown in red or blue, respectively. 

 

Figure 5: Temporal representation of biological functions (BP) of up- or down-regulated proteins in 

proliferating CLL cells. 

The heat map shows, with a color code, the number of proteins differentially up-regulated (red) or 

down-regulated (blue) assigned to a particular Gene Ontology (GO) function, at each time point after 

cell stimulation in the proliferating cells. The GO Biological processes have been selected after DAVID 

database functional enrichment analysis (Huang da, Nat Protoc, 2009) of the 1,107 differentially up- 

or down-regulated proteins in the proliferating cell samples. The retained GO functions are organized 

within functional clusters in the graph. First eight columns show the number of differentially up-

regulated proteins at each time point (T1 to T8). The second eight columns show the number of 

differentially down-regulated proteins assigned to the same GO at each time point. 

 

Figure 6: Temporal signal propagation in the transcriptional and proteomic network induced after 

BCR stimulation in proliferating cells. 

Temporal graphical representation of statistical interactions (arrows) between genes (circle) and/or 

proteins (square) across time in the proliferating CLL cells after B-cell receptor stimulation. A color 

code represents genes and proteins differentially (DE/DA T v T0) up- (red) or down-regulated (blue) 

at each time point after cell activation. Genes or proteins specifically up- or down-regulated in 

proliferating cells from the proliferative signature (DE/DA T v T0 and DE/DA P v NP) are represented 

in orange or light blue, respectively. Graphical representation made with Cytoscape software 

(Shannon, Genome Res, 2003). 

 

Figure 7: Nested temporal proliferative program induced after BCR stimulation in proliferating 

cells. 
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Proteins differentially expressed at least at one of the time point (DA T v T0) in proliferating CLL cells 

after cell activation and assigned to a particular GO biological process related to “cell cycle” or 

“proliferation” were selected in the global regulatory network. Genes and proteins linked to these 

proteins at previous time points (upstream neighbors) were also selected. The resulting temporal 

subnetwork is represented in the time ordered graph, with genes (circle) and proteins (square) 

represented at their first time point of differential expression after cell activation (first time DE/DA T 

v T0). Genes and proteins up- or down-regulated are represented in red or blue, respectively and size 

of circles and squares are proportional to fold-changes (Log2FC T v T0). The 173 seeding proteins 

involved in “cell cycle” or “proliferation” are grouped in the upper part of the graph. The 71 genes 

coding some of these 173 proteins are represented in the middle. The 50 genes and 94 proteins also 

included in this proliferative sub-network are grouped in the lower part of the graph. 
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Supplemental methods 
 
Clustering and Network reverse engineering 

 

The selection and reverse engineering steps were carried out using the new Patterns R package 

The selection of the actors of the networks was made in three steps: 

- Base selection = Treat 1% FDR DE genes for any of the 24 tests and 1% FDR DA protein 

groups for any of the 24 tests. 

- Enrichment 1 = NP v P 5% DE genes or DA protein groups for any of the 24 tests (without FDR 

correction for the 24 tests) 

- Enrichment 2 = Based on temporal profiles. 

More precisely, a gene could be selected by the profile based enrichment if: 

Its DE ranking is less than 200 and it features: 

- A single peak at a single time. 

- A single peak for two consecutive times. 

- A single peak for three consecutive times. 

 

We used the Mfuzz package (Futschik and Carlisle, J Bioinform Comput Biol, 2005; Kumar and M, 

Bioinformation, 2007) to derive a soft clustering of the log fold changes of our selection. We adjusted 

the range of the genes expressions and of the proteins abundancies in order to improve the 

similarities between the genes and proteins groups values, so that we could try to cluster the merged 

dataset of genes expressions and proteins groups abundancies. First, using only the gene expression 

data and after some experiments, a total number of 20 clusters was selected since it showed 

homogeneous clusters with temporal patterns featuring expected patterns such as waves or peaks. 

Then we refined further that clustering for gene ID featuring both gene expressions and proteins 

abundancies and got 21 additional clusters. 

Then we designed groups for both the NR and R network inferences in the following way: 

1. For the 3707 gene expression data of the gene ID with gene expression data only, we used the 

previously derived 20 clusters, numbered from 1 to 20. The minimum size of a group is 68. 

2. For the 2015 gene expression data of the gene ID with both gene expression and protein 

abundancies data, we used the previously derived 21 clusters, numbered from 21 to 41. The 

minimum size of a group is 44. 

3. For the 2025 protein abundancies data of the gene ID with protein abundancies data –and for 

2015 of them gene expression data–, we used the previously derived 21 clusters, numbered from 42 

to 62. We had to infer, using random forest imputation and the mice R package (Van Buuren and 
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Supplemental Figure legends 

 
Figure S1: CLL cells functional response measured at day 6 after B-cell receptor activation 

CLL cells samples from six patients have been negatively selected (Rosetsep) and efficacy of this cell 

selection has been controlled after CD5 and CD19 staining. All cell samples have been stained with 

CFSE at T0 before BCR stimulation. At day six after stimulation, percentage of proliferating cells and 

number of cell generations was analyzed with flow cytometry. Proliferation was defined by 

percentage of proliferating cells (CFSE dim) > 20% and number of cell generations >= 2. This study 

included three proliferating CLL samples and three non-proliferating samples. These last ones were 

used as controls for the analysis. One supplementary patient bearing two sub-clones, one 

proliferating and the other non-proliferating. These two sub-clones have been cell sorted and cell 

samples have been stimulated separately (giving an optimal control for the proliferative response). 

 

Figure S2: experimental design 

Three proliferative and three non-proliferative samples have been included. BCR engagement was 

performed at T0 and cell samples were collected at T0 and 8 time points after cell stimulation for 

gene expression and protein abundance measurements. At day six, cell proliferation has been 

quantified by flow cytometry after initial staining with CFSE. 

 

Figure S3: methods outline 

Summary of mRNA expression quantification, protein abundance quantification and mathematical 

analysis 

 

Figure S4: model 

(A) Genes and proteins are represented by circles and squares, respectively. Genes or proteins 

differentially expressed at least at one of the time point after cell stimulation in our experiment are 

represented with a full lined circle or square. Genes or proteins not measured in our experiment are 

represented with a dot line. Authorized links between genes and/or proteins in the formalized model 

are represented by arrows (gene to protein (G2P), gene to gene (G2G), protein to gene (P2G), protein 

to protein (P2P)). Weighted links between genes and proteins with the same gene symbol (after 

translation of protein accession numbers in gene symbols (e.g. gene_A and protein_A) are 

represented in bold. Weighted links between a protein with transcriptional factor activity and its 

known gene target (e.g. gene_B, or the corresponding protein_B if the gene_B is not measured in our 

experiment) based on database information (e.g. RegNetWork (Liu, Database (Oxford), 2015), are 
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Ce travail de thèse s’intègre dans un objectif général visant à étudier un programme génique 

tumoral afin de le caractériser pour, ultérieurement, espérer le moduler afin qu’il ressemble autant que 

possible à celui d’une cellule saine. 

Pour remplir cet objectif, j’ai travaillé sur des LB issus de patients porteurs de LLC (LB-

LLC). Ces cellules ne prolifèrent pas ex vivo sans stimulation et entrent même en apoptose. Il n’y a 

aujourd’hui aucun modèle consensus permettant d’induire leur prolifération et, de plus, différents 

protocoles requièrent l’utilisation d’autres types cellulaires en co-culture, rendant l’identification 

précise des facteurs nécessaires à la prolifération des LB-LLC impossible à réaliser. 

L’engagement du BCR est essentiel dans la pathogénèse de la LLC mais la stimulation isolée 

de ce récepteur n’entraine pas de prolifération ex vivo, et au contraire, induit une apoptose (Vallat et 

al., 2007; Yoshida et al., 2000). Ceci suggère la nécessité de co-stimulations supplémentaires pour 

aboutir à la prolifération. 

La première partie de ma thèse a donc été consacrée à la mise en place d’un modèle de 

stimulation activant le BCR et induisant une prolifération ex vivo de LB-LLC primaires. Plusieurs 

cytokines suggérées par la littérature ont été testées dans le but de trouver les facteurs nécessaires et 

suffisants pour induire une prolifération vigoureuse des LB-LLC. Les conditions de stimulation que 

nous avons retenues associent une activation du BCR (anti-IgM) avec l’utilisation de CD40L (CD154) 

soluble, d’IL-4 et d’IL-21. Le CD40L est une molécule exprimée à la surface des LT et permet 

l’activation des voies de signalisation NF-B et Ras/MAPK (ERK) des LB, favorisant leur 

prolifération et leur différenciation (Graham et al., 2010). L’IL-4 est sécrétée par les LTFH et active la 

voie Jak/STAT6 dans les LB. Cette voie contribue à leur survie (Aguilar-Hernandez et al., 2016). 

L’IL-21, connue pour entrainer l’apoptose lorsqu’elle est utilisée de façon isolée sur les LB-LLC, est 

ajoutée 24 heures après la stimulation anti-IgM+CD40L+IL-4 afin de permettre la surexpression de 

son récepteur IL-21R (de Totero et al., 2006). Dans ces conditions, l’IL-21 permet d’induire une 

prolifération via la voie Jak/STAT1, 3 et 5 (Ahearne et al., 2013). Bien que ces divers facteurs soient 

souvent mentionnés dans la littérature pour activer le LB, le modèle mis en place lors de ma thèse 

induit une prolifération avec une stimulation utilisant peu d’agents de co-stimulation. Il présente aussi 

l’avantage de ne pas utiliser d’autres types cellulaires en co-culture comme des cellules stromales, des 

fibroblastes (Asslaber et al., 2013; Hamilton et al., 2012) ou encore des LT (Pascutti et al., 2013) qui 

sécrètent un grand nombre de molécules comme l’IL-6, l’IL-10 ou encore le TGF- (Lagneaux et al., 

1998). En somme, le modèle que j’ai mis en place au cours de ma thèse (Schleiss et al., 2019) induit la 

prolifération de 1/3 des cellules de LLC après 6 jours de culture, avec un avantage prolifératif pour les 

LB-LLC exprimant la protéine ZAP-70. La présence indispensable des cytokines produites par les LT 

pour induire une prolifération soutenue confirme le rôle essentiel de ces cellules dans le 

développement de la LLC. Cette hypothèse est renforcée par la nécessité d’associer des LT CD4+ 

pour favoriser la prolifération de LB-LLC xénogreffé chez la souris (Bagnara et al., 2011). Par 
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ailleurs, j’ai également montré que ce protocole de stimulation réalisé dans un milieu semi-solide 

permet d’induire la prolifération de près de 90% des LB-LLC indépendamment de leurs 

caractéristiques biologiques, ce qui en fait un modèle très efficace. Ce milieu semi-solide pourrait 

mimer le micro-environnement que les LB rencontrent dans les centres germinatifs in vivo, expliquant 

cette forte réponse. 

L’étude des voies de signalisation directement activées dans nos conditions de stimulation, au 

sein du sous-groupe de patients présentant une forme agressive de LLC (IGVH UM ; ZAP-70 positif), 

suggère un niveau de phosphorylation de ZAP70/Syk supérieur dès l’état basal dans les cellules 

répondant par une prolifération. De plus, nous observons une augmentation de la phosphorylation de 

la protéine STAT6, ce qui suggère un rôle essentiel de la voie IL-4 / IL-4R dans la prolifération des 

LB-LLC, STAT6 étant en effet un acteur clé dans la transduction du signal en aval de ce récepteur. 

Ces analyses, si elles demandent cependant à être confirmées sur une cohorte plus importante, 

confirme cependant la nécessité d’évaluer le rôle des inhibiteurs de cette voie comme agents 

thérapeutiques d’intérêt dans la LLC. 

 

Ce modèle de stimulation m’a également permis d’étudier les mécanismes d’expression de la 

protéine MHC Class I Polypeptide-Related Sequence A (MICA) ainsi que son rôle éventuel dans la 

leucémogénèse (Illias et al, en soumission ; manuscrit en annexe). Cette protéine appartient à la 

famille des ligands du récepteur Natural-killer receptor group 2 member D (NKG2D), un acteur 

important dans l’immunité anti-tumorale. Dans un premier temps, j’ai montré l’absence d’expression 

de MICA dans les LB-LLC. Ensuite, dans le modèle de stimulation ex vivo que j’ai mis en place, j’ai 

pu montrer l’induction de l’expression du gène MICA, ce qui se traduit par l’expression de la protéine 

correspondante à la surface des LB-LLC, mais aussi sous forme sécrétée. De plus, mes données 

révèlent l’existence d’une corrélation entre l’intensité de prolifération des LB-LLC stimulés et le 

niveau d’expression de MICA dans ces cellules. Ce résultat indique que les LB-LLC conservent la 

capacité d’expression de MICA, suggérant un rôle éventuel de cette protéine dans l’immunité anti-

leucémique. De plus, l’expression de MICA dans les LB-LLC semble antérieure à l’apparition de 

lésions de l’ADN. En effet, la phosphorylation de l’histone H2Ax, qui est un marqueur spécifique des 

dommages à l’ADN, est détectée postérieurement à MICA. Par conséquent l’expression de MICA est, 

dans notre modèle, probablement induite par l’initiation de la prolifération et non par l’induction des 

dommages à l’ADN, comme cela a déjà été mentionné (Gasser et al., 2005). Ces travaux semblent 

donc indiquer l’existence d’une immunité anti-tumorale médiée par l’interaction MICA-NKG2D lors 

des stades précoces de la leucémogénèse (lorsque les LB sont en phase proliférative et expriment 

probablement MICA). La possibilité d’induire à nouveau l’expression de MICA dans les LB-LLC aux 

stades tardifs représente donc une nouvelle hypothèse thérapeutique. 
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Enfin, notre modèle de stimulation ex vivo, induisant la prolifération des LB-LLC, nous a 

permis de réaliser une étude transcriptionnelle et protéomique dynamique, et ce jusqu’à 4 jours après 

la stimulation. Toutes les études antérieures sur la réponse transcriptionnelle de la LLC présentées 

dans la littérature ont été réalisées après une stimulation isolée du BCR (anti-IgM soluble ou 

immobilisé) (Guarini et al., 2008; Herishanu et al., 2011; Pede et al., 2013), connue pour induire une 

apoptose des lymphocytes (Yoshida et al., 2000) et ces conditions de culture ne permettaient pas 

d'étudier la réponse proliférative de ces cellules. Notre modèle de stimulation pulsée a permis 

d’étudier le programme transcriptionnel et protéomique en écartant les phénomènes cycliques (Ideker 

et al., 2011) décrits dans des modèles de co-culture. Afin de mettre en évidence le plus grand nombre 

de gènes et de protéines impliqués dans la réponse du BCR, nous avons analysé 8 points temporels 

allant jusqu’à 4 jours après la stimulation. Grâce à une collaboration avec une équipe de 

mathématiciens, nous avons sélectionné les acteurs du réseau de régulation génique et protéiques et 

modélisé ce programme cellulaire tumoral. Ce travail a permis, à partir de l’identification des 

protéines impliquées dans la prolifération et exprimée aux temps tardifs, de revenir aux facteurs de 

transcription initiaux exprimés rapidement après la stimulation cellulaire, et a suggéré l’existence d’un 

programme de prolifération de base dans ces cellules en prolifération. 

 Malgré l’apparition, ces dernières années, des techniques de séquençage haut-débit, les études 

de cellules humaines permettant des analyses temporelles faites simultanément au niveau 

transcriptomique et protéomique aussi vastes que celle que nous avons réalisée sont assez rares. On 

retrouve dans la littérature seulement trois études permettant de révéler une corrélation gène/protéines 

(40 à 60%) après stimulation cellulaire (Fournier et al., 2010; Jayapal et al., 2008; Waldbauer et al., 

2012) Avant notre étude portant sur des cellules CLL primaires, la corrélation entre les gènes et les 

protéines correspondantes dans les cellules cancéreuses humaines primaires n'avait pas été étudiée. 

L’ensemble de mon travail de thèse permet, aujourd’hui, de proposer un modèle induisant la 

prolifération des LB-LLC. Ce modèle à l’avantage d’utiliser un nombre minimal de stimuli. La 

modélisation du programme d’expression des transcrits et des protéines soutenant la prolifération des 

cellules LLC est une étape importante dans la compréhension de la leucémogenèse de ces cellules. 

Mon travail a également dévoilé de nouvelles voies cellulaires qui pourraient servir de cibles pour le 

développement de thérapies innovantes. 

A l’avenir, on pourra envisager une modulation orientée des programmes géniques induits 

dans les cellules tumorales afin de réduire le phénotype agressif de ces cellules qui pourraient ainsi 

retrouver un programme génique sain. Pour cela, la « signature proliférative », mise en évidence dans 

notre modèle, induite par la stimulation du BCR et composée de facteurs de transcription menant à 

l’expression de protéines impliquées dans la prolifération, fournit un certain nombre de cibles 

potentielles et permet d’identifier des voies cellulaires qui pourraient être ciblées pour le 

développement de thérapies innovantes de la LLC. 
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Abstract: 

The non-conventional MHC class I MICA and MICB molecules signal cell stress, 

including tumor-associated genotoxic stress, to NKG2D-bearing cytotoxic cells. Few 

studies have however addressed the role of MICA/B expression in hematological 

malignancies. In most lymphoproliferative syndromes, an aberrant antigenic 

stimulation is thought to sustain cell proliferation, but a potential MICA/B implication 

in immunosurveillance at this initial stage of leukemogenesis is not known. Here we 

report absence (or weak) MICA and MICB expression in peripheral B cells harvested 

from healthy subjects or from patients suffering from chronic lymphocytic leukemia 

(CLL), at the transcript, as well as membrane-bound and secreted protein levels. 

However, an ex vivo stimulation of control and CLL B cells concomitantly induced 

cellular proliferation and MICA expression. Using a panel of inhibitors blocking 

downstream components of the B-cell receptor signaling pathways, we further 

strengthen this link between MICA’s expression and B cells proliferation. Finally, we 

provide evidence suggesting that MICA expression in proliferating B cells might be 

independent from replication-induced DNA damage, as opposed to what is observed 

in solid tumors. These data also revealed that the cellular pathways leading to MICA 

expression are conserved in CLL B cells and could be exploited for therapeutic 

purposes. 
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Introduction 

 

The immune system protects the organism’s integrity through its recognition 

and destruction of foreign (infection) and modified self-antigens (tumor). In tumors, 

accumulation of oncogenic events, allow some malignant cells to eventually escape 

the immune surveillance and to further proliferate without any restriction [1] [2]. One 

of the key axis of this anti-tumoral immunity relies on the natural killer group 2 

member D receptor (NKG2D) recognition of a diverse set of MHC class I-like ligands 

(NKG2DL) [3]. The first NKG2DL was described by us, nearly a quarter century ago 

[4, 5] These are the major histocompatibility complex (MHC) class I chain-related 

genes A and B (MICA and MICB) [4], encoded within the MHC/HLA region on the 

short arm of the 6th chromosome pair in man. Other NKG2DL have been identified 

since, i.e. the UL16 binding proteins (also known as retinoic acid early transcripts 1 

(RAET1) [6, 7], in both mouse and man as well as MULT1 and H60 [8] in mouse [5]. 

When expressed at the cell surface, these ligands are recognized by NKG2D-bearing 

NK, γδ and CD8+ αβ T lymphocytes [9]. The ability of these cytotoxic cells to 

recognize and to eliminate NKG2DL-bearing tumor cells has been demonstrated in 

murine models [10] and this cytotoxic activity has been correlated with the density of 

cell surface NKG2DL [11, 12]. 

Although expressed at transcript levels in nearly all tissues (except those of the 

central nervous system) [13], NKG2DL do not reach the cell membrane in a majority 

of cells at the steady state [14, 15]. This surface expression is however believed to 

be specifically induced after cell stress e.g. infection or tumorisation [16]. NKG2DL 

expression has been extensively reported in various types of solid tumor e.g. 

epithelioma, melanoma, colorectal cancer, glioma, ovarian and pulmonary cancers 

and head and neck squamous cell carcinoma [17] [13]. In some studies, the intensity 

of NKG2DL expression correlates with a better clinical prognosis (Nicholas, int J 

Cancer 2006). 

In hematological malignancies, various levels of NKG2DL expression have been 

reported in different lymphoproliferative disorders e.g. absence of expression in T-cell 

lymphomas [18], weak or no expression in CLL [19, 20] or yet variable expression 

levels in multiple myeloma (MM) [12, 21]. Moreover, a remarkable inter-patient 

variability has been reported within specific hemopathies (Nucckel and coll. reported 
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that 20% of CLL patients show a weak MICA’s membrane expression (MFI ratio < 2-

3) [19]) and between patients at different stages of malignant evolution e.g. those 

carrying a gammopathy of undetermined significance (MGUS) and MM [12, 20]. The 

significance of these results is further complicated by absence of correlation between 

MICA transcripts and cell surface protein [22]. 

 

The mechanisms of NKG2DL expression have been widely studied in solid 

tumor cells [23], and the persistence of their expression when cells are submitted to 

chronic DNA damages has been shown [24]. The DNA damages involved in 

oncogenic process are suspected to be the main trigger of their expression in 

transformed cells. In murine models, NKG2DL's expression has been documented 

after experimental induction of DNA damage of chemical, physical or oncogenic 

origin involving the ATM/ATR pathway [25]. In a Eμ-cMyc mouse model of Burkitt-like 

lymphoblastic lymphoma, NKG2DL expression has been shown in a fraction of the 

lymphoma cells. Further analysis of this intra-clonal heterogeneity revealed that the 

NKG2DL expressing cells were the only ones showing phosphorylated H2AX 

proteins, witness of DNA damages, reinforcing the link between genotoxic stress and 

these ligands [26]. Moreover, it has been shown that NKG2DL RAE1 activation is 

coupled with cell cycle entry [27] and that a cell activation in vitro can also induce 

NKG2DL through NFKB signaling [28], a pathway known to be over expressed in 

lymphoid malignancies [29]. The understanding of NKG2DL expression is further 

complicated by its transient cell-surface expression. Indeed, an enzymatic membrane 

shedding has been described [30], promoted by a short transmembrane tail 

described in some MICA polymorphisms. Soluble form of NKG2DL MICA has been 

found in sera of cancerous patients [21, 31] or those suffering from autoimmune 

diseases [32] and this molecular mechanism could explain, in part, the cancerous cell 

escape from immunity during oncogenic progression. 

NKG2DLs are critical factors in anti-tumoral immunity, but their expression has not 

yet been systematically studied in hematologic malignancies. In lymphoproliferative 

disorder for instance, no precise mechanism for their expression has been described. 

We focus here on chronic lymphoproliferative malignancies, the most frequent and 

still incurable leukemia in adults. In these leukemias, the lymphocyte proliferation is 

believed to be induced by a chronic antigenic stimulation in vivo [33, 34]. We 

previously studied the genetic [35, 36] and the proteomic programs [37] induced by 
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the B-cell receptor (BCR) activation in these leukemic B-cells. Here, reproducing a 

chronic antigenic stimulation in these B cells ex vivo, we show a specific activation of 

MICA expression on these cells. The analysis of its temporal mechanism of 

expression shows that MICA expression in lymphoproliferative conditions is 

correlated to the proliferation activation and is independent from DNA damage 

pathways. 

 

 

 

Results 

 

MICA is not expressed in healthy or malignant circulating lymphocytes. 

To analyze the expression of MICA/B in chronic lymphoproliferative disorders, 

we first quantified MICA/B transcripts in peripheral leukemic B cells isolated from 

untreated patients suffering from CLL, as well as total and naïve B cells isolated from 

healthy donors. The lymphoblastic cell line C1R stably transfected with MICA, MICB 

or mock transfected served as positive and negative controls. While MICA transcripts 

were undetectable in healthy or tumorous B cells (Figure1A), only a weak expression 

of MICB was observed in healthy B-Cells (Figure 1B). At the protein level, 

immunoblot analysis (Figure 1C) showed the lack of MICA expression in B cells 

harvested from healthy donors (Ctl 1-3) or in tumorous B cells from CLL patients (P1-

3). HEK293 cells transfected with MICA*009 are shown as positive controls. This 

observation was confirmed by analysis of cell surface expression of MICA/B by flow 

cytometry with specific NKG2D ligands antibodies (Figure 1D). In addition, this 

experiment also indicated the absence of MICA/B from B cells harvested from 

patients suffering from autoimmne diseases (i.e. rheumatoid arthritis, systemic lupus 

erythematosus, systemic sclerosis or primary Sjögren’s syndrome) or from T cells 

isolated from healthy donors.  

 

Early loss of MICA expression in leukemogenesis 

To follow MICA expression during the leukemogenic process, we quantified its 

cell surface expression by flow cytometry expression in a lymphoid malignancy 

where tumorisation stages are well characterized. We focused on plasma cells 
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transformation, where a pre-cancerous stage (monoclonal gammopathy of 

undetermined significance; MGUS) is individualized from the frank cancerous stage 

(multiple myeloma; MM) according to the percentage and cytological dystrophy of 

plasmocytes in the bone marrow and the presence of organs failure [38]. 

Furthermore, in this malignancy, flow cytometry of bone marrow samples allows the 

identification of plasmocytes exhibiting pathological transformation according to 

CD56 membrane expression [39]. Interestingly, we detected low MICA surface 

expression on plasmocytes from control non-cancerous subjects (n=11), a lower 

expression in pre-cancerous CD56+ MGUS plasmocytes (n=12) and an absence in 

plasma cells from MM patients (n=4) (Figure 2 and Suppl. Figure S1).  

 

Activation of lymphocyte proliferation induces MICA cell surface expression  

In mature lymphoproliferative malignancies such as CLL, a chronic antigenic 

activation induces lymphocyte proliferation at the earliest stages of leukemogenesis 

[33, 34]. MICA is known to be expressed at the cell surface after genotoxic stress 

and DNA-damage [25] and its expression has been reported after cell activation [28]. 

However, the precise effect of cell proliferation activation on its expression is not 

known. 

To investigate this possible link, we used an in vitro stimulation of the BCR with an 

anti-IgM in association with CD40-ligand and T-cell derived cytokines (IL-4 and IL-21) 

in order to induce cell proliferation of total and naïve B-cells isolated from healthy 

donors and leukemic B cells isolated from CLL patients. Maximal cell proliferation is 

observed in these samples after CFSE staining at 72h (day 3, D3) after cell activation 

(S, Stimulated) for total and naïve healthy B-cells and at day 6 (D6) for leukemic CLL 

B-cells (Supplemental Figure 2A and B). For these time points, cell proliferation was 

quantified in parallel with the percentage of MICA-expressing cells, measured by flow 

cytometry (Supplemental Figure 2C), for total and naïve healthy B cells and for CLL 

B cells. We confirmed the simultaneous absence of cell proliferation (Figure 3A) and 

MICA membrane expression (Figure 3B) before stimulation (unstimulated, US). Next, 

we observed that B cell stimulation induces concomitant cell proliferation and MICA 

expression. The percentage of MICA expressing cells vary between 33-62 % 

(median 50 %) in total healthy B-cells (n=10), 18-88 % (median 47 %) for naïve B-

cells (n=9) and 33-85% (median 47 %) for CLL B-cells (n=5). This result differs with 

that of HLA-ABC whose expression appears unmodified in the same conditions 
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(Supplemental Figure 3). Grouping the data obtained for both healthy and tumorous 

B cells, we showed that the percentage of MICA expressing cells is correlated with 

that of proliferating cells (Figure 3C, r=0.61, p=0.0016). We completed this study of 

MICA in relation to BCR-mediated activation by performing a time-course analysis 

(for up to 6 days) of its expression in healthy total (n=3) and naïve B cells (n=3) as 

well as CLL B cells (n=3). As mentioned above, we observed significant cellular 

proliferation following in vitro stimulation at days 3 for B cells harvested from healthy 

donors and at day 6 in the case of CLL B-cells (Supplemental Figure S2B). In the 

same samples, quantification of MICA transcripts by RT-qPCR indicated that MICA 

mRNA are detectable 3 to 6h after stimulation of healthy and CLL B cells, with a peak 

at 24h for control B cells and at 96h for CLL B cells (Figure 4A). Cell surface MICA 

protein detectable by flow cytometry appears 24 h after stimulation of control 

(healthy) cells, with a maximum at 72h for total cells and at 48h for naïve B cells. 

Delayed cells surface expression, which starts at 48h and peaks at 48-96h, can be 

seen in stimulated CLL B cells (Figure 4B). MICA detection by Western blot 

supported this observation (Suppl. FigureS4). Of note, a secreted soluble form of 

MICA (sMICA) is detected by ELISA in the culture medium 48 to 72 hours after cell 

stimulation (Figure 4C), simultaneously with the loss of membrane-bound expression 

(Figure 4D).  

 

The signaling pathways inducing cell proliferation are also responsible for 

MICA expression. 

To gain more insights on the signaling pathways leading to MICA expression 

following B cells stimulation, we used a pharmacological approach using various 

inhibitors. We observed significantly reduced cell proliferation and MICA cell surface 

expression when stimulated B cells (either from control donors of from CLL patients) 

were incubated with R406 and Idelalisib (ID), respectively SYK and AKT inhibitors 

blocking the BCR signaling pathway at a proximal level (Figure 5 A, B). The 

involvement of this pathway was also evidenced by the inhibitory effect on B cells 

proliferation and MICA expression of BAY 11-7082, which targets IkB, a more distal 

component. Furthermore, we showed that the MAP kinase ERK (inhibited by 

selumetinib, SEL) also participates in both proliferation and MICA induction. 

Moreover, cell activation without IL4 (S-IL-4) or with a JAK3 inhibitors (PF-956980) 

also revealed a role of a STAT6-dependant pathway on proliferation and MICA 
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expression. These results also confirmed a strong correlation between proliferation 

and MICA expression in healthy B-cells (r=.93, p=0.0001) and leukemic CLL B-cells 

(r=.90; p=0.004) (Figure 5 C, D). 

Altogether, these results suggest that signaling pathways responsible for the 

proliferation of B cells also participate in MICA expression. In line with this result, 

binding sites for the BCR transcriptional factors AP1, NF-kB and STATs were 

identified by a computational analysis in the promoter region of the MICA gene 

(Suppl. FigureS5). 

 

In proliferative conditions, MICA expression is independent from DNA damage 

pathways. 

DNA damage/reparation pathways are physiologically activated during cell 

proliferation and activation of DNA replication mechanisms [40]. Because these 

pathways have been reported to activate MICA expression [25], we monitored the 

accumulation of DNA lesions in our biological model and evaluated their potential 

impact on the proliferation-dependent induction of MICA. For this, healthy (Ctl 1 and 

2) and leukemic CLL B cells (harvested from patients P1-3) were activated in vitro 

and we analyzed H2Ax phosphorylation on Ser 139 by immunoblot after cell 

activation. As expected, phosphorylated H2Ax (pH2Ax) appeared at the beginning of 

cell proliferation at day 3 in total healthy B cells and at day 4 in CLL B cells (Figure 

6A). Quantification of the pH2Ax signal normalized to that of GAPDH revealed a 

time-dependent accumulation of DNA damage induced by double-stranded breaks 

until day 6 (Figure 6B). Interestingly, comparing these results with those showing 

MICA quantification both at the RNA transcripts and cell surface expression levels 

(Figure 4) indicates that MICA mRNA and protein appear before the proliferation-

induced DNA damages. 

In line with these results, we have induced a proliferative response in CLL cells from 

two patients showing a deletion of the short arm of chromosome 17 and a pathogenic 

(non-functional) missense mutation of TP53 on the other allele. Interestingly, albeit 

this complete loss of TP53, these CLL B-cells showed an ex vivo proliferation (63% 

and 33% of divided cells respectively) and a cell surface expression of MICA at day 3 

after stimulation (Fig. 6C). Altogether, these observations suggest that in stimulated 

B cells, MICA expression is not induced by DNA damage and is rather the 
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consequence of others, yet to be determined, molecular events caused by the 

induction of proliferation. 

 
 
 

Discussion 

 

The role of the NKG2DL MICA is well established in anti-tumoral immunity 

against solid cancer cells in which its expression is induced by DNA damage [25]. 

However, this is not the case in hematological malignant cells in which absence or 

weak expression of NKG2D ligands has been reported [19, 20]. Here, we confirmed 

the lack of MICA/B mRNA and protein expression in circulating CLL B-cells. No cell-

surface expression was either found on control lymphocytes from healthy donors 

(including naïve, total B-cells and CD4 T-cells), as previously reported [14, 19, 20, 

22]. The cell surface absence shown here with anti-MICA/B antibody (R&D clone 

159207) was confirmed with other anti-MICA/B antibodies (R&D clone 159227 or BD 

clone 6D4). Such absence of NKG2D ligands expression on tumoral cells raised 

questions with regards to their possible role in anti-leukemic immunity.  

To gain more insights into potential role of NKG2D ligands in hematological 

malignancies, we analyzed MICA A/B expression in a model of oncogenic B cells 

transformation, i.e during the evolution of pre-tumoral MGUS and tumoral MM 

plasma cells in the bone marrow. Variable NKG2DL expression in  MGUS or MM 

patients has been reported, but these analyses have been performed on 

immortalized plasma cells or upon particular experimental conditions (e.g. following 

IL-6 activation) known to affect NKG2DL expression [11, 12, 21]. Moreover, these 

studies evaluated MICA expression in total bone marrow plasmocytes 

(CD38+/CD138+), and therefore, MICA/B precise cellular expression on pre-

tumoral/tumoral plasmocytes is not known. In this study, we analyzed MICA 

expression in primary plasma cells freshly isolated from healthy donors, MGUS and 

MM patients, and we measured MICA/B cell surface expression  on plasma cells 

(CD56 +) using flow cytometry. Of interest, we observed MICA expression on healthy 

plasma cells, a feature which has not been noticed so far. More importantly, our 

analysis of MICA/B expression on plasma cells of MGUS and MM patients showed a 

significant decrease of MICA expression during tumoral evolution. These results 
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provide the first demonstration of MICA expression at early stages of lymphoid 

transformation and further decrease during the oncogenic evolution. This observation 

is likely correlated with increased expression of soluble MICA in the serum of Multiple 

Myeloma (MM) patients [31].  

We then performed experiments aiming at a better characterization of MICA 

expression during the early stages of leukemogenesis. Several papers have already 

described the role of DNA damages, generated during the oncogenic process, on 

NKG2DL expression. Furthermore, ex vivo activation of healthy T-cells has been 

shown to induce MICA expression [28]. More recently, cell proliferation-induced 

ULBP expression was also reported [27]. However, in the case of lymphoproliferative 

malignancies such as CLL in which a chronic antigenic stimulation is the major 

trigger of leukemogenesis, MICA expression has not yet been considered in this 

process. Thus, we first analyzed the correlation between lymphocyte proliferation and 

MICA expression. For this we developed an ex vivo model in which a BCR-mediated 

B cells stimulation leads to a proliferative response. Using this model, we showed 

that stimulation of primary healthy and leukemic B-cells induces MICA transcription, 

cell surface expression and excretion of a MICA soluble form. Interestingly, the level 

of membrane-bound MICA expression appeared correlated to the intensity of cell 

proliferation. This observation, together with rapid and transient MICA-induced 

expression suggests the transcriptional response to cell stimulation could potentially 

be switched off following the reduction or disappearance of the proliferation-inducing 

signal. These findings could explain the concordance between limited in vivo 

proliferation of circulating CLL B-cells, which are mostly arrested at G0/G1 [34] and 

undetectable MICA cell surface expression. In addition, our results also show that ex 

vivo proliferative stimulation of healthy B cells induced similar, albeit delayed, 

responses to those observed in CLL B-cells. While the mechanisms of this delay 

remains to be investigated, this observation is of particular interest because several 

drugs are known to activate MICA expression, notably HDAC inhibitors (e.g. valproic 

acid and trichostatin) [41, 42] and proteasome inhibitors (bortezomib) [21, 43].  

Finally, this study provides evidence suggesting that the BCR signaling pathways 

which are responsible for the CLL B-cells proliferation are also involved in the control 

of MICA expression. Using various inhibitors, we first confirmed the role of the NF-

kappaB [28]. In addition, our work revealed an important role of MAP kinase/ ERK 

and STAT/AKT pathways in MICA expression. Our data indicating the absence of a 
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specific MICA activation pathway are reinforced by a bioinformatics analysis of the 

MICA promoter region which revealed the presence of several binding sites for 

transcription factors activated downstream of the BCR. Notably, these signaling 

pathways are shared with other cell surface receptors and have been implicated in 

MICA expression after proliferative stimulation of other cell types, e.g. vascular 

endothelial cells [44].  

Altogether, this study demonstrates that the pathways activating the cellular 

proliferation concomitantly induce MICA expression. This mechanism likely provides 

protective functions through the involvement of effector immune cells carrying 

cytotoxic activities, as previously suspected [45]. Such MICA response to a 

proliferative signal can also be suspected as an important anti-leukemic process 

whose mechanisms require additional investigations to be exploited for future 

potential therapeutic purposes. 

 

 

 

Materials and methods 

 

Subjects and B cell isolation 

Peripheral lymphocytes were obtained from untreated patients diagnosed with 

CLL and from buffy coats from healthy blood donors (Etablissement Français du Sang 

Grand Est, Strasbourg, France). CLL B cells were negatively selected from fresh blood 

samples using Rosettesep B-cell enrichment cocktail (StemCell Technologies, 

Grenoble, France) after density gradient centrifugation (Ficoll-Paque Plus, GE 

Healthcare Life sciences, Velizy-Villacoublay, France). For healthy donors, total B 

cells, naïve B cells or naïve CD4+ T cells were isolated from PBMCs using a negative 

selection kit (Human naïve B cell isolation kit, Human B cell isolation kit, Human 

naïve CD4+ T cell isolation kit, Stemcell Technologies, Grenoble, France) after 

density gradient centrifugation (Ficoll-Paque Plus, GE Healthcare Life sciences, 

Velizy-Villacoublay, France). B cells from patients with autoimmune diseases were 

isolated from PBMCs using a negative selection kit (Human B cell isolation kit, 

Stemcell Technologies, Grenoble, France) after isolation of blood mononuclear cells 

by Ficoll centrifugation. The cell purity - >95% - was controlled by flow cytometry 

using the following markers : CD19+, CD19+/CD27-, CD19+/CD5+. C1R transfected 
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with MICA*009, MICB*005 or mocked transfected was a gift from Dr Salio; Oxford 

University, UK. All human subjects gave written informed consent to the study which 

was approved by the institutional review board of the Strasbourg University Hospital. 

 

Stimulation and reagents 

Cells were cultured in RPMI 1640 supplemented with 10% FCS, penicillin (100 

U/ml), and streptomycin (100 U/ml, all from Invitrogen, Cergy Pontoise, France) at 

37°C in an atmosphere supplemented with 5% CO2. B cells at a density of 106 

cells/ml were stimulated with 10 µg/ml of anti-IgM (Jackson ImmunoResearch, West 

Grove, PA, USA), 100 ng/ml of CD40L (Enzo, Villeurbanne, France), 10 ng/ml of IL-4 

(R&D Systems-Bio-Techne, Lille, France) and 25 ng/ml of IL-21 (Invitrogen, Cergy 

Pontoise, France). Signalling inhibitors targeting BTK (R406), AKT (idelalisib), ERK 

(selumetinib – AZD6244), IkB (BAY11-7082) and JAK3 (PF-956980) were from 

Sigma (Saint Quentin Fallavier, France). The following monoclonal antibodies (mAbs) 

were validated on C1R cells transfected with MICA*009, MICB*005 or mocked 

transfected and used for immunostaining: conjugated anti-human MICA antibody 

clone 159227 (R&D Systems-Bio-Techne, Lille, France), conjugated anti-human 

MICA/B antibody clone 159207 (R&D Systems-Bio-Techne, Lille, France), 

unconjugated anti-human MICA antibody clone 159209 (a gift from Dr Houchins; 

R&D Systems, Lille, France). Before acquisition, Propidium Iodide (PI) was added to 

stain for dead cells. Flow cytometry analysis was performed with BD Accuri C6 Flow 

Cytometer (BD, Le Pont de Claix, France). 

 

Real-time quantitative RT-PCR 

Total RNA was extracted using RNeasy® Mini kit (Qiagen, Courtabeuf, France) 

and reverse transcribed using random primers and ImProm-II™ Reverse 

Transcriptase (Promega, Charbonnières-les-bains, France). Real-time quantitative 

PCR (RT-qPCR) was performed using TaqMan Gene Expression Assays (Human 

gene Hs00741286_m1 MICA, Hs00792952_m1 MICB and Hs00939627_m1 GUSB, 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Melting-curve analysis was performed 

to assess the specificity of PCR products. After an initial incubation at 95°C for 

10min, 45 rounds of amplifications (15s at 95°C, 60 s at 60°C) were performed in a 

LightCycler® 480 (Roche, Meylan, France). MICA or MICB gene expression was 



Annexe 

Manuscrit : MICA is expressed at early stages of lymphoproliferation independently of the replication-
induced DNA damages 

235 

 

14	
	

normalized to that of GUSB. Relative expression was calculated using the 

comparative threshold cycle (ΔΔCt) method. 

 

Western blotting 

After stimulation, B cells were centrifuged, and the cell pellets suspended for 

20 min on ice in a lysis buffer (1% Triton X-100, 20 mM Tris-HCl [pH 8], 130 mM 

NaCl, 10% glycerol, 2 mM EDTA, 1 mM PMSF and protease inhibitors). Lysates 

were centrifuged for 10 min at 300 g at 4°C and supernatants were subjected to 

SDS-PAGE and transferred electrophoretically to polyvinylidene difluoride (PVDF) 

membranes. Membranes were then blocked using 5% milk in TBS (20 mM Tris [pH 

7.5], 150 mM NaCl) for 1h at room temperature. The blots were incubated with anti-

phospho-H2Ax (clone JBW301) (Merck Millipore, Fontenay sous Bois, France) anti-

phospho-ERK1/2 (clone E-4, Santa-Cruz, Cliniscience Nanterre, France), anti-

phospho-SYK (cell Signaling, St Quentin en Yvelines, France) anti-MICA (clone 

159233) (R&D Systems-Bio-Techne, Minneapolis, MN, USA) for 2h at room 

temperature, anti-phospho-STAT6 (Cell Signaling, St Quentin en Yvelines, France), 

anti-phospho-AKT (clone D25E6), anti-phospho-IkB (clone 5A5) (Cell Signaling, St 

Quentin en Yvelines, France) overnight at 4°C, followed by incubation with HRP-

conjugated goat anti-mouse IgG mAbs or anti-Rabbit IgG mAbs (1 h at 25°C) and 

detection by ECL (ECL Plus Western blotting Detection Reagents, Amersham, 

Courtaboeuf, France) or SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity substrate 

(Pierce, Brebières, France) according to the manufacturers’ instructions. For loading 

control, membranes were incubated with anti-GAPDH (clone 6C5, Merck Millipore, 

Fontenay sous bois, France). The signal was visualized by chemiluminescence and 

processed by the ImageLab software (BioRad, France). The relative intensity of the 

bands was measured and calculated using the Image J software 

(http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html). 

 

Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE)-based proliferation assays 

Freshly isolated B cells were labeled with 0.5 μM CFSE (Invitrogen) and 

incubated for 10 min at 37°C in the dark. Washed CFSE-labeled cells were 

stimulated and cultured at 37°C / 5% CO2. Three or six days later, B cells 

proliferation was evidenced by a cell division-dependent decrease in CFSE staining 

intensity as evaluated by flow cytometry. 
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Statistical analysis 

Statistical analysis was performed using a one-tailed non parametric paired t 

test to compare two paired groups. Pearson’s or Spearman’s correlations were 

performed where appropriate. All statistical analyses were performed with GraphPad 

5.0 software. A p value of <0.05 was considered statistically significant. * p<0.05; ** 

p<0.01; *** p<0.001. 
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Figure legends 

 

Figure 1: MICA is not expressed by healthy or pathological (malignant, 

autoimmune) circulating lymphocytes. (A) Quantification of MICA and (B) MICB 

transcripts by RT-qPCR in peripheral B-cells from chronic lymphocytic leukemia 

patients (Tumoral CLL B cells) and in control total or naïve B cells from healthy 

donors. MICA and MICB expression was normalized to that of GUSB. Lymphoblastic 

C1R cells transfected with MICA*009, MICA*005 were used as controls (error bars 

represent mean with s.e.m.) (C) Immunoblot analysis of total MICA/B proteins 

(revealed with the anti-MICA/B antibody from R&D, clone 159233) in total B cells 

from healthy donors (Ctl 1-3) of from CLL patients (P1-3). HEK and C1R transfected 

cells with a vector expressing MICA*009 were used as controls. For loading control, 

membranes were incubated with anti-GAPDH (clone 6C5) (D) Quantification of the 

percentage of MICA/B expressing cells analyzed by flow cytometry with anti-MICA/B 

antibody clone 159207. 

 

Figure 2: MICA cell surface expression decreases during the tumoral 

progression. MICA cell surface expression was analyzed on plasmocytes (CD38+, 

CD138+) isolated from fresh bone marrow of control non tumoral donors (n=11), from 

monoclonal gammopathy of undetermined significance (MGUS) subjects (n=12) and 

from multiple myeloma (MM) patients (n=5). In these different samples, MICA 

expression was analyzed separately on pathological plasmocytes (CD38+, CD138+, 

CD56+) and on the healthy residual fraction (CD38+, CD138+, CD56-). Cell surface 

expression is expressed as a ratio of MICA mAb (MICA clone 159209) MFI and 

isotype control MFI on the same sample (Mann-Whitney test, two-tailed, * p<0.05; ** 

p<0.01). 

 

Figure 3: MICA cell-surface expression is correlated to lymphocyte 

proliferation. (A) Total (n=10) and naïve B cells (n=9) isolated from healthy donors 

and tumoral B cells from CLL patients (n=5) were stimulated with a cocktail of anti-

hum IgM F(ab)’2, IL-4, CD40L and Il-21. Proliferation was quantified by flow 

cytometry after cell staining with carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) and 

corresponds to the percentage of cells showing a sequential decrease of CFSE 
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staining, measured at 72h for healthy total and naïve B-cells and at day 6 for CLL B-

cells (Mann-Whitney test, two-tailed, * p<0.05; *** p<0.001). (B) The percentage of 

MICA expressing cells was determined by flow cytometry (anti-MICA R&D 159227) at 

day 3 for total healthy B-cells and CLL B-cells and at 48h for naïve B-cells, when the 

proliferative rate reaches a maximum (Mann-Whitney test, two-tailed, * p<0.05; *** 

p<0.001). (C) Correlation analysis between the percentage of MICA expressing cells 

and proliferation for all stimulated B cells samples (Spearman’s correlation). 

 

Figure 4: CLL B cells exhibit delayed and reduced MICA expression compared 

control B cells after stimulation. (A) Time course analysis of MICA expression by 

RT-qPCR after total healthy B cells (n=3), naïve B cells (n=3) and CLL B cells (n=3) 

activation in vitro. MICA mRNAs were normalized to GUSB transcripts. (B) MICA cell 

surface expression was quantified by flow cytometry (anti-MICA R&D clone 159227) 

in the same conditions as above. (C) Quantification of soluble MICA (sMICA 

expressed in pg/ml in the cell culture medium) by ELISA in the same conditions as 

above. (D) Overlay of the three curves shown above (error bars represent s.e.m.). 

 

Figure 5: The signaling pathways responsible for lymphocyte proliferation are 

involved in the control of MICA expression. (A) Proliferation (quantified by flow 

cytometry after CFSE staining) and the percentage of MICA-expressing cells 

(measured by flow cytometry using the anti-MICA antibody R&D clone 159227) have 

been measured for B cells from healthy donors (n=7) (paired t-test, error bars 

represent mean with s.e.m.) and (B) B cells from CLL patients (n=4). Experiments 

were conducted in unstimulated (US) and after in vitro activation (stimulated-S). 

Proliferation was measured at day 3 post-stimulation for control B cells and at day 6 

for CLL B cells. Surface MICA expression was measured at day 3 for control and 

CLL B cells. Similar experiments were performed in the presence of specific 

inhibitors of BTK (R406), AKT (idelalisib-ID), ERK (selumetinib-SEL), IkB (BAY11-

7082), JAK3 (PF-956980) and with DMSO as control. An activation condition without 

IL-4 was also tested (S-IL-4). (C) Pearson’s correlation analysis between proliferation 

and MICA surface expression in control and (D) CLL B cells stimulated in these 

various conditions. * p<0.05; ** p<0.01.  
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Figure 6: Within proliferative conditions, MICA expression is independent from 

DNA damage pathways. (A) Western blot analysis of phosphorylated H2Ax (pH2Ax) 

expression in total B cells from healthy donors (Ctl 1-2) and in B cells from CLL 

patients (P1-2) before (T0) and 1 to 5 days after cell activation. MICA expression was 

also analyzed in P1-2 samples. GAPDH expression served as loading control. (B) 

Graphical representation of the H2Ax signals obtained by western blot analysis of B 

cells from 3 healthy donors or from 3 CLL patients before (T0) and 1 to 5 days (D1-5) 

after stimulation. Signals were quantified with ImageJ and normalized to those for 

GAPDH (error bars represent mean s.e.m.) (C) Flow cytometry results showing CLL 

cells proliferation after CFSE staining (left) and MICA cell surface expression (isotype 

vs MICA) in control unstimulated (middle) and stimulated (right) CLL B cells from two 

patients with TP53 deleted/mutated (P4-5).	
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Supplemental Figure Legends 

 

Supplemental Figure 1. MICA is weakly expressed at the cell surface of bone 

marrow plasmocytes from healthy donors and decreases in MGUS and MM 

patients. Representative MICA expression analysis by flow cytometry (MICA mAb 

clone 159209) on bone marrow plasmocytes from a healthy subject (Ctl), 3 patients 

with pre-cancerous gammapathy of undetermined significance (MGUS) and one 

multiple myeloma (MM) patient. Plasmocytes were gated as CD38+/CD138+ cells and 

MICA expression was measured in CD56- (healthy) and CD56+ (cancerous) fractions. 

MICA expression is calculated by the ratio between the MFI obtained with the anti-

MICA mAb and the MFI of the isotype control. 

 

Supplemental Figure 2. Stimulated B lymphocytes from healthy donors or from 

CLL patients can proliferate and express MICA. (A) Representative flow cytometry 

results showing B cells proliferation after CFSE staining. The percentage of CFSE dim 

cells is measured on propidium iodide negative stimulated (S) and control 

(unstimulated-US) cells 3 days after activation. (B) Quantification of the proliferation in 

total and naïve B cells from 3 healthy donors and B cells isolated from 3 CLL patients. 

Measures were made in control (unstimulated-US) conditions, or 1 to 5 days (D1-5) 

after cell stimulation. (C) Representative results of MICA cell surface expression by 

flow cytometry in total B cells from a healthy donor before cell stimulation (T0) and 

after 3 days (D3) of culture in unstimulated (US) or stimulated (S) conditions. Cells 

were stained with anti-MICA mAb (R&D 159227) or an isotype control (anti-IgG2B).  

 

Supplemental Figure 3. MHC-I and MICA exhibit different pattern of expression 

on stimulated B cell. Comparative expression by flow cytometry of MHC-I (HLA-ABC) 

and MICA expression in control B cells from a healthy donor before (T0) and in the 

absence (US) or the presence (S) of a cell stimulation cocktail for 1 to 3 days. This 

analysis shows an increase of MHC-I expression at day 1, which remains constant 

between day 1 and day 3, whereas MICA is not expressed before activation and 

exhibits a progressive membrane accumulation from day 2 to day 3. 

 

Supplemental Figure 4. MICA expression is induced in stimulated B cells from 

CLL patients. Western blot showing MICA expression in B cells isolated from CLL 
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patients (P1-3) 24h, 48h and 72h after stimulation (S) and control unstimulated cells 

(US). GAPDH expression is shown as loading control. 

 

Supplemental Figure 5. AP1, NF-kB and STATs binding sites are present in the 

promoter region of MICA. Binding sites for the BCR transcriptional factors AP1, NF-

kB and STATs are shown with colored boxes in the MICA promoter region. Predictions 

were performed with the Matinspector software 

 (https://www.genomatix.de/online_help/help_matinspector/matinspector_help.html).  
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Cédric SCHLEISS 

Anomalies des programmes de réponse lymphocytaire après 

stimulation du récepteur à l’antigène dans la leucémie 

lymphoïde chronique 

 

Résumé 

Une cellule reçoit en permanence des signaux de son environnement. Cette stimulation induit une cascade de 

signalisation activant un programme génique et protéomique dynamique aboutissant à une réponse cellulaire 

adaptée. Dans la leucémie lymphoïde chronique (LLC), la stimulation du récepteur à l’antigène induit un 

programme et une réponse anormale à l’origine de la prolifération leucémique. 

Notre objectif est de caractériser ce programme cellulaire pathologique. Pour cela, nous avons mis en place un 

modèle de stimulation afin de reproduire ex vivo cette stimulation du récepteur à l’antigène de cellules 

primaires issues de patients porteurs de LLC et d’activer ce programme cellulaire. Nous avons alors analysé la 

dynamique transcriptionnelle et protéomique activée dans ces cellules afin de caractériser les anomalies de ce 

programme. 

Cette étude nous a permis de mettre en évidence la spécificité de ce programme prolifératif et de caractériser 

les gènes clés de ce programme tumoral. Ces gènes constituent de potentielles cibles thérapeutiques 

innovantes. 

Mots- clés : Leucémie Lymphoïde Chronique ; Récepteur à l’antigène ; Prolifération lymphocytaire ; Réseaux 

de régulation transcriptionnelle et protéomique 

 

Summary 

A cell constantly receives signals from its environment. This stimulation induces a signalling cascade 

activating a dynamic genic and proteomic program, leading to an adapted cellular response. In chronic 

lymphocytic leukemia (CLL), an antigen receptor stimulation induces a program and an abnormal response 

behind leukemic proliferation. 

Our aim was to characterize the pathological cell program. To achieve this, we have implemented a stimulation 

model to reproduce ex vivo antigen receptor stimulation of primary cells from CLL patients and activate this 

cellular program. We then analyzed the transcriptional and proteomic dynamics activated in these cells in order 

to characterize the abnormalities of this program. 

This study allows us to highlight the specificity of this proliferative program and to identify key genes of tumor 

program. These genes constitute potential new therapeutic targets. 

Keywords: Chronic Lymphocytic Leukemia; Antigen receptor; Lymphocytic proliferation; Transcriptional and 

proteomic regulatory networks 


