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Résumé 
 

Les leucémies aiguës myéloïdes (LAM) sont des hémopathies malignes hétérogènes 

déclenchées, dans la plupart des cas, par des anomalies génétiques (mutations, translocations 

ou inversions). Elles se caractérisent par un blocage de la différenciation de certains 

progéniteurs ou précurseurs hématopoïétiques (blastes) et leur prolifération clonale 

incontrôlée provoquant leur accumulation dans la moelle osseuse. Le traitement actuel de ces 

ÐÁÔÉÅÎÔÓ ÒÅÐÏÓÅ ÅÓÓÅÎÔÉÅÌÌÅÍÅÎÔ ÓÕÒ ÌȭÕÔÉÌÉÓÁÔÉÏÎ ÄȭÁÇÅÎÔÓ ÄÅ ÃÈÉÍÉÏÔÈïÒÁpie (cytarabine 

ÁÓÓÏÃÉïÅ Û ÕÎÅ ÁÎÔÈÒÁÃÙÃÌÉÎÅɊ ÐÅÒÍÅÔÔÁÎÔ ÄȭïÌÉÍÉÎÅÒ ÌÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÌÅÕÃïÍÉÑÕÅÓ ÅÔ ÄȭÏÂÔÅÎÉÒ ÕÎÅ 

rémission complète (RC) (définie morphologiquement comme une moelle osseuse normale 

avec moins de 5% de blastes). Cette RC est obtenue chez une majorité des patients mais plus 

ÄȭÕÎ ÐÁÔÉÅÎÔ ÓÕÒ ÄÅÕØ ÖÁ ÒÅÃÈÕÔÅÒ ÑÕÅÌÑÕÅÓ ÍÏÉÓ ÁÐÒîÓ ÌȭÁÒÒðÔ ÄÕ ÔÒÁÉÔÅÍÅÎÔȢ #ÅÓ ÒÅÃÈÕÔÅÓ 

ÁÔÔÅÓÔÅÎÔ ÄÅ ÌÁ ÐÅÒÓÉÓÔÁÎÃÅ ÄÅ ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÌÅÕÃïÍÉÑÕÅÓ ÒïÓÉÄÕÅÌÌÅÓ ÁÐÒîÓ ÌÅ ÔÒÁÉÔÅÍÅÎÔȟ ÑÕÅ ÌȭÏÎ 

appelle maladie résiduelle mesurable (MRD). Celle-ci a été mise en évidence grâce au 

développement de technologies performantes et sensibles tels que la cytométrie en flux multi-

paramétrique et la PCR en temps réel (qPCR) permettant ainsi la détection de profils 

ÄȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÏÕ ÄȭÁÎÏÍÁÌÉÅÓ ÇïÎïÔÉÑues associés aux LAM. A ce jour, plusieurs mécanismes ont 

été décrits pour expliquer la présence de cette MRD. Celle-ci peut être causée par une résistance 

au traitement de certains sous-clones leucémiques (anomalies génétiques intrinsèques leur 

conférant une résistance ou un phénotype quiescent) ou par la présence de cellules souches 

leucémiques (naturellement quiescentes). Le système immunitaire pourrait également jouer 

un rôle en induisant la quiescence de certaines cellules les rendant résistantes aux 

chimiothérapies conventionnelles, ou en contrôlant leur croissance tumorale par 

ÌȭïÔÁÂÌÉÓÓÅÍÅÎÔ ÄȭÕÎ ïÔÁÔ ÄȭïÑÕÉÌÉÂÒÅ ÅÎÔÒÅ ÌÅÕÒ ÐÒÏÌÉÆïÒÁÔÉÏÎ ÅÔ ÌÅÕÒ ÌÙÓÅȢ ,ÅÓ ÍÏÄîÌÅÓ ÍÕÒÉÎÓ ÄÅ 

,!- ÁÃÔÕÅÌÌÅÍÅÎÔ ÕÔÉÌÉÓïÓ ÐÅÒÍÅÔÔÅÎÔ ÄȭïÔÕÄÉÅÒ ÌÁ ÌÅÕÃïÍÏÇÅÎîÓÅ ÅÔ ÌȭÅÆÆÉÃÁÃÉÔé thérapeutique 

de certains composés mais font abstraction du rôle de la réponse immunitaire dans ces 

processus du fait de leur immunodéficience. De plus, aucun modèle murin de MRD leucémique 

ÎȭÅØÉÓÔÅ ÐÏÕÒ ïÔÕÄÉÅÒ ÌÅÓ ÃÁÕÓÅÓ ÄÅ ÌÁ ÐÅÒÓÉÓÔÁÎÃÅ ÃÁÎÃïÒÅÕÓÅ ÁÐrès traitement par 

chimiothérapie.  

Ainsi, le but de cette thèse a été de développer un modèle murin syngénique et 

immunocompétent de MRD leucémique sur-ÅØÐÒÉÍÁÎÔ ÏÕ ÎÏÎ ÌÅ ÇîÎÅ 7ÉÌÍÓȭ 4ÕÍÏÒ ρ ɉ74ρɊȢ 

WT1 est un des rares antigènes décrits dans les LAM et une réponse lymphocytaire cellulaire 

et humorale dirigée contre cette protéine a été décrite chez ces patients. La création de ce 
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modèle sur-ÅØÐÒÉÍÁÎÔ ÏÕ ÎÏÎ 74ρ ÐÅÒÍÅÔÔÒÁ ÁÉÎÓÉ ÄȭïÔÕÄÉÅÒ ÌÅ ÒĖÌÅ ÄÅ ÌÁ ÒïÐÏÎÓÅ ÉÍÍÕÎÉÔÁÉÒÅ 

spécifique de celui-ci dans la persistance leucémique.  

Pour développer ce modèle nous avons, dans un premier temps, caractérisé phénotypiquement 

et génotypiquement des sous-ÃÌÏÎÅÓ ÉÓÏÌïÓ ÄÅ ÌÁ ÌÉÇÎïÅ ÌÅÕÃïÍÉÑÕÅ #ρτωψ ÃÁÐÁÂÌÅ ÄȭÉÎÄÕÉÒÅ ÕÎÅ 

LAM de type myélo-monocytaire chez des souris immunocompétentes C57BL/6J. Dans un 

deuxième temps, certains sous-clones ont été sélectionnés pour leur sensibilité à la cytarabine 

et transfectés de manière à exprimer stablement une protéine fluorescente (ZsGreen) en 

association ou non avec la protéine WT1. Enfin, ce modèle de MRD leucémique a été obtenu en 

modulant la quantité de cellules leucémiques injectée ainsi que la cinétique et la dose 

ÄȭÉÎÊÅÃÔÉÏÎ ÄÅ ÌÁ ÃÙÔÁÒÁÂÉÎÅȢ ,Á -2$ Á ïÔï ÓÕÉÖÉÅ ÐÁÒ ÃÙÔÏÍïÔÒÉÅ ÅÎ ÆÌÕØ ɉÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ :Ó'ÒÅÅÎɊ ÅÔ 

par qPCR (expression ZsGreen et/ou de Wt1) dans le sang et la moelle osseuse des souris 

survivantes grâce au traitement. 

Nous avons ainsi générer un modèle murin syngénique et immunocompétent de MRD 

ÌÅÕÃïÍÉÑÕÅ ÑÕÉ ÐÏÕÒÒÁ ÐÅÒÍÅÔÔÒÅ ÄȭïÔÕÄÉÅÒ ÌÅÓ ÍïÃÁÎÉÓÍÅÓ ÉÍÍÕÎÏÌÏÇÉÑÕÅÓ ÉÍÐÌÉÑués dans la 

ÐÅÒÓÉÓÔÁÎÃÅ ÌÅÕÃïÍÉÑÕÅ ÁÐÒîÓ ÔÒÁÉÔÅÍÅÎÔ ÅÔ ÄȭÅÎÖÉÓÁÇÅÒ ÄÅ ÎÏÕÖÅÌÌÅÓ ÓÔÒÁÔïÇÉÅÓ ɉÉÍÍÕÎÏɊ-

ÔÈïÒÁÐÅÕÔÉÑÕÅÓ ÃÁÐÁÂÌÅÓ ÄȭïÌÉÍÉÎÅÒ ÃÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÒïÓÉÄÕÅÌÌÅÓȢ 

 

Mots clés :  

Leucémie aiguë myéloïde, Maladie résiduelle mesurable, Modèle murinȟ 7ÉÌÍÓȭ tumor 1 
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Abstract 
 

Development of a syngeneic and immune mouse model of acute 

myeloid leukemia and me asurable residual disease expressing or not 

7ÉÌÍÓȭ 4ÕÍÏÒ ρ gene 

Acute myeloid leukemia (AML) is a genetic disorder leading to a blockade of differentiation and 

a clonal expansion of hematopoietic progenitors or precursors (called blasts) which accumulate 

in the bone marrow and then invade the blood stream. Conventional treatment relies on the 

use of chemotherapy agents (cytarabine in combination with an anthracycline) to eliminate 

leukemia cells and achieve complete remission (defined as normal bone marrow morphology 

with less than 5% blasts). This complete remission is achieved in a majority of patients but 

more than 50% of them will relapse several months after the treatment. These relapses indicate 

the presence of residual leukemic cells after treatment, known as measurable residual disease 

(MRD). It has been highlighted by the development of efficient and sensitive molecular biology 

technologies such as multi -parameter flow cytometry and real-time PCR allowing the detection 

of AML-associated expression patterns and genetic abnormalities. Several mechanisms have 

been described that can explain the presence of this MRD. It may be caused by the resistance to 

treatment of certain leukemic sub-clones (resistance-conferring mutations or quiescent 

phenotype) or the presence of leukemic stem cells. Finally, the immune system could also 

induce the quiescence of certain leukemic cells rendering them resistant to conventional 

chemotherapies, or control their growth leading to a state of equilibrium between their 

proliferation and lysis. Several AML mouse models allow the study of leukemogenesis and the 

testing of new therapeutic agents for leukemic cells eradication. However, they are mostly 

based on the transfer of human leukemic cells in immune-deficient mice and do not provide 

information about the role of the immune system in the leukemic cell survival, sub-clonal 

expansion or persistence. Moreover, there is still no available leukemia MRD mouse model 

allowing the study of leukemic cell persistence after chemotherapy treatment. 

According to these findings, the aim of this thesis was to develop a syngeneic and immune-

competent mouse model of leukemia MRD overexpressing or not the Wilms' Tumor 1 (WT1) 

gene. The WT1 protein is described as an antigen associated with AML and is targeted by 

specific lymphocyte cellular and humoral responses in AML-affected patients. Creating a 

syngeneic and immune-competent leukemia MRD mouse model overexpressing or not this 
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antigen will allow determining the role of this specific immune response in the cancer cell 

persistence. 

To set up this model, we first phenotyped and genotyped sub-clones isolated from the murine 

C1498 leukemic cell line able to induce a myelo-monocytic AML in immune-competent 

C57BL/6J mice. In a second step, certain sub-clones were selected for their sensitivity to 

cytarabine treatment and transfected to stably express the fluorescent ZsGreen protein with or 

without th e WT1 antigen. Lastly, the MRD mouse model was obtained after modulation of 

various parameters such as the amount of leukemic cells administered, the kinetics and 

injection doses of chemotherapy. The leukemia MRD was monitored by flow cytometry 

(expression of the ZsGreen protein) and by real-time PCR (expression of the ZsGreen and/or 

Wt1 genes) in the peripheral blood and the bone marrow of treated and surviving mice. 

Thus, we generated a syngeneic and immune-competent leukemia MRD mouse model useful to 

study the immune mechanisms involved in the persistence of leukemic cell after treatment and 

to test new (immune)-therapeutic strategies targeting these residual cells. 

 

Keywords  : 

Acute myéloid leukemia, Mesurable residual disease, Mouse model, WÉÌÍÓȭ ÔÕÍor 1 
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I. LES LEUCEMIES AIGUES MYELOÏDES, UNE HEMATOPOÏESE 

BOULEVERSEE 

 HEMATOPOÏESE, LA PRODUCTION PHYSIOLOGIQUE DES CELLULES SANGUINES 

,ȭÈïÍÁÔÏÐÏāîÓÅ ÅÓÔ ÌÅ ÔÅÒÍÅ ÒÅÇÒÏÕÐÁÎÔ ÌÅÓ différentes étapes permettant le maintien de 

ÌȭÈÏÍïÏÓÔÁÓÉÅ ÓÁÎÇÕÉÎÅ en assurant en continu la production et le renouvellement contrôlés de 

toutes les cellules sanguines (érythrocytes, leucocytes et thrombocytes). En effet, ces éléments 

figurés du sang sont éphémères, avec une durée de vie plus ou moins longue allant de quelques 

heures pour les leucocytes à environ ρςπ ÊÏÕÒÓ ÐÏÕÒ ÌÅÓ ÈïÍÁÔÉÅÓȟ ÃȭÅÓÔ ÐÏÕÒÑÕÏÉ ÉÌ ÅÓÔ 

nécessaire de renouveler en permanence les différentes lignées sanguines.1  

Chez Ìȭ(ÏÍÍÅȟ ÃÅ processus débute dès les premiers mois de la gestation, où la production des 

cellules hématopoïétiques se fait au sein de structures particulières du sac vitellin appelées 

« ilots sanguins ». A ce stade du développement sont uniquement produit s des érythrocytes 

nucléés ÐÒÏÄÕÉÓÁÎÔ ÄÅ ÌȭÈïÍÏÇÌÏÂÉÎÅ extra-embryonnaire, ÏÎ ÐÁÒÌÅ Äȭhématopoïèse primitive. 

Afin de remplacer cette hématopoïèse primitive, les premières cellules avec des propriétés 

soucÈÅÓ ÖÏÎÔ ÓÅ ÄïÖÅÌÏÐÐÅÒ ÁÕ ÓÅÉÎ ÄȭÕÎÅ région intra -embryonnaire appelée AGM pour Aorte- 

Gonades et Mésonéphros. A partir du troisième mois de grossesse, ÌÅ ÓÉÔÅ ÄÅ ÌȭÈïÍÁÔÏÐÏāîÓÅ ÖÁ 

à nouveau changer. En effet, les cellules à caractère souche vont migrer vers le foie ÆĞÔÁÌ et la 

rate en empruntant les voies sanguines, et ces organes vont assurer lÅ ÒÅÌÁÉÓ ÊÕÓÑÕȭÛ ÃÅ ÑÕÅ ÌÁ 

moelle osseuse (MO) soit apte à produire les différentes lignées cellulaires hématopoïétiques.2  

Après la naissance, ÌȭÈïÍÁÔÏÐÏāîÓÅ se déroule au sein des organes hématopoïétiques dits 

primaires que sont la moelle osseuse et le thymus. En effet, la production et la maturation de la 

plupart des cellules sanguines vont être assurées par la moelle osseuse des os du fémur, du 

sternum, des côtes, des vertèbres ou encore du bassin. Le thymus va assurer spécifiquement la 

différenciation et la prolifération des lymphocytes T. Les lymphocytes B naifs vont, quant à eux, 

migrer de la moelle osseuse vers les organes lymphoïdes secondaires tel que la rate, sites 

permettant ÌÅÕÒ ÁÃÔÉÖÁÔÉÏÎ ÅÎ ÃÁÓ ÄÅ ÒÅÃÏÎÎÁÉÓÓÁÎÃÅ ÄÅ ÌȭÁÎÔÉÇîÎÅ mais aussi leur 

différenciation en plasmocytes ou lymphocytes B mémoires. De plus, la rate et le foie peuvent 

être des sites ÁÓÓÕÒÁÎÔ ÌȭÈïÍÁÔÏÐÏāîÓÅ extramédullaire en condition de stress, ÌÏÒÓ ÄȭÕÎÅ 

ÉÎÆÅÃÔÉÏÎ ÏÕ ÄȭÕÎ ÃÁÎÃÅÒ.3 

Il existe une hiérarchie cellulaire précise ÁÕ ÓÅÉÎ ÄÅ ÌÁ ÍÏÅÌÌÅ ÏÓÓÅÕÓÅ ÐÕÉÓÑÕȭun seul type 

cellulaire est Û ÌȭÏÒÉÇÉÎÅ ÄÅ ÔÏÕÔÅÓ ÌÅÓ ÁÕÔÒÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ, la cellule souche hématopoïétique (CSH). 

#ÅÔÔÅ #3( ÐÏÓÓîÄÅ ÃÏÍÍÅ ÌȭÅÎÓÅÍÂÌÅ ÄÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÓÏÕÃÈÅÓ ÄÅÓ ÃÁÐÁÃÉÔïÓ ÄȭÁÕÔÏ-renouvellement 
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ÅÔ ÄÅ ÄÉÆÆïÒÅÎÃÉÁÔÉÏÎ ÐÅÒÍÅÔÔÁÎÔ ÁÉÎÓÉ ÌÁ ÐÒÏÄÕÃÔÉÏÎ ÄÅ ÌȭÅÎÓÅÍÂÌÅ ÄÅÓ ÌÉÇÎïÅÓ ÓÁÎÇÕÉÎÅÓ ÅÔ ÌÅ 

ÍÁÉÎÔÉÅÎ ÄȭÕÎÅ ÒïÓÅÒÖÅ ÄÅ #3(Ȣ La différenciation va se faire en plusieurs étapes puisque les 

CSH vont donner naissance aux progéniteÕÒÓ ÍÕÌÔÉÐÏÔÅÎÔÓ ÁÙÁÎÔ ÄÅÓ ÃÁÐÁÃÉÔïÓ ÄȭÁÕÔÏ-

renouvellement restreintes qui vont se différencier en cellules progénitrices engagées dans une 

lignée sanguine. On retrouve ainsi les progéniteurs communs lymphoïdes, les progéniteurs 

communs myéloïdes et les progéniteurs de la lignée érythroïde et mégacaryoblastique. Ces 

différents progéniteurs vont continuer à se différencier pour donner les précurseurs qui eux-

mêmes vont terminer cette différenciation afin de constituer toutes les lignées sanguines 

matures (Figure 1). Ces cellules hématopoïétiques matures vont, une fois produites, passer 

ÄÁÎÓ ÌÁ ÃÉÒÃÕÌÁÔÉÏÎ ÓÁÎÇÕÉÎÅ ÐÏÕÒ ÁÓÓÕÒÅÒ ÌÅÕÒ ÆÏÎÃÔÉÏÎȢ #ÅÔÔÅ ÈÉïÒÁÒÃÈÉÅ ÄÅ ÌȭÈïÍÁÔÏÐÏāîÓÅ ÅÓÔ 

en constante évolution, surtout concernant les étapes de différenciation et de maturation des 

progéniteurs communs.1,4  

,ȭÈÏÍïÏÓÔÁÓÉÅ hématopoïétique repose sur le maintien constant des différents types 

cellulaires. Pour cela, il existe une régulation importante du devenir des cellules 

hématopoïétiques. Doivent-elles entrer en quiescence ou proliférer  ? Faut-il privilégier  ÌȭÁÕÔÏ-

renouvellement des CSH et des progéniteurs ou la différenciation en cellules matures ? La 

réponse à ces questions est rendue possible grâce au microenvironnement de la niche 

hématopoïétique ÃÏÍÐÏÓïÅ ÄȭÕÎÅ ÍÁÔÒÉÃÅ ÅØÔÒÁÃÅÌÌÕÌÁÉÒÅ ÅÔ ÄÅ ÄÉÖÅÒÓ ÔÙÐÅÓ cellulaires (cellules 

ÓÁÎÇÕÉÎÅÓȟ ÏÓÔïÏÃÙÔÅÓȟ ÍïÓÅÎÃÈÙÍÁÔÅÕÓÅÓȟ ÅÎÄÏÔÈïÌÉÁÌÅÓȟ ȣ) qui vont induire de nombreux 

mécanismes de contrôle. Cela va de ÌȭÉÎÔÅÒÁÃÔÉÏÎ directe entre cellules, à des signaux solubles 

(cytokines) ÅÎ ÐÁÓÓÁÎÔ ÐÁÒ ÌȭÉÎÔÅÒÖÅÎÔÉÏÎ ÄÅ ÆÁÃÔÅurs de transcription activant ou réprimant de 

manière spécifique des gènes cibles. Cela permet ainsi de déclencher la réponse cellulaire 

adéquate. Il faut retenir que le microenvironnement de la niche est un système complexe qui 

ÎȭÅÓÔ ÐÁÓ ÆÉÇïȟ ÉÌ ÐÅÒÍÅÔ ÌÁ ÍÁÉÎÔÅÎÁÎÃÅ ÅÔ ÌÁ ÒïÇÕÌÁÔÉÏÎ ÄÅ ÌȭÈïÍÁÔÏÐÏāîÓÅ ÍÁÉÓ ÌÁ 

ÃÏÍÍÕÎÉÃÁÔÉÏÎ ÓÅ ÆÁÉÔ ïÇÁÌÅÍÅÎÔ ÄÁÎÓ ÌȭÁÕÔÒÅ ÓÅÎÓ ÐÕÉÓÑÕÅ ÌÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÈïÍÁÔÏÐÏāïÔÉÑÕÅÓ ÖÏÎÔ 

influencer la niche. Un défaut dans ces mécanismes extrinsèque ou intrinsèque à la cellule va 

ÉÍÐÁÃÔÅÒ ÌȭÈÏÍïÏÓÔÁÓÉÅ ÅÔ ÐÅÕÔ ÍÅÎÅÒ Û ÄÅÓ ÄïÓÏÒÄÒÅÓ ÄÅ ÌȭÈïÍÁÔÏÐÏāîÓÅȟ ÃȭÅÓÔ ÌÅ ÃÁÓ ÄÅÓ 

leucémies aiguës myéloïdes (LAM). Il  est ÁÕÊÏÕÒÄȭÈÕÉ admis que les cellules leucémiques 

peuvent comme les cellules saines moduler la niche hématopoïétique à leur avantage afin que 

celle-ÃÉ ÄÅÖÉÅÎÎÅ ÆÁÖÏÒÁÂÌÅ ÁÕ ÄïÖÅÌÏÐÐÅÍÅÎÔ ÄÅ ÌȭÈïÍÏÐÁÔÈÉÅ ÍÁÌÉÇÎÅȢ5,6  
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FIGURE 1 - L'HEMATOPOÏESE.  Ce schéma présente les ÐÒÉÎÃÉÐÁÌÅÓ ïÔÁÐÅÓ ÄÅ ÌȭÈïÍÁÔÏÐÏāîÓÅ ÄÅÓ 

différentes lignées hématopoïétiques se déroulant au sein de la moelle osseuse puis le passage des 

cellules matures dans la circulation sanguine. (Les flèches en pointillées indiquent que plusieurs stades 

de maturation existent entre les deux niveaux de différenciation mais ne sont pas tous présentés sur ce 

schéma contrairement à la flèche pleine). Inspiré de Rieger et Schroeder, 2012.1 
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 LES LEUCEMIES AIGUES MYELOÏDES, UN DEREGLEMENT DE LȭHEMATOPOÏESE 

I. B. 1. LES PREMIERES DESCRIPTIONS DE LEUCEMIES 

Dès le début du 19e siècle, plusieurs écrits relatent de cas pouvant correspondre à des patients 

atteints de leucémie. A cette époque, les médecins font essentiellement des descriptions 

cliniques et la présence ÄȭÕÎÅ ÌÅÕÃÏÃÙÔÏÓÅ ÓÁÎÇÕÉÎÅ ïÔÁÉÔ toujours diagnostiquée comme étant 

ÌÁ ÃÁÕÓÅ ÄȭÕÎÅ infection. En 1811, le chirurgien #ÕÌÌÅÎ ÄïÃÒÉÔ ÌÅ ÃÁÓ ÄȭÕÎ ÐÁÔÉÅÎÔ ÄÏÎÔ ÌÅ Ⱥ sérum 

du sang était blanc, exactement la couleur et la consistance du lait » et le sang présentait un 

dépôt blanc « formant comme un nuage à la surface ».7 Quelques années plus tard, en 1825, le 

français Alfred Velpeau décrit chez son patient des fièvres, une asthénie et un sang épais se 

demandant « ÓȭÉÌ ÎÅ ÓȭÁÇÉÓÓÁÉÔ ÐÁÓ ÐÌÕÓ ÄÅ ÐÕÅ ÑÕÅ ÄÅ ÓÁÎÇ » ɉÔÒÁÉÔï ÄȭÁÎÁÔÏÍÉÅ ÃÈÉÒÕÒÇÉÃÁÌÅɊ. 

Plus tardivement, en 1845, John Bennett décrit de manière plus précise un cas de leucémie à 

Edimbourg caractérisé par un sang anormal comme précédemment décrit, associé à « un 

élargissement massif du foie, de la rate et des ganglions lymphatiques » constaté lors de 

ÌȭÁÕÔÏÐÓÉÅ.8 Avec le développement du microscope, les scientifiques ont pu constater le 

ÄïÓïÑÕÉÌÉÂÒÅ ÅÎÔÒÅ ÌÅÕÃÏÃÙÔÅÓ ÅÔ ÈïÍÁÔÉÅÓȢ #ȭÅÓÔ ÄȭÁÉÌÌÅÕÒÓ Û ÃÅÔÔÅ ÐïÒÉÏÄÅ ÑÕÅ ÌÅ ÓÃÉÅÎÔÉÆÉÑÕÅ 

Allemand, Virchow, emploiera pour la première fois le terme de « weisses blut » pour sang blanc 

et en 1847, il proposa le mot « leukämie » pour nommer cette maladie sanguine. Le professeur 

.ÅÕÍÁÎÎ ÆÉÔ ÌÅ ÌÉÅÎ ÅÎÔÒÅ ÌÅÓ ÃÈÁÎÇÅÍÅÎÔÓ ÄÅ ÌÁ ÍÏÅÌÌÅ ÏÓÓÅÕÓÅ ÌÅÕÃïÍÉÑÕÅ ÅÔ ÌȭÉÎÆÉÌÔÒÁÔion 

sanguine ÄÁÎÓ ÌÅÓ ÁÎÎïÅÓ ρψχπȢ %Î ρψχψȟ ÉÌ ÁÊÏÕÔÅÒÁ ÄȭÁÉÌÌÅÕÒÓ Û ÌÁ ÃÌÁÓÓÉÆÉÃÁÔÉÏÎ ÄÅÓ ÍÁÌÁÄÉÅÓ ÄÅ 

types lymphatiques et spléniques, les leucémies myéloïdes.9  

I. B. 2. GENERALITES 

Le terme « leucémie » signifie donc le « sang blanc », cela étant due à une infiltration massive 

du sang par des cellules hématopoïétiques immaturesȟ ÑÕȭÏÎ ÁÐÐÅÌÌÅ ÂÌÁÓÔÅÓ. Tous les types de 

lignées sanguines peuvent être touchés, ainsi, on retrouve des leucémies lymphoïde ou 

myéloïde selon le progéniteur ou précurseur atteint. De plus, ÓÅÌÏÎ ÌÁ ÒÁÐÉÄÉÔï ÄȭïÖÏÌÕÔÉÏÎ ÄÅ ÌÁ 

maladie, on va ÕÔÉÌÉÓÅÒ ÌÅÓ ÑÕÁÌÉÆÉÃÁÔÉÆÓ Äȭaiguë ou de chronique. La leucémie aiguë va se 

développer rapidement et le fort pourcentage de cellules immatures envahissant la moelle 

osseuse et le sang va très vite empêcher ÌÁ ÍÏÅÌÌÅ ÏÓÓÅÕÓÅ ÄȭÁÃÃÏÍÐÌÉÒ ÓÁ ÆÏÎÃÔÉÏÎ 

hématopoïétique tandis que lors du développement ÄȭÕÎÅ ÌÅÕÃïÍÉÅ ÃÈÒÏÎÉÑÕÅȟ ÕÎ ÐÏÕÒÃÅÎÔÁÇÅ 

de cellules matures peut subsister et assurer un certain nombre des fonctions physiologiques.8  

Cet encombrement et ce dysfonctionnement de la moelle osseuse vont être révélés par 

différents signes et symptômes chez les patients. Les principaux signes observés sont une 

fatigue durable et uÎÅ ÄÉÍÉÎÕÔÉÏÎ ÄÅ ÌȭïÔÁÔ ÇïÎïÒÁÌ ÄÅ ÓÁÎÔïȢ ,Á ÆÁÔÉÇÕÅȟ ÌÅÓ ÆÁÉÂÌÅÓÓÅÓ 
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ÍÕÓÃÕÌÁÉÒÅÓ ÓÏÎÔ ÌÅ ÒÅÆÌÅÔ ÄÅ Ìȭanémie dû ÁÕ ÄïÆÁÕÔ ÄÅ ÌȭïÒÙÔÈÒÏÐÏāîÓÅȢ ,ȭÁÌÔïÒÁÔÉÏÎ de la 

myélopoïèse quant à elle, entraine une leucopénie qui est source de fragilités face aux 

infections.10 La thrombopénie peut entrainer des saÉÇÎÅÍÅÎÔÓ ÅØÃÅÓÓÉÆÓ ÐÏÕÖÁÎÔ ÁÌÌÅÒ ÊÕÓÑÕȭÁÕØ 

hémorragies notamment au niveau nasal et gingival. ,ȭȭÉÎÆÉÌÔÒÁÔÉÏÎ ÄÅ ÄÉÆÆïÒÅÎÔÓ ÏÒÇÁÎÅÓ ÐÁÒ ÌÅÓ 

cellules leucémiques est un phénomène pouvant être observé et est appelé leucostase. Ces 

blastes peuvent envahir ÌȭÅÎÓÅÍÂÌÅ ÄÅÓ ÏÒÇÁÎÅÓ, cependant dans certains cas le système 

nerveux central et les poumons peuvent être touchés. Ce sont des ÃÁÓ Äȭurgence vitale à traiter 

en priorité car les symptômes sont des hémorragies cérébrales ou encore des détresses 

respiratoires.11  

Les LAM sont des hémopathies malignes hétérogènes caractérisées par une prolifération 

incontrollée de progéniteurs ou précurseurs myéloïdes (blastes) associée à un blocage de la 

différenciation de ces blastes. Le développement des LAM est un processus complexe et multi-

étapes aucours duquel des anomalies génétiques successives vont conférer des avantages 

compétitifs vis-à-vis des autres cellules hématopoïétiques. Les nouvelles techniques de 

séquençage ont permis ÄÅ ÍÅÔÔÒÅ ÅÎ ïÖÉÄÅÎÃÅ ÌȭÈïÔïÒÏÇïÎïÉÔï ÄÅ ÃÅÓ ,!- ÁÖÅÃ ÌÁ ÐÒïÓÅÎÃÅ ÄÅ 

différents sous-clones leucémiques chez un même patient.12 De plus, des analyses de 

phylogénie des leucémies ont permis de montrer une évolution de ces clones durant la maladie 

et au cours du traitement.13 Cette hétérogénéité cellulaire et cette évolution clonale rendent le 

traitement de ces patients complexes et participent à la persistance de certains sous-clones 

responsables des rechutes.  

a. Epidémiologie   

,ȭÉÎÃÉÄÅÎÃÅ ÄÅÓ ,!-ȟ ÃȭÅÓÔ-à-dire le nombre de nouveaux cas par an pour 100 000 habitants est 

de 2,6 pour les hommes et de 2,3 pour les femmes en France, avec un total de 2791 cas en 2012 

ÄȭÁÐÒîÓ ÌÅÓ ÄÏÎÎïÅÓ ÄÕ ÒïÓÅÁÕ &2!.#)-.14 Cette incidence est similaire aux données 

européennes. Cette hémopathie est considérée comme un cancÅÒ ÐÌÕÔĖÔ ÒÁÒÅ ÄȭÁÐÒîÓ ÌÅ ÐÒÏÊÅÔ 

RARECARE mettant le seuil à 6 nouveaux cas par an pour 100 000 habitants.15 ,ȭÝÇÅ ÍïÄÉÁÎ ÄÅ 

survenue de la maladie est de 71 ans, ceci indépendamment du sexe.  

En effet, le risque de développer une LAM augmente excessivement ÁÖÅÃ ÌȭÝÇÅ. Une étude 

rétrospective entre 1980 et 2012 a montré ÕÎ ÔÁÕØ ÄȭÉÎÃÉÄÅÎÃÅ ÇÒÉÍÐÁÎÔ ÊÕÓÑÕȭÛ ρω ÅÔ σπ 

cas/100 000 habitants/an pour les femmes et les hommes de plus de 85 ans, respectivement 

(Figure 2). )Ì ÓȭÁÇÉÔ ÄȭÕÎÅ ÈïÍÏÐÁÔÈÉÅ ÄÅ ÌÁ ÐÅÒÓÏÎÎÅ ÝÇïÅ ÄÁÎÓ ÌÁ ÐÌÕÐÁÒÔ ÄÅÓ ÃÁÓȢ  
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FIGURE 2 - INCIDENCE DES LAM DANS LA POPULATION FRANCAISE EN FONCTI/. $% ,ȭ!'% ET 

DU SEXE. Tiré de Ìȭ « %ÓÔÉÍÁÔÉÏÎ ÎÁÔÉÏÎÁÌÅ ÄÅ ÌȭÉÎÃÉÄÅÎÃÅ ÄÅÓ ÃÁÎÃÅÒÓ ÅÎ &ÒÁÎÃÅ ÅÎÔÒÅ ρωψπ ÅÔ ςπρς ».14 

Récemment, des études ont décrit ÌÁ ÐÒïÓÅÎÃÅ ÄȭÕÎÅ ÈïÍÁÔÏÐÏāîÓÅ ÃÌÏÎÁÌe ÌÉïÅ Û ÌȭÝÇÅ ches des 

individus sans désordres hématopoïétiques. Celle-ci est caractérisée par ÌȭÅØÐÁÎÓÉÏÎ ÄȭÕÎ ÃÌÏÎÅ 

hématopoïétique possédant des anomalies génétiques particulières et pouvant prédisposer au 

développement de maladies cardiovasculaires mÁÉÓ ÁÕÓÓÉ ÄȭÈïÍÏÐÁÔÈÉÅÓ ÍÁÌÉÇÎÅÓ, ce qui est en 

ÃÏÒÒïÌÁÔÉÏÎ ÁÖÅÃ ÌȭÝÇÅ ÍïÄÉÁÎ ÄÅ ÄïÖÅÌÏÐÐÅÍÅÎÔ ÄÅÓ ,!-Ȣ16 

Le nombre de cas par an à quasiment triplé en 30 ans, il est passé de 531 cas en 1980 à 1381 en 

ςπρςȢ #ÅÃÉ ÓȭÅØÐÌÉÑÕÅ ÅÎ ÐÁÒÔÉÅ ÐÁÒ ÌÅ ÖÉÅÉÌÌÉÓÓÅÍÅÎÔ ÄÅ ÌÁ ÐÏÐÕÌÁÔÉÏÎ ÆÒÁÎëÁÉÓÅȢ Il est évident 

ïÇÁÌÅÍÅÎÔ ÑÕÅ ÌÁ ÓÕÒÖÉÅ ÎÅÔÔÅ Û υ ÁÎÓ ÄïÃÒÏÉÔ ÅÎ ÆÏÎÃÔÉÏÎ ÄÅ Ìȭâge des patients au diagnostic 

puisque pour les personnes de moins de 45 ans, la survie à 5 ans est de 60% tandis que pour 

les personnes de plus de 65 ans, la survie est de moins de 20% (Figure 3). 
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FIGURE 3 - SURVIE NETTE A 5 ANS SELON L'AGE DU PATIENT. Tiré du rapport sur la « Survie des 

personnes atteintes de cancer en France métropolitaine, 1989-2013. Partie 2 ɀ Hémopathies malignes ». 
17 

b. Les facteurs de risque  

 Il  existe des facteurs de risque pouvant être associés à la maladie. )Ì ÓȭÁÇÉÔ ÄÅ ÆÁcteurs 

génétiques, de facteurs environnementaux ÃÁÐÁÂÌÅÓ ÄȭÉÎÄÕÉÒÅ ÄÅÓ ÍÏÄÉÆÉÃÁÔÉÏÎÓ ÇïÎïÔÉÑÕÅÓ 

pouvant augmenter le risque de développer une leucémie, ou encore ÌȭïÖÏÌÕÔÉÏÎ ÄȭÕÎÅ ÁÕÔÒÅ 

hémopathie en leucémie aiguë.  

(1)  Les facteurs génétiques 

Les maladies génétiques constitutionnels sont des facteurs de risque pouvant être associés au 

développement de LAM et concernent surtout celles ÄÅ ÌȭÅÎÆÁÎÔ.18 Parmi ces défauts génétiques, 

on retrouve : 

- Des syndromes associés à une anomalie impactant les mécanismes de réparation de 

Ìȭacide désoxyribonucléique (ADN) telle que lȭÁÎïÍÉÅ ÄÅ &ÁÎÃÏÎÉ; 

-  Des anomalies touchant des gènes suppresseurs de tumeur comme le syndrome de Li-

Fraumeni ou la neurofibromatose; 

-  Des syndromes caractérisés par une destruction de la moelle osseuse dont la 

neutropénie sévère congénitale ou encore la thrombopénie congénitale 

amégacaryocytaire font parties. 
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(2)  Les facteurs environnementaux 

Plusieurs facteurs environnementaux sont régulièrement associés à des risques accrus de 

développer une LAM ÍÁÉÓ ÐÅÕ ÄȭïÔÕÄÅÓ ÍÏÎÔÒÅÎÔ ÌÅ ÌÉÅÎ ÅÎÔÒÅ ÌȭÅØÐÏÓÉÔÉÏÎ ÅÔ ÌÅ ÄïÖÅÌÏÐÐÅÍÅÎÔ 

ÄÅ ÌȭÈïÍÏÐÁÔÈÉÅ ÍÁÌÉÇÎÅȢ #ÅÐÅÎÄÁÎÔȟ des études ont validé certains factÅÕÒÓ ÄÅ ÒÉÓÑÕÅȟ ÃȭÅÓÔ ÌÅ 

cas de : 

- ,ȭÅØÐÏÓÉÔÉÏÎ ÁÕØ ÒÁÙÏÎÓ ÉÏÎÉÓÁÎÔÓȟ dont la première relation cause à effet a été posée 

après les bombes nucléaires de Nagasaki ÅÔ (ÉÒÏÓÈÉÍÁ ÅÎ ρωτυ ÏĬ ÌȭÉÎÃÉÄÅÎÃÅ ÄÅÓ 

hémopathies malignes a nettement augmentée. Ceci a été corroboré par différentes 

études ÑÕÉ ÓȭÉÎÔïÒÅÓÓÁÉÅÎÔ ÎÏÔÁÍÍÅÎÔ Û ÄÅÓ ÅÍÐÌÏÙïÓ ÔÒÁÖÁÉÌÌÁÎÔ ÄÁÎÓ ÌÅ ÄÏÍÁÉÎÅ 

nucléaire et montraient un risque accru de développer une LAM.19 ,ȭÁÕÇÍÅÎÔÁÔÉÏÎ ÄÕ 

ÒÉÓÑÕÅ ÅÓÔ ÐÒÏÐÏÒÔÉÏÎÎÅÌÌÅ Û ÌÁ ÄÏÓÅ ÄÅ ÒÁÄÉÁÔÉÏÎ ÒÅëÕÅ ÐÁÒ ÌȭÉÎÄÉÖÉÄÕȢ   

- ,ȭÅØÐÏsition aux benzènes est également mise en cause dans le développement des LAM. 

Plusieurs études se sont intéressées aux travailleurs exposés à différentes doses de 

benzène et il en est ressorti un risque augmenté de développer une LAM influencé par 

ÌÁ ÄÏÓÅ ÄȭÅØÐÏÓÉÔÉÏÎ.20 

- ,ȭÕÔÉÌÉÓÁÔÉÏÎ ÄȭÕÎ ÔÒÁÉÔÅÍÅÎÔ cytotoxique pour un premier cancer, souvent une tumeur 

solide, peut induire le développement de LAM. Ce type de LAM induites concerne jusqÕȭà 

10 à 15% des cas.10 La plupart du temps, ces patients ont reçu un agent alkylant et la 

leucémie se développe dans les 5 à 10 ans qui suivent le traitement du premier cancer. 

Pour une plus faible proportion  de patients, ils ont reçu un agent ciblant la 

topoisomérase II comme notamment la doxorubicine qui entraine des réarrangements 

ÄÅ Ìȭ!$. pouvant rapidement ÄïÃÌÅÎÃÈÅÒ ÌÅ ÄïÖÅÌÏÐÐÅÍÅÎÔ ÄȭÕÎÅ ,!- (dans les 1 à 5 

ans post-traitement).  

- Il existe aussi des LAM dites secondaires, ce sont des patients qui vont développer une 

LAM à la suite du ÔÒÁÉÔÅÍÅÎÔ ÄȭÕÎÅ ÐÒÅÍÉîÒÅ ÈïÍÏÐÁÔÈÉÅ ÔÅÌÌÅ ÑÕȭÕÎÅ ÁÎïÍÉÅ ÁÐÌÁÓÉÑÕÅȟ 

ou une neutropénie congénitale sévère. Les patients ayant développés un syndrome 

myéloprolifératif ou myélodysplasique peuvent également voir leur maladie progresser 

et se transformer en LAM.21  

- Enfin, ÌȭÕÎ des risques de développer ce type de leucémie ÅÓÔ ÕÎÅ ÁÕÇÍÅÎÔÁÔÉÏÎ ÄÅ ÌȭÝÇÅȢ 

En effet, on observe une hausse ÄÅ ÌÁ ÆÒïÑÕÅÎÃÅ ÄȭÁÎÏÍÁÌÉÅÓ ÃÈÒÏÍÏÓÏÍÉÑÕÅÓ avec ÌȭÝÇÅȟ 

qui vont participer au développement de cette hémopathie maligne.16,22  
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I. B. 3. LA LEUCEMOGENESE 

! ÌȭÉÍÁge de lȭÈïÍÁÔÏÐÏāîÓÅ physiologique, processus hautement organisé aboutissant à la 

production des cellules hématopoïétiques matures, on retrouve une hiérarchie au sein des 

cellules leucémiques. En effet, dÉÆÆïÒÅÎÔÅÓ ïÔÕÄÅÓ ÏÎÔ ÍÏÎÔÒï ÌȭÅØÉÓÔÅÎÃÅ ÄȭÕÎÅ cellule initiatrice 

de la leucémie (LIC). Celle-ci peut être une CSH ayant subi des modifications génétiques 

induisant sa transformation en cellule souche leucémique (CSL) ou un progéniteur/ précurseur 

modifié ayant récupéré des propriétés souches.23,24  

Le développement leucémique est un processus complexe et multi-étapes au cours duquel une 

cellule hématopoïétique (CSH, progéniteurs ou précurseurs) va acquérir une anomalie 

génétique lui conférant un avantage compétitif. Certains cherchÅÕÒÓ ÐÁÒÌÅÎÔ ÄȭÕÎe 

hématopoïèse clonale pré-leucémique prédisposant à développer une hémopathie maligne. 

,ȭÁÃÃÕÍÕÌÁÔÉÏÎ ÄÅ ÎÏÕÖÅÌÌÅÓ ÁÎÏÍÁÌÉÅÓ ÇïÎïÔÉÑÕÅÓ ÖÏÎÔ, ensuite, déclencher le développement 

de la maladie. Ces altérations génétiques modifient des gènes impliqués dans de nombreuses 

fonctions telles que la régulation épigénétique, la différenciation et la prolifération cellulaire . 

a. Les anomalies et aberrations impliqué es dans la leucémie  

Depuis quelques années, les techniques de séquençage se sont fortement développées et ont 

ÐÅÒÍÉÓ ÄȭÁÍïÌÉÏÒÅÒ ÎÏs connaissances sur les anomalies moléculaires des LAM. Les 

réarrangements chromosomiques et les anomalies moléculaires identifiées dans les différents 

sous-clones de ces patients sont des facteurs pronostics importants et font partie des analyses 

réalisées au diagnostic.  

Une ancienne classification de ces modifications génétiques selon le modèle « two-hits », 

considérait que le développement de la maladie reposait sur la collaboration de deux groupes 

ÄȭÁÎÏÍÁÌÉÅÓȢ Les anomalies de classe I accordant un avantage prolifératif et de survie aux 

cellules hématopoïétiques par la mutation de gènes impliqués dans des voies de signalisation 

cellulaire déclenchant la prolifération des cellules ÅÔ ÕÎÅ ÒïÓÉÓÔÁÎÃÅ Û ÌȭÁÐÏÐÔÏÓÅ. Les anomalies 

de classe II, quant à elles, impactant des gènes impliqués dans la différenciation et ÌȭÁÕÔÏ-

renouvellement des cellules, tels que des facteurs de transcription ou des co-facteurs.25 

Cependant, les récentes études de séquençage du génome et de ÌȭÅØÏÍÅ ÄÅÓ ,!- ont montré 

ÄȭÁÕÔÒÅÓ ÍÕÔÁÔÉÏÎÓ ÒïÃÕÒÒÅÎÔÅÓ touchant notamment des régulateurs épigénétiques rendant les 

LAM plus complexes que le modèle « two-hits » proposé précedemment.26  

! ÌȭÈÅÕÒÅ ÁÃÔÕÅÌÌÅȟ ÐÌÕÓ de 2000 mutations différentes ont été détectées dans une cohorte de 

200 patients atteints de LAM avec une récurrence importante de la mutation de 23 gènes dont 
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DNMT3A, FLT3, NPM1, IDH1 et IDH2 ou encore WT1. Les anomalies génétiques sont regroupées 

en 9 catégories qui sont les facteurs de transcription fusionnées, les gènes suppresseurs de 

tumeurÓȟ ÌÅÓ ÇîÎÅÓ ÐÁÒÔÉÃÉÐÁÎÔ Û ÌÁ ÍïÔÈÙÌÁÔÉÏÎ ÄÅ Ìȭ!$.ȟ le gène NPM1, les activateurs de voie 

de signalisation, les agents épigénétiques modifiant la chromatine, les facteurs de transcription, 

les gènes du complexe de la cohésine et dÅ ÌȭïÐÉÓÓÁÇÅ.27 

En règle généraleȟ ÌÅÓ ÁÓÓÏÃÉÁÔÉÏÎÓ ÄÅ ÍÕÔÁÔÉÏÎÓ ÓÏÎÔ ÖÁÒÉÁÂÌÅÓ ÍÁÉÓ ÃÅÒÔÁÉÎÅÓ ÄȭÅÎÔÒÅ-elles sont 

spécifiques et suggèrent une collaboration fonctionnelle, notamment la mutation GATA2 est 

toujours retrouvée associée à une mutation du gène CEBPA.  ! ÌȭÉÎÖÅÒÓÅȟ les mutations des gènes 

TET2, IDH1 ou IDH2 sont mutuellement exclusives, sans doute entrainent-elles des 

conséquences fonctionnelles convergentes (Figure 4).  

 

FIGURE 4 - ANOMALIES GENETIQUES ET COOPERATIONS FREQUEMMENT RETROUVEES 

INDUISANT LE DEVELOPPEMENT LEUCEMIQUE. ,ÅÓ ÇÒÁÎÄÅÓ ÃÌÁÓÓÅÓ ÄȭÁÎÏÍÁÌÉÅÓ ÓÏÎÔ ÃÏÕÒÁÍÍÅÎÔ 

associées à des mutations de gènes indiquées dans les tableaux associés, ainsi que la fréquence de ces 

anomalies. Tiré de Döhner et al., 2017. 27  

(1)  Anomalies activatrices de la prolifération 

De nombreuses voies de signalisation contrôlant la prolifération et la survie des cellules 

hématopoïétiques sont dérégulées dans les LAM. On retrouve notamment des récepteurs à 

domaine tyrosine kinase, et des membres de la famille RAS. ,ȭÁÌÔïÒÁÔÉÏÎ ÄÅ ÃÅÓ ÖÏÉÅÓ ÐÁÓÓÅ ÐÁÒ 

des mutations, des surexpressions de gènes tels que les récepteurs FLT3 ou KIT.  

(a) Mutations du gène FLT3 
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FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3) est un récepteur à tyrosine kinase exprimé de manière 

physiologique par les cellules souches et progéniteurs hématopoïétiques et son expression 

diminue au cours de la différenciation. La liaison de son ligand déclenche des voies de 

signalisation impliquées dans la prolifération et la survie cellulaire. La surexpression dans les 

échantillons de LAM de FLT3 a été confirmé au niveau ARN et protéines.28 De plus, ÉÌ ÓȭÁÇÉÔ ÄȭÕÎ 

des gènes les plus fréquemment muté dans les LAM avec environ 1/3 d es patients touchés par 

deux types de mutations. On retrouve des mutations faux-sens au niveau du domaine 

ÄȭÁÃÔÉÖÁÔÉÏÎ ɉ4+$Ɋ ÅÔ ÄÅÓ ÄÕÐÌÉÃÁÔÉÏÎÓ ÉÎÔÅÒÎÅs en tandem (ITD) touchant la région juxta-

membranaire mais conservant le cadre de lecture normal. Le premier type de mutation est 

retrouvé chez 5 à 10% des patients et le second concerne ςυ Û συϷ ÄÅÓ ,!- ÄÅ ÌȭÁÄÕÌÔÅȢ29,30 Il 

ÅÓÔ ÒÁÒÅ ÑÕȭÕÎ ÐÁÔÉÅÎÔ ÐÒïÓÅÎÔÅ ÌÁ ÄÏÕÂÌÅ ÍÕÔÁÔÉÏÎ &,4σ-ITD et FLT3-TKD. Ces mutations 

induisent une phosphorylation constitutive de ce récepteur et par conséquent une activation 

des voies de signalisation en aval (PI3K/AKT, RAS/MAPK et JAK2/STAT5). La mutation 

touchant le domaine juxta-membranaire ÅÎÔÒÁÿÎÅ ÕÎ ÄïÆÁÕÔ ÄÁÎÓ ÌȭÁÕÔÏÒïÇÕÌÁÔÉÏÎ ÄÅ 

ÌȭÁÃÔÉÖÁÔÉÏÎ ÄÅ ÃÅ ÒïÃÅÐÔÅÕÒ à tyrosine kinase.31,32 Ces mutations sont plus couramment 

associées aux LAM de novo et sont très instables au cours ÄÅ ÌȭïÖÏÌÕÔÉÏÎ ÄÅ ÌÁ ÍÁÌÁÄÉÅ 

ÐÕÉÓÑÕȭÕÎÅ ïÔÕÄÅ Á ÍÏÎÔÒï ÑÕÅ ÌÅÓ patients perdaient la mutation FLT3-ITD entre le diagnostic 

et la rechute.33 Ces constatations laissent supposer que ces mutations sont des évènements 

secondaires de la leucémogenèse ÓÁÃÈÁÎÔ ÑÕȭelles ne peuvent à elles seules induire une 

leucémie. La présence de la mutation FLT3-ITD est de très mauvais pronostic pour ces 

patients.34   

(b) Mutations du gène KIT 

Le gène KIT code pour un récepteur transmembranaire dont la fixation de son ligand, le SCF 

(Stem Cell Factor) entraine une dimérisation, une phosphorylation de celui-ci et ÌȭÁÃÔÉÖÁÔÉÏÎ ÄÅÓ 

voies de signalisation induisant la prolifération, la survie, la migration et la différenciation 

cellulaire. Son expression physiologique décroit au cours de la différenciation des cellules 

souches et progéniteurs hématopoïétiques.35 ! ÌȭÉÄÅÎÔÉÑÕÅ ÄÅÓ ÍÕÔÁÔÉÏÎÓ ÄÅ FLT3, celles-ci vont 

entrainer une activation constitutive du récepteur c-KIT. On retrouve des mutations touchant 

la partie extracellulaire, juxta-membranaire et également le domaine tyrosine kinase 

cytosolique du récepteur. Les mutations du gène KIT sont peu fréquentes dans les LAM et 

concernent majoritairement les patients donc les gènes du facteur de transcription CBF (Core 

Binding Factor) sont altérés (inv16 ou t(16;16)(p13q22)) ou les LAM présentant une trisomie 

du chromosome 4. 36 
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(c) Mutation des gènes RAS 

La famille des oncogènes RAS peuvent se lier aux guanines et également à de nombreux 

récepteurs membranaires tels que c-KIT et FLT3 et participent ainsi aux différents processus 

mis en jeu par ces récepteurs tels que la prolifération ou la survie. Il existe trois gènes RAS dont 

ÄÅÕØ ÄȭÅÎÔÒÅ-eux sont retrouvés mutés dans environ 10% des LAM ÄÅ ÌȭÁÄÕÌÔÅ pour N-RAS et 

5% pour le gène K-RAS.37 Ces mutations faux-sens ÅÎÔÒÁÉÎÅÎÔ ÕÎÅ ÉÎÁÃÔÉÖÁÔÉÏÎ ÄÅ ÌȭÁÃÔÉÖÉÔï 

enzymatique des GTPases (hydrolyse des guanosines triphosphates) de ces oncogènes et par 

conséquent induisent une activation constitutive de RAS et des signalisations en aval entrainant 

une prolifération accrue et une apoptose diminuée. ,ȭÁÃÔÉÖÉÔï ÁÂÅÒÒÁÎÔÅ ÄÅ 2!3 ÅÓÔ ÁÕÓÓÉ ÉÎÄÕÉÔÅ 

par les mutations des récepteurs FLT3 et c-KIT en amont.38 

(2)  Anomalies entrainant un blocage de la différenciation 

%Î ÐÌÕÓ ÄȭÁÌÔïÒÁÔÉÏÎÓ ÄÅ ÌÁ ÐÒÏÌÉÆïÒÁÔÉÏÎȟ ÌÅÓ ,!M sont caractérisées par une accumulation de 

ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÉÍÍÁÔÕÒÅÓ ÁÔÔÅÓÔÁÎÔ Äȭun blocage de la différenciation. Celle-ci est impactée soit par la 

présence de mutations de gènes ou de protéines de fusion interférant ÄÁÎÓ ÌȭÁÃÔÉÖÉÔï ÄÅ ÃÅÓ 

gènes. Les acteurs de la différenciation hématopoïétique couramment touchés sont CEBPA 

(CCAAT enhancer binding protein alpha), PU-1 et RUNX1. 

(a) Altérations du gène CEBPA 

CEBPA est un facteur de transcription ayant un rôle essentiel à jouer dans la différenciation 

puisqÕȭÉÌ est retrouvé faiblement exprimé dans les CSH mais ÄÏÎÔ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÁÕÇÍÅÎÔÅ au 

cours de la différenciation myéloïde. La présence ÄÅ ÄÅÕØ ÓÉÔÅÓ ÄȭÉÎÉÔÉÁÔÉÏÎ ÄÅ ÌÁ ÔÒÁÄÕÃÔÉÏÎ 

donne lieu à la formation de deux isoformes protéiquesȟ ÌȭÕÎÅ de 42 kDa (kilo daltons) (isoforme 

p42) et une seconde tronquée en partie N-terminale au niveau du domaine de transactivation 

de 30 kDa (p30) ayant un effet dominant négatif. Ce gène est muté chez environ 5 à 10% des 

patients leucémiques dont la plupart présentent une LAM à cytogénétique normale.39 Deux 

types de mutations existent, la première touche la partie N-ÔÅÒÍÉÎÁÌÅ ÅÎÔÒÁÉÎÁÎÔ ÌȭÁÒÒðÔ 

ÐÒïÍÁÔÕÒï ÄÅ ÌÁ ÔÒÁÄÕÃÔÉÏÎ ÐÒÏÔïÉÑÕÅ ÅÔ ÎȭÁÆÆÅÃÔÁÎÔ ÐÁÓ ÌÁ ÆÏÒÍÅ Ðσπ, celle-ci est associée à une 

prolifération augmentée et une altération de la différenciation. La seconde mutation altère les 

ÃÁÐÁÃÉÔïÓ ÄÅ ÌÉÁÉÓÏÎ Û Ìȭ!$. ÅÔ ÌÁ ÄÉÍïÒÉÓÁÔÉÏÎ ÐÕÉÓÑÕȭÅÌÌÅ Á ÌÉÅÕ ÅÎ ÐÁÒÔÉÅ #-terminale. Dans la 

majorité des cas, les patients présentent les deux types de mutations, chacune sur un allèle du 

gène suggérant un rôle coopératif de ces mutations au cours de la LAM.40  

$ȭÁÕÔÒÅÓ ÍïÃÁÎÉÓÍÅÓ ÁÍîÎÅÎÔ Û ÌȭÉÎÁÃÔÉÖÁÔÉÏÎ ÏÕ ÌȭÉÎÈÉÂÉÔÉÏÎ ÄÅ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ Äu gène CEBPA, 

notamment une hyperméthylation de son promoteur qui est principalement retrouvé dans les 
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LAM à inversion 16 et à translocation t(15;17) ou encore la répression de la protéine CEBPA 

par la protéine de fusion AML1-ETO.41,42 

(b) Anomalies du gène AML1 (RUNX1) 

Le gène AML1 (également connu comme RUNX1, CBFA2) code pour une des sous-unités du 

ÃÏÍÐÌÅØÅ #"& ÑÕÉ ÉÎÔÅÒÖÉÅÎÔ ÄÁÎÓ ÌȭÈïÍÁÔÏÐÏāîÓÅȢ $ÅÓ ÐÈïÎÏÍîÎÅÓ ÄȭïÐÉÓÓÁÇÅ ÁÌÔÅÒÎÁÔÉÆ 

mènent à la formation de 3 isoformes RUNX1a à RUNXρÃ ÐÏÓÓïÄÁÎÔ ÔÏÕÓ ÌÅ ÄÏÍÁÉÎÅ ÄȭÈïÔïÒÏ-

ÄÉÍïÒÉÓÁÔÉÏÎ ÁÖÅÃ #"&ɼ mais des régions C-terminales différentes impliquant des fonctions 

cellulaires variées. Des expériences sur des souris AML -/ - ont montré son rôle indispensable 

puisque ces souris ne développent pas de système hématopoïétique et meurent rapidement in 

utero.43 Quant aux souris AML1+/ -, elles montrent une prolifération clonale des CSH et une 

diminution de la différenciation ÄÅ ÌȭÅÎÓÅÍÂÌÅ ÄÅÓ lignées hématopoïétiques. En effet, le facteur 

de transcription !-,ρ ÒïÇÕÌÅ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄȭÕÎÅ ÇÒÁÎÄÅ ÐÁÌÅÔÔÅ ÄÅ ÇîÎÅs tels que la 

myélopéroxydase, le GM-CSF (Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor) ou encore 

les chaines du TCR (T Cell Receptor, chaines ɻȟ ɼȟ ɾ ÅÔ ɿ) via la coopération de facteurs de 

transcription (CEBPA, PU.1, c-MYB). 44 

Les anomalies de ce gène le plus fréquemment retrouvées sont des translocations chez les 

patients atteints de LAM de novo ou développées après traitement, mais il existe également des 

mutations ou des amplifications de AML1. La translocation la plus courante est la 

ÔɉψȠςρɊɉÑςςȠÑςςɊ ÒÅÔÒÏÕÖïÅ ÄÁÎÓ υ Û ρπϷ ÄÅÓ ,!- ÁÍÅÎÁÎÔ Û ÌÁ ÓÙÎÔÈîÓÅ ÄȭÕÎÅ ÐÒÏÔïÉÎÅ ÄÅ 

fusion composée en N-ÔÅÒÍÉÎÁÌÅ ÄȭÕÎÅ ÐÁÒÔÉÅ ÄÕ ÇîÎÅ ETO et en C-terminale de AML1.27 Cette 

protéine de fusion interfère avec la protéine AML1 et inhibe son activité. De plus, elle est 

ÃÁÐÁÂÌÅ ÄȭÉÎÈÉÂÅÒ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ ÇîÎÅÓ ÎÏÒÍÁÌÅÍÅÎÔ ÁÃÔÉÖïs par le facteur de transcription 

AML1 ÅÔ ÐÅÕÔ ïÇÁÌÅÍÅÎÔ ÒïÇÕÌÅÒ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄȭÁÕÔÒÅÓ ÇîÎÅÓ ÔÅÌÓ que BCL-2 qui est surexprimé 

ÉÎÈÉÂÁÎÔ ÁÉÎÓÉ ÌȭÁÐÏÐÔÏÓÅȢ44,45 

(c) Altérations du gène PU.1 

 PU.1 est un facteur de transcription important dans le développement des lignées myéloïdes 

ÅÔ ÌÙÍÐÈÏāÄÅÓȢ .ÏÔÁÍÍÅÎÔȟ ÉÌ ÒïÇÕÌÅ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ ÎÏÍÂÒÅÕØ ÇîÎÅÓ ÔÅÌÓ ÑÕÅ ÌÅ CD11b et le 

récepteur au M-CSF (Macrophage-Colony Stimulating Factor). Les souris PU.1-/ - ont un défaut 

ÄÅ ÌȭÈïÍÁÔÏÐÏāîÓÅ ÁÖÅÃ ÕÎÅ ÁÂÓÅÎÃÅ ÔÏÔÁÌÅ ÄÅ ÍÁÃÒÏÐÈÁÇÅÓ ÅÔ ÄÅ ÌÙÍÐhocytes B et la 

différenciation des cellules myéloïdes est bloquée précocement.46 Des mutations du gène PU.1 

sont retrouvées dans 7% des cas de LAM et cela induit une inhibition des interactions 

ÐÒÏÔïÉÑÕÅÓ ÁÖÅÃ !-,ρ ÏÕ *5. ÅÔ ÐÁÒ ÃÏÎÓïÑÕÅÎÔ ÄÉÍÉÎÕÅ ÌȭÁÃÔÉÖÁÔÉÏÎ ÄÅ ÇîÎÅÓ ÃÉÂÌÅÓȢ $Å ÐÌÕÓȟ 

son activité est inactivée par la présence de protéines de fusion que sont AML1-ETO et PML-
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2!2ɻ juxtaposant le gène PML (promyelocytic leukemia) et le ÇîÎÅ 2!2ɻ ɉÒïÃÅÐÔÅÕÒ Û ÌȭÁÃÉÄÅ 

rétinoïque).47ɀ49 

(3)  Anomalies de gènes participant au cycle cellulaire et Û ÌȭÁÐÏÐÔÏÓÅ 

#ÏÍÍÅ ÎÏÕÓ ÌȭÁÖÏÎÓ ÖÕ ÐÒïÃïÄÅÍÍÅÎÔȟ ÃÅÒÔÁÉÎÓ ÇîÎÅÓ régulant la prolifération ou la 

ÄÉÆÆïÒÅÎÃÉÁÔÉÏÎ ÐÅÕÖÅÎÔ ÁÖÏÉÒ ÄÅÓ ÐÁÒÔÅÎÁÉÒÅÓ ÉÍÐÌÉÑÕïÓ ÄÁÎÓ ÌȭÁÐÏÐÔÏÓÅȢ #ȭÅÓÔ ÎÏÔÁÍÍÅÎÔ ÌÅ 

cas de la protéine de fusion AML1-%4/ ÑÕÉ ÐÅÕÔ ÉÎÈÉÂÅÒ ÌȭÁÐÏÐÔÏÓÅ ÅÎ ÒïÇÕÌÁÎÔ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ 

BCL-2 (B Cell Lymphoma 2). Nous avons également vu les protéines RAS pouvant être mutées 

et donc constitutivement actives, ceci entrainant une prolifération accrue et une apoptose 

ÄÉÍÉÎÕïÅȢ $ȭÁÕÔÒÅÓ ÇîÎÅÓ ÐÅÕÖÅÎÔ présenter des anomalies et entrainer des modifications du 

cycle cellulaire ou altérer les mécanismes apoptotiques, tels que le gène suppresseur de tumeur 

p53 et le gène NPM1. 

(a) Altérations du gène p53 

p53 est un facteur de transcription qui intervient  dans la réponse au stress cellulaire en 

inhibant ou activant des gènes cibles impliqués dans ÌȭÁÒÒðÔ ÄÕ ÃÙÃÌÅ ÃÅÌÌÕÌÁÉÒÅȟ ÌÅÓ ÍïÃÁÎÉÓÍÅÓ 

ÄÅ ÒïÐÁÒÁÔÉÏÎ ÄÅ Ìȭ!$. ÅÔ/ou  ÄÅ ÌȭÁÐÏÐÔÏÓÅȢ50 Comme de nombreux autres cancers, des 

délétions et des mutations sont retrouvées dans environ 10% des LAM secondaires ou induites 

après un traitement.51 Elles sont souvent associées à des caryotypes complexes, ou des 

monosomies et sont de très mauvais pronostiques. Ces altérations entrainent une perte de 

ÆÏÎÃÔÉÏÎÓ ÄÅ ÃÅ ÇîÎÅ ÅÔ ÎÏÔÁÍÍÅÎÔ ÓÏÎ ÒĖÌÅ ÄȭÉÎÄÕÃÔÅÕÒ ÄÅ ÌȭÁÐÏÐÔÏÓÅ ÅÎ ÃÁÓ ÄÅ ÄÏÍÍÁÇÅÓ Û 

Ìȭ!$.Ȣ52 

(b) Mutations du gène NPM1 

Le gène NPM1 (Nucleophosmin 1) code pour une protéine chaperonne exprimée de manière 

ubiquitaire et qui navigue entre le noyau et le cytoplasme. Celle-ci intervient dans la formation 

ÅÔ ÌȭÁÓÓÅÍÂÌÁÇÅ ÄÅÓ ÒÉÂÏÓÏÍÅÓȟ ÄÁÎÓ ÌÅ ÔÒÁÎÓÐÏÒÔ protéique principalement du cytoplasme vers 

le nucléole en condition physiologique. De plus, NPM1 est également impliqué dans la 

régulation de ÌȭÁÐÏÐÔÏÓÅ ÄïÐÅÎÄÁÎÔ ÄÅ p53. En effet, en condition basale, NPM1 est lié à ARF 

dans le nucléole permettant à MDM2 de cibler p53 et ainsi permettre sa dégradation par le 

ÐÒÏÔïÁÓÏÍÅȢ %Î ÒÅÖÁÎÃÈÅȟ ÅÎ ÃÁÓ ÄÅ ÓÔÒÅÓÓ ÃÅÌÌÕÌÁÉÒÅ ÔÅÌ ÑÕȭÕÎ ÄÏÍÍÁÇÅ Û Ìȭ!$.ȟ ÉÌ Ù Á ÕÎÅ 

dissociation du dimère NPM1-ARF et une relocalisation vers le noyau où ils vont séquestrer 

-$-ς ÌÁÉÓÓÁÎÔ ÁÉÎÓÉ Ðυσ ÌÉÂÒÅ ÄȭÉÎÄÕÉÒÅ ÌÅÓ ÇîÎÅÓ ÉÍÐÌÉÑÕïÓ ÄÁÎÓ ÌȭÁÒÒðÔ Äu cycle cellulaire, la 

ÒïÐÁÒÁÔÉÏÎ ÄÅ Ìȭ!$. ÅÔȾÏÕ ÌȭÁÐÏÐÔÏÓÅ.53  
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Des mutations du gène NPM1 sont retrouvées chez environ 30% des patients atteints de LAM 

au diagnostic.27 Celles-ci entrainent un changement dans le motif du signal ÄȭÅØÐÏÒÔ ÎÕÃÌïÁÉÒÅ, 

qui mène à ÕÎÅ ÄïÌÏÃÁÌÉÓÁÔÉÏÎ ÄÅ ÌÁ ÐÒÏÔïÉÎÅ ÖÅÒÓ ÌÅ ÃÙÔÏÐÌÁÓÍÅȟ ÌÕÉ ÅÍÐðÃÈÁÎÔ ÁÉÎÓÉ ÄȭÅØÅÒÃÅÒ 

son rôle nucléaire.54 De plus, sa présence cytoplasmique lui permet ÎÏÔÁÍÍÅÎÔ ÄȭÉÎÈÉÂÅÒ 

ÌȭÁÐÏÐÔÏÓÅ ÅÎ ÌÉÁÎÔ ÓÐïÃÉÆÉÑÕÅÍÅÎÔ ÌÅÓ ÃÁÓÐÁÓÅÓ φ ÅÔ ψȢ55 

(4)  Anomalies touchant la régulation épigénétique 

En plus des différentes voies de signalisation accordant un avantage prolifératif, une résistance 

Û ÌȭÁÐÏÐÔÏÓÅ ÏÕ ÅÎÃÏÒÅ ÂÌÏÑÕÁÎÔ ÌÁ ÍÁÔÕÒÁÔÉÏÎȟ ÏÎ ÒÅÔÒÏÕÖÅ ÄÅÓ ÁÂÅÒÒÁÔÉÏÎÓ ïÐÉÇïÎïÔÉÑÕÅÓ chez 

les patients atteints de LAM. Celles-ci peuvent être des mutations de gènes régulant la 

ÍïÔÈÙÌÁÔÉÏÎ ÄÅ Ìȭ!$. ɉTET2, IDH1, IDH2 ou DNMT3AɊ ÏÕ ÄȭÁÕÔÒÅÓ ÐÒÏÃÅÓÓÕÓ ÇïÒÁÎÔ ÌÁ ÓÔÒÕÃÔÕÒÅ 

de la chromatine ou des histones (mutations des gènes ASXL1, EZH2 ou des gènes de fusion 

impliquant MLL). 

(a) -ÕÔÁÔÉÏÎÓ ÒïÇÕÌÁÎÔ ÌÁ ÍïÔÈÙÌÁÔÉÏÎ ÄÅ Ìȭ!$. 

,Á ÍïÔÈÙÌÁÔÉÏÎ ÄÅ Ìȭ!$. ÅÓÔ ÒïÁÌÉÓïÅ ÅÔ ÍÁÉÎÔÅÎÕÅ ÐÁÒ ÄÅÓ !$. ÍïÔÈÙÌÔÒÁÎÓÆïÒÁÓÅÓȟ ÑÕÅ ÓÏÎÔ 

DNMT3A et DNMT3B. Ces dernières participent ainsi au ÃÏÎÔÒĖÌÅ ÄÅ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅÓ ÇîÎÅÓ. En 

effet, une délétion de DNMT3A ÆÁÖÏÒÉÓÅ ÌȭÁÕÔÏ-renouvellement des CSH au détriment de leur 

différenciation.56 Un autre ÁÃÔÅÕÒ ÒïÇÕÌÁÎÔ ÌÁ ÍïÔÈÙÌÁÔÉÏÎ ÄÅ Ìȭ!$. est ÌȭÅÎÚÙÍÅ TET2 qui 

participe à la première étape du processus de déméthylation actif.57 

(i)  Mutation du gène DNMT3A 

Le gène DNMT3A (DNA méthyltransférase 3A) code pour une enzyme qui participe au maintien 

du statut de ÍïÔÈÙÌÁÔÉÏÎ ÄÅ Ìȭ!$. ÅÎ ÃÁÔÁÌÙÓÁÎÔ ÌÁ ÃÏÎÖÅÒÓÉÏÎ ÄȭÕÎÅ ÃÙÔÏÓÉÎÅ ÅÎ υȭ-

méthylcytosine en formant un homo- ou hétéro-tétramère avec la protéine DNMT3L (Figure 5). 

Des mutations hétérozygotes récurrentes de DNMT3A sont retrouvées chez environ 20% des 

patients atteints de LAM et touchent principalement le domaine ÄȭÉÎÔÅÒÁÃÔÉÏÎ ÁÖÅÃ Ìȭ!$. et le 

domaine catalytique, ceci entrainant une ÄÉÍÉÎÕÔÉÏÎ ÄÅ ÌȭÁÃÔÉÖÉÔï ÄÅ ÌȭÅÎÚÙÍÅ.58 Le pourcentage 

ÄÅ ÐÁÔÉÅÎÔÓ ÍÕÔïÓ ÐÏÕÒ ÃÅ ÇîÎÅ ÁÕÇÍÅÎÔÅ ÅÎ ÆÏÎÃÔÉÏÎ ÄÅ ÌȭÝÇÅ ÄÕ ÐÁÔÉÅÎÔ ÐÕÉÓÑÕȭÅÌÌÅ ÅÓÔ 

ÒÁÒÅÍÅÎÔ ÒÅÔÒÏÕÖïÅ ÄÁÎÓ ÌÅÓ ,!- ÄÅ ÌȭÅÎÆÁÎÔ ÍÁÉÓ ÅÓÔ ÐÌÕÓ ïÌÅÖïÅ ÃÈÅÚ ÌÅÓ ÐÅÒÓÏÎÎÅÓ ÝÇïÅÓȢ Des 

études récentes montrent une corrélation entre les cellules leucémiques mutées DNMT3A et 

une hypométhylation des régions des gènes HOX (Homeobox), gènes essentiels à la régulation 

ÄÅ ÌȭÈïÍÁÔÏÐÏāîÓÅ ÄÏÎÔ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÉÍÉÎÕÅ ÁÕ ÃÏÕÒÓ ÄÅ ÌÁ ÄÉÆÆïÒÅÎÃÉÁÔÉÏÎ ÃÅÌÌÕÌÁÉÒÅȢ59 Une 

étude a notamment montré une réactivation du gène MEIS1 (Myeloid ecotropic virus insertion 

site 1) ÖÉÁ ÌȭÈÙÐÏÍïÔÈÙÌÁÔÉÏÎ ÉÎÄÕÉÔÅ ÐÁÒ ÌÅÓ ÍÕÔÁÔÉÏÎÓ ÄÅ DNMT3A en faveur de la 

leucémogenèse. En effet, MEIS1 est un facteur de transcription ÉÍÐÌÉÑÕï ÄÁÎÓ ÌȭÈïÍÁÔÏÐÏāîÓÅ 
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et un co-facteur de gènes HOX.60 Les études ÄÅ ÌȭÁÐÐÁÒÉÔÉÏn des mutations par séquençage ont 

montré que les mutations de ce gène sont des évènements précoces de la leucémogenèse 

ÐÕÉÓÑÕȭÅÌÌÅÓ ÓÏÎÔ ÒÅÔÒÏÕÖïÅÓ dès le stade pré-leucémique. 

(ii)  Mutation de TET2 

TET2 (Ten eleven translocation 2) est une enzyme ajoutant un groupement hydroxyle au 

ÃÁÒÂÏÎÅ υ ÄȭÕÎÅ 5-méthylcytosine (5-mc), ceci est également réalisé par les enzymes TET1 et 

TET3. Cette première étape du processus de déméthylation aboutira après plusieurs étapes 

intermédiaires au remplacement de 5-hmc en une cytosine non-méthylée. Des mutations de ce 

gène sont détectées dans 7 à 23% des cas de LAM selon les études conduisant à une inhibition 

de son activité catalytique. Ces patients présente une diminution du taux de 5-hmc (Figure 5) 

et plusieurs études in vivo ont montré ÑÕȭÕÎÅ altération du gène (délétion ou ARN interférence) 

était inductrice de la leucémogenèse via Ìȭaugmentation de la prolifération et la maintenance de 

Ìȭauto-renouvellement des cellules hématopoïétiques.61ɀ63 Ces mutations sont considérées 

comme des évènements précoces dans le processus leucémique, notamment parce ÑÕȭÅÌÌÅÓ ÓÏÎÔ 

retrouvées chez 10 à 20% des cas de MDS/MPN et ÑÕȭÉÌ Á ïÔï ÍÏÎÔÒï ÌȭÁÐÐÁÒÉÔÉÏÎ de celles-ci au 

cours de la transformation en LAM.64 De plus, ces mutations sont également retrouvées chez 

des patients présentant une hématopoïèse clonale pré-leucémique.65 Le rôle pronostic de ces 

ÍÕÔÁÔÉÏÎÓ ÎȭÅÓÔ ÐÁÓ ÐÒÏÕÖï ÅÔ ÌÅÓ ïÔÕÄÅÓ ÓȭïÔÁÎÔ ÐÅÎÃÈï ÓÕÒ ÃÅÔÔÅ ÑÕÅÓÔÉÏÎ ont obtenu des 

résultats très hétérogènes.66,67 

(iii)  Mutation des gènes IDH1/2  

Les enzymes isocitrates déshydrogénases 1 et 2 sont des acteurs du métabolisme permettant 

ÌÁ ÃÏÎÖÅÒÓÉÏÎ ÏØÙÄÁÔÉÖÅ ÄÅ ÌȭÉÓÏÃÉÔÒÁÔÅ ÅÎ ɻ-cétoglutarate (ɻ-KG) nécessaire à la production de 

NAPDH pour la synthèse des lipides et des nucléotides. Ces gènes sont fréquemment mutés 

dans les LAM atteignant les 20-30% et surviennent spécifiquement au niveau des arginines 

R132 pour IDH1, et R140, R172 pour IDH2. Ces mutations entrainent une diminution de la 

formation de ɻ-KG et un gain de fonction permettant la conversion ÄÅ Ìȭ ɻ-cétoglutarate en 2-

hydroxyglutarate (2-HG) (Figure 5). ,ȭÁÃÃÕÍÕÌÁÔÉÏÎ ÄÅ ÃÅÔ oncométabolite est détectable dans 

le sérum des patients muÔïÓ ÐÏÕÒ ÌȭÕÎ ÄÅ ÃÅÓ ÄÅÕØ ÇîÎÅÓ faisant de lui un biomarqueur des 

LAM.68 #ÅÓ ÍÕÔÁÔÉÏÎÓ ÉÎÈÉÂÅÎÔ ÌȭÁÃÔÉÖÉÔï ÅÎÚÙÍÁÔÉÑÕÅ ÄÅ TET2 et également les histones 

déméthylases entrainant une hyperméthylation ÄÅ Ìȭ!$. ÅÔ des histones.69 Ces mutations ont 

pour conséquence un défaut de différenciation des cellules hématopoïétiques et une 

ÁÕÇÍÅÎÔÁÔÉÏÎ ÄÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÓÏÕÃÈÅÓ ÅÔȾÏÕ ÐÒÏÇïÎÉÔÅÕÒÓ ÈïÍÁÔÏÐÏāïÔÉÑÕÅÓ ÓÉÇÎÅÎÔ ÄȭÕÎ ÅÆÆÅÔ ÐÒÏ-

leucémique.62 Le rôle pronostic de ces mutations reste controversé ÐÕÉÓÑÕȭÉÌ ÓÅÍÂÌÅ ÅØÉÓÔÅÒ ÕÎÅ 
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ÖÁÒÉÁÂÉÌÉÔï ÄïÐÅÎÄÁÎÔ ÄÅ ÌÁ ÐÒïÓÅÎÃÅ ÃÏÎÃÏÍÉÔÁÎÔÅ ÄȭÁÕÔÒÅÓ ÍÕÔÁÔÉÏÎÓ ÔÅÌles que celles touchant 

les gènes  FLT3 ou NPM1ȟ ÄÅ ÌȭÝÇÅ ou encore du site mutationnel.70,71  

 

FIGURE 5 - MECANISME PHYSIOLOGIQUE OU LEUCEMIQUE DE LA METHYLATION DE L'ADN. Les 

enzymes DNMT3A et TET2 participent à la conversion de la cytosine en 5-méthylcytosine (5-mc) puis 

en 5-hydroxyméthylcytosine (5-ÈÍÃɊȢ ,Á ÍÕÔÁÔÉÏÎ ÄȭÕÎ ÄÅ ÃÅÓ ÄÅÕØ ÇîÎÅÓ ÃÏÍÍÅ ÄÁÎÓ ÌÅÓ LAM entraine 

une altération du statut de ÍïÔÈÙÌÁÔÉÏÎ ÄÅ Ìȭ!$.. De plus, les enzymes IDH1/2 catalysent la conversion 

ÄÅ ÌȭÉÓÏÃÉÔÒÁÔÅ ÅÎ ɻ-ÃïÔÏÇÌÕÔÁÒÁÔÅ ɉɻ-+'ɊȢ #ÅÐÅÎÄÁÎÔȟ ÕÎÅ ÍÕÔÁÔÉÏÎ ÄÅ ÌȭÕÎÅ ÄÅ ÃÅÓ ÅÎÚÙÍÅÓ ÅÎÔÒÁÉÎÅ 

ÌȭÁÃÑÕÉÓÉÔÉÏÎ ÄȭÕÎÅ ÎÏÕÖÅÌÌÅ ÆÏÎÃÔÉÏÎ ÐÅÒÍÅÔÔÁÎÔ ÌÁ ÔÒÁÎÓÆÏÒÍÁÔÉÏÎ ÄÅ ɻ-KG en 2-hydroxyglutarate, 

ÃÏÍÐÏÓï ÐÏÕÖÁÎÔ ÉÎÈÉÂÅÒ ÌȭÁÃÔÉÖÉÔï ÄÅ 4%4ς ÅÔ ÐÁÒ ÃÏÎÓïÑÕÅÎÔ ÌÁ ÄïÍïÔÈÙÌÁÔÉÏÎȢ )ÎÓÐÉÒï ÄÅ %ÒÉËÓÓÏÎ et 

al., 2015. 72 

(b) Mutations de gènes régulant la structure de la chromatine et 

des histones 

(i)  Anomalies du gène MLL 

MLL (Mixed lineage leukemia) est une histone méthyltransférase agissant sur la lysine 4 de 

ÌȭÈÉÓÔÏÎÅ σ (H3K4) et ceci ÌÏÒÓ ÄÅ ÌȭÅÍÂÒÙÏÇÅÎîÓÅ ÅÔ ÄÅ ÌȭÈïÍÁÔÏÐÏāîÓÅ. En effet, ÌȭÕÎ ÄÅÓ ÒĖÌÅÓ 

majeurs du gène MLL est ÌÅ ÍÁÉÎÔÉÅÎ ÄÅ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅÓ ÇîÎÅÓ HOX essentiels à la 

différenciation des cellules hématopoïétiques.73 Deux ÔÙÐÅÓ Äȭanomalies de ce gène sont 

retrouvés chez ÌÅÓ ÐÁÔÉÅÎÔÓ ÁÔÔÅÉÎÔÓ ÄÅ ,!-Ȣ 4ÏÕÔ ÄȭÁÂÏÒÄȟ des translocations qui concernent 

environ 10% des patients, dont les partenaires de la fusion les plus fréquents sont les gènes 

AF4, AF9, ENL, AF10 et AF6 (rôles activateurs de la transcription).74 ,Å ÓÅÃÏÎÄ ÔÙÐÅ ÄȭÁÎÏÍÁÌÉÅÓ 

correspond à des duplications en tandem partielles (MLL-PTD) qui conservent les domaines 

fonctionnels de la protéine cÏÎÔÒÁÉÒÅÍÅÎÔ ÁÕØ ÔÒÁÎÓÌÏÃÁÔÉÏÎÓ ÅÔ ÎÅ ÔÏÕÃÈÅÎÔ ÑÕȭÅÎÖÉÒÏÎ υϷ ÄÅÓ 

patients. Ces duplications entraineraient une hyperméthylation des histones et une répression 

transcriptionnelle de gènes suppresseurs de tumeur participant  ainsi à la leucémogenèse. 

(ii)  Mutations du gène ASXL1 

ASXL1 pour Additional sex combs-like est un gène qui agit comme répresseur des gènes HOX. 

Son rôle a été mis en évidence dans des souris knock-ÏÕÔ ÐÏÕÒ ÃÅ ÇîÎÅ ÐÕÉÓÑÕȭÅÌÌÅÓ ÐÒïÓÅÎÔÁÉÅÎÔ 

ÄÅÓ ÁÌÔïÒÁÔÉÏÎÓ ÍÏÄïÒïÅÓ ÄÅ ÌȭÈïÍÁÔÏÐÏāîÓÅȟ ÔÏÕÃÈÁÎÔ ÐÒÉÎÃÉÐÁÌÅÍÅÎÔ ÌÁ différenciation des 

progéniteurs myéloïdes ou lymphoïdes.75 ,Å ÒĖÌÅ ÄÅ ÃÅ ÇîÎÅ ÃÈÅÚ Ìȭ(Ïmme reste encore 

inconnu mais il est retrouvé muté dans 10% des LAM avec une fréquence qui augmente avec 
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ÌȭÝÇÅȢ Ces mutations peuvent être des mutations non-sens, faux-sens ou entrainant un décalage 

du cadre de lecture et ÌÁ ÆÏÒÍÁÔÉÏÎ ÄȭÕÎÅ ÐÒÏÔïÉÎÅ ÔÒÏÎÑÕée en C-terminale.76  

b. La cellule initiatrice de la leucémie  

,ȭÅØÉÓÔÅÎÃÅ ÄȭÕÎÅ ÃÅÌÌÕÌÅ ÑÕÉ ÓÅÒÁÉÔ Û ÌȭÏÒÉÇÉÎÅ ÄÕ ÄïÖÅÌÏÐÐÅÍÅÎÔ ÌÅÕÃïÍique a émergé au début 

des années 1990 grâce aux études des équipes de Bonnet et Dick, et de Blair et ses 

collaborateurs. Celles-ci ont montré que seule une faible fraction de cellules leucémiques issues 

de patients prolifère et est capable de ÓȭÉÍÐÌÁÎÔÅÒ ÄÕÒÁÂÌÅÍÅÎÔ ÄÁÎÓ ÌÁ ÍÏÅÌÌÅ ÏÓÓÅÕÓÅ ÄÅÓ 

souris immunodéficientes (NOD/SCID). Ces cellules leucémiques CD34+CD38- issues de 

patients sont capables de maintenir la leucémie in vivo après des greffes sériées grâce à leur 

aptitude à proliférer et à ÓȭÁÕÔÏ-renouveler.77,78 Etant donné que ces cellules initiatrices de la 

leucémie partagent de nombreuses caractéristiques des CSH, il a été proposé que ces cellules 

aient été modifiées suite à des altérations génétiques amenant à la transformation en CSL. Cette 

étude montre également que ces cellules peuvent se différencier in vivo en progéniteurs 

incapables de maintenir la leucémie chez les souris greffées mais conservant un phénotype 

aberrant identique aux CSL.79 Ceci remettant en question le blocage total de la différenciation 

ÄÅÓ ÂÌÁÓÔÅÓ ÌÅÕÃïÍÉÑÕÅÓ ÄÅ ÐÁÔÉÅÎÔÓȟ ÅÔ ÁÍÅÎÁÎÔ ÌȭÉÄïÅ ÄȭÕÎÅ ÈÉïÒÁÒÃÈÉÅ ÁÕ ÓÅÉÎ ÄÅ ÃÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ 

avec des CSL et des blastes leucémiques plus différenciés (Figure 6). 

#ÅÐÅÎÄÁÎÔȟ ÉÌ ÅÓÔ ïÇÁÌÅÍÅÎÔ ÐÏÓÓÉÂÌÅ ÑÕÅ ÌȭÏÒÉÇÉÎÅ ÄÅ ÌÁ ÌÅÕÃïÍie soit une cellule plus 

ÄÉÆÆïÒÅÎÃÉïÅ ɉÐÒÏÇïÎÉÔÅÕÒ ÏÕ ÐÒïÃÕÒÓÅÕÒɊ ÑÕÉ ÓÅÒÁÉÔ ÄÅ ÎÏÕÖÅÁÕ ÐÁÒÖÅÎÕÅ Û ÓȭÁÕÔÏ-renouveler 

ÐÁÒ ÌÁ ÒïÁÃÔÉÖÁÔÉÏÎ ÄÅ ÃÅÒÔÁÉÎÅÓ ÖÏÉÅÓ ÅÔ ÐÁÒ ÌȭÁÃÑÕÉÓÉÔÉÏÎ ÄÅ ÍÕÔÁÔÉÏÎÓ ÓÕÐÐÌïÍÅÎÔÁÉÒÅÓ ÓÅÒÁÉÔ 

devenue leucémogène. Notamment, les patientÓ ÁÔÔÅÉÎÔÓ ÄȭÕÎÅ ÌÅÕÃïÍÉÅ ÁÉÇÕò ÐÒÏÍÙïÌÏÃÙÔÁÉÒÅ 

(LAP, ou FAB 3) présentent des blastes leucémiques en partie différenciés qui sont les 

promyélocytes. De plus, une étude a montré que les cellules leucémiques présentant le transcrit 

de fusion PML-2!2ɻ ÉÓÓÕÅÓ de ces patients ne font pas partie de la population CD34+CD38- mais 

de celle CD34-CD38+ȟ ÁÔÔÅÓÔÁÎÔ ÄȭÕÎÅ ÃÅÌÌÕÌÅ ÉÎÉÔÉÁÔÒÉÃÅ ÌÅÕÃïÍÉÑÕÅ ÎÏÎ-souche dans ce sous-

type de LAM.80 Plus récemment, il a été montré une faible représentation des cellules CD34+ 

chez les patients pour lequel le gène NPM1 est muté. En effet, ils ont identifié la présence de ces 

LIC majoritairement dans la population CD34- prouvant à nouveau que les cellules initiant la 

leucémie peuvent être des progéniteurs engagés dans une lignée et exprimant certains gènes 

propres aux CSH tels que 28 facteurs de transcription. 81,82  
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FIGURE 6 - LES CELLULES INITIATRICES DE LA LEUCEMIE: DES CSL OU DES 

PROGENITEURS/PRECURSEURS PRESENTANT DES PROPRIETES DE CSH. Ces cellules initiatrices de 

la leucémie peuvent être des CSL qui vont acquérir un avantage prolifératif et une altération de la 

différenciation, des progéniteurs ou des précurseurs leucémiques qui eux vont réacquérir des 

ÐÒÏÐÒÉïÔïÓ ÄȭÁÕÔÏ-ÒÅÎÏÕÖÅÌÌÅÍÅÎÔ ÐÁÒ ÌÁ ÐÒïÓÅÎÃÅ ÄȭÁÎÏÍÁÌÉÅÓ ÇïÎïÔÉÑÕÅÓȢ )ÎÓÐÉÒï ÄÅ 0ÁÓÓÅÇÕï et al., 

2013. 83  

1ÕÅ ÌÁ ÌÅÕÃïÍÉÅ ÁÉÔ ÐÒÉÓ ÎÁÉÓÓÁÎÃÅ Û ÐÁÒÔÉÒ ÄÅ ÌȭÁÌÔïÒÁÔÉÏÎ ÄȭÕÎÅ #3( ÏÕ ÄȭÕÎ 

progéniteur/précurseur  déjà engagé dans la différenciation, cette cellule initiatrice présentera 

des modifications génétiques lui ayant apporté des capacités de prolifération et ÄȭÁÕÔÏ-

renouvelement conférant un avantage compétitif vis-à-vis des autres cellules 

hématopoïétiques.  

c. Stade pré -leucémique, hétérogénéité et évolution clonale  

Des mutations somatiques peuvent survenir lors de la division cellulaire des cellules souches 

ou progéniteurs hématopoïétiques. Celles-ci apportant un avantage compétitif vis-à-vis des 

ÁÕÔÒÅÓ ÌÉÇÎïÅÓ ÈïÍÁÔÏÐÏāïÔÉÑÕÅÓ ÁÍÅÎÁÎÔ Û ÌȭÅØÐÁÎÓÉÏÎ ÃÌÏÎÁÌÅ ÄÅ ÃÅÓ ÃÅÌÌÕÌes modifiées. 

,ȭÁÐÐÁÒÉÔÉÏÎ ÄÅ ÍÕÔÁÔÉÏÎÓ ÓÏÍÁÔÉÑÕÅÓ ÁÓÓÏÃÉïÅÓ Û ÕÎÅ ÈïÍÁÔÏÐÏāîÓÅ ÃÌÏÎÁÌÅ ÁÕÇÍÅÎÔÅ ÁÖÅÃ 

ÌȭÝÇÅ ÅÔ ÁÔÔÅÉÎÔ ÌÅÓ υ Û ρπϷ ÃÈÅÚ ÌÅÓ ÐÅÒÓÏÎÎÅÓ ÝÇïÅÓ ÄÅ ÐÌÕÓ ÄÅ χπ ÁÎÓȢ16,84 

Des études ont évalué par séquençage la présence de mutations somatiques de gènes impliqués 

ÄÁÎÓ Ìȭhématopoïèse ÄÁÎÓ ÕÎÅ ÃÏÈÏÒÔÅ ÄÅ ÐÅÒÓÏÎÎÅÓ ÎÅ ÐÒïÓÅÎÔÁÎÔ ÐÁÓ ÄȭÈïÍÏÐÁÔÈÉÅÓ ÍÁÌÉÇÎÅÓ 

ÅÔ ÏÎÔ ÒÅÎÏÕÖÅÌï ÌȭÁÎÁÌÙÓÅ ÁÐÒîÓ ÐÌÕÓÉÅÕÒÓ ÍÏÉÓ ÏÕ ÁÎÎïÅÓȟ ÃÈÅÚ ÃÅÓ ÍðÍÅÓ ÖÏÌÏÎÔÁÉÒÅÓȢ #ÅÌÌÅÓ-

ÃÉ ÏÎÔ ÒïÖïÌï ÕÎ ÒÉÓÑÕÅ ÁÕÇÍÅÎÔï ÄȭïÖÏÌÕÔÉÏÎ en hémopathie maligne lorsque les personnes 

présentaient des mutations lors de la première analyse. Les gènes concernés par ces mutations 

somatiques sont TP53, IDH1, IDH2, les gènes du spliceosome (SRSF2, SF3B1 et U2AF1), TET2 et 
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DNMT3A.85,86 Ces mutations caractérisent un stade pré-leucémique de ces cellules mais sont 

insuffisantes à elles seules pour entrainer le développement de la LAM ÐÕÉÓÑÕȭÅÌÌÅÓ ÎȭÅÎÔÒÁÉÎÅÎÔ 

ÑÕȭÕÎ ÁÖÁÎÔÁÇÅ compétitif  ÐÅÒÍÅÔÔÁÎÔ ÌȭÅØÐÁÎÓÉÏÎ ÃÌÏÎÁÌÅ. ,ȭïÖÏÌÕÔÉÏÎ ÄÅ ÃÅÔ hématopoïèse 

clonale pré-ÌÅÕÃïÍÉÑÕÅ ÅÎ ,!- ÎȭÅÓÔ ÐÁÓ ÓÙÓÔïÍÁÔÉÑÕÅ ÅÔ ÓÕÒÖÉÅÎÔ ÁÐÒîÓ ÌȭÁÃÑÕÉÓÉÔÉÏÎ 

ÄȭÁÎÏÍÁÌÉÅÓ ÇïÎïÔÉÑÕÅÓ ÓÕÐÐÌïÍÅÎÔÁÉÒÅÓ ɉ&ÉÇÕÒÅ χɊȢ  

 
FIGURE 7 - EVOLUTION D'UN CLONE PRE-LEUCEMIQUE EN LAM. Une cellule hématopoïétique (CSH 

ou progéniteur) va acquérir une mutation initiatrice conférant un avantage compétitif entrainant 

ÌȭÅØÐÁÎÓÉÏÎ ÄÕ ÃÌÏÎÅ pré-leucémique ÐÕÉÓ ÄȭÁÕÔÒÅÓ ÍÕÔÁÔÉÏÎÓ coopératives ÖÏÎÔ ÓȭÁÊÏÕÔÅÒ ÁÕ ÆÉÌ ÄÕ ÔÅÍÐÓ 

ÊÕÓÑÕȭÁÕ ÄïÖÅÌÏÐÐÅÍÅÎÔ ÄÕ ÃÌÏÎÅ ÌÅÕÃïÍÉÑÕÅ ÆÏÎÄÁÔÅÕÒ. $ȭÁÕÔÒÅÓ ÍÕÔÁÔÉÏns vont être acquises par 

ÃÅÒÔÁÉÎÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÅÎÔÒÁÉÎÁÎÔ ÌȭÅØÉÓÔÅÎÃÅ ÄÅ ÓÏÕÓ-clones. Tiré et modifié de Li et al., 2016.87  

,ȭïÔÕÄÅ ÄÅÓ ÆÒïÑÕÅÎÃÅÓ ÄÅ ÖÁÒÉÁÎÔÓ ÄÅÓ ÍÕÔÁÔÉÏÎÓ Á ÒïÖïÌï ÌÁ ÐÒïÓÅÎÃÅ ÓÉÍÕÌÔÁÎïÅ ÄÅ ÄÉÆÆïÒÅÎÔÓ 

sous-clones leucémiques au diagnostic chez les patients atteints de LAM. Ces sous-clones 

leucémÉÑÕÅÓ ÐÏÓÓîÄÅÎÔ ÄÅÓ ÁÎÏÍÁÌÉÅÓ ÇïÎïÔÉÑÕÅÓ ÉÄÅÎÔÉÑÕÅÓ ÒÅÆÌïÔÁÎÔ ÌȭÏÒÉÇÉÎÅ ÃÌÏÎÁÌÅȟ ÃȭÅÓÔ-à-

dire le clone fondateur et des altérations spécifiques amenant à la présence de sous-clones 

variés. Ceci implique que les différents sous-clones leucémiques vont être présents 

simultanément au sein de la moelle osseuse des patients créant une composition cellulaire 

hétérogène tant sur le plan morphologique, phénotypique ou encore fonctionnel et 

moléculaire.88 

#ÅÒÔÁÉÎÅÓ ïÔÕÄÅÓ ÓÅ ÓÏÎÔ ÉÎÔïÒÅÓÓïÅÓ Û ÌȭÏÒÄÒÅ ÄȭÁÐÐÁÒÉÔÉÏÎ ÄÅ ÃÅÓ ÁÎÏÍÁÌÉÅÓ ÇïÎïÔÉÑÕÅÓ ÁÕ ÃÏÕÒÓ 

de la progression leucémique et ont montré la présence de mutation initiale touchant les gènes 

impliqués dans la régulation épigénétique (hématopoïèse clonale pré-leucémique), suivie par 

ÄÅÓ ÍÕÔÁÔÉÏÎÓ ÁÄÄÉÔÉÏÎÎÅÌÌÅÓȢ ,ÅÓ ÄÅÒÎÉîÒÅÓ ÍÕÔÁÔÉÏÎÓ ÁÃÑÕÉÓÅÓ ÎȭïÔÁÎÔ ÐÁÓ ÐÒïÓÅÎÔÅÓ ÄÁÎÓ ÌÅÓ 

cellules pré-leucémiques suggèrent que celles-ci sont des évènements plus tardifs permettant 

le déclenchement de la leucémie. Ces évènements tardifs impliquent notamment la mutation 

des gènes FLT3 ou NPM1 (Figure 7).12,33,89  
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Des études ÓÅ ÓÏÎÔ ÉÎÔÅÒÅÓÓïÅÓ Û ÌȭïÖÏÌÕÔÉÏÎ ÄÅ ÃÅs sous-clones en comparant, par des 

techniques de séquençage à haut débit, des échantillons de patients atteints de LAM au 

diagnostic et en rechute. Ils ont ainsi montré ÌȭÅØÉÓÔÅÎÃÅ ÄȭÕÎÅ évolution clonale après 

traitement. En effet, soit le clone fondateur, soit un sous-clone sera responsable de la rechute 

leucémique ÁÐÒîÓ ÌȭÁcquisition de nouvelles mutations ÅÔ ÌȭÅØÐÁÎÓÉÏÎ ÃÌÏÎÁÌÅ ÁÃÈÅÖïÅȢ13  

$ȭÁÕÔÒÅÓ ÁÕÔÅÕÒÓ ÏÎÔ ÍÏÎÔÒï ÑÕÅ ÌÅ ÓÏÕÓ-ÃÌÏÎÅ Û ÌȭÏÒÉÇÉÎÅ ÄÅ ÌÁ ÒÅÃÈÕÔÅ ÐÅÕÔ ðÔÒÅ ÕÎ ÓÏÕÓ-clone 

minoritaire qui serait resistant à la chimiothérapie et aurait ensuite proliféré induisant la 

rechute.90 

I. B. 4. DIAGNOSTIC 

,ȭÉÄÅÎÔÉÆÉÃÁÔÉÏÎ et la caractérisation des LAM se fait Û ÌȭÁÉÄÅ ÄȭÁÎÁÌÙÓÅÓ ÍÏÒÐÈÏÌÏÇÉÑÕÅÓȟ 

phénotypiques et génétiques. De plus, la recherche Äȭéventuels antécédents familiaux 

ÄȭÈïmopathie ou ÄȭÈïÍÏrragiÅÓ ÐÏÕÖÁÎÔ ÁÔÔÅÓÔÅÒ ÄȭÕÎÅ ÐÒïÄÉÓÐÏÓÉÔÉÏÎ ÇïÎïÔÉÑÕÅ est 

importante. 

a. Caractérisation morphologique  

Le diagnostic des LAM se fait en premier lieu ÐÁÒ ÌȭÁÎÁÌÙÓÅ ÍÏÒÐÈÏÌÏÇÉÑÕÅ ÄÅ ÌÁ ÍÏelle osseuse 

et du sang des patients. Pour cela, un myélogramme dénombrant 500 leucocytes et un 

hémogramme comptant 200 leucocytes sont réalisés. Le diagnostic est posé lorsque le sang ou 

ÌÁ ÍÏòÌÌÅ ÏÓÓÅÕÓÅ ÄÕ ÐÁÔÉÅÎÔ ÐÒïÓÅÎÔÅ ÁÕ ÍÉÎÉÍÕÍ ςπϷ ÄÅ ÂÌÁÓÔÅÓȟ Û ÌȭÅØÃÅÐÔÉÏÎ ÄÅÓ ,!- 

présentant les translocations t(8;21) ; t(15;17), t(16;16) ou lȭÉÎÖÅÒÓÉÏÎ ρφ ÏĬ ÌÅ ÐÏÕÒÃÅÎÔÁÇÅ 

ÄȭÉÎÆÉÌÔÒÁÔÉÏÎ ÂÌÁÓÔÉÑÕÅ ÐÅÕÔ ðÔÒÅ ÍÏÉÎÄÒÅ ɉρπϷɊȢ ,Å ÄïÎÏÍÂÒÅÍÅÎÔ ÄÅÓ ÂÌÁÓÔÅÓ ÐÒÅÎÄ ÅÎ 

compte la quasi-ÔÏÔÁÌÉÔï ÄÅÓ ÌÉÇÎïÅÓ ÍÙïÌÏāÄÅÓȟ ÃȭÅÓÔ-à-dire les myéloblastes, les monoblastes et 

les mégacaryoblastes ainsi que les promonocytes en cas de LAM à différenciation 

myélomonocytaire ou monocytaire pure mais fait exception des érythroblastes.27 La 

numération formule sanguine permet de compléter le diagnostic et de mettre en évidence des 

cytopénies, une éventuelle hyperleucocytose, une différenciation monocytaire, tout cela 

permettant de compléter et de préciser le type de LAM touchant le patient. 

b. Caractérisation phénotypique par cytométrie en flux  

%Î ÐÌÕÓ ÄȭÕÎÅ ÈïÔïÒÏÇïÎïÉÔï morphologique avec différentes lignées myéloïdes et stades de 

maturation touchés dans les LAM, ces blastes peuvent présenter des immunophénotypes variés 

(marqueurs membranaires et cytoplasmiques). Ces marqueurs peuvent aider au diagnostic de 

certaines LAM présentant une cytologie complexe et insuffisante pour poser le diagnostic telles 

que les LAM0, LAM6 et LAM7 (classification FAB). De plus, certaines anomalies génétiques tels 

que la translocation t(8 ȠςρɊ ÏÕ ÌȭÉÎÖÅÒÓÉÏÎ 16 présentent des profils immunophénotypiques 
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particuliers.91 ,Å ÐÁÎÅÌ ÄȭÁÎÔÉÃÏÒÐÓ ÕÔÉÌÉÓï ÐÏÕÒ ÌȭÉÍÍÕÎÏÐÈïÎÏÔÙÐÁÇÅ doit également 

permettre de distinguer les leucémies aiguës de phénotype mixte mais aussi des 

immunophénotypes aberrants associés aux leucémies (LAIP) ÅÎ ÖÕÅ ÄȭÕÎ ÓÕÉÖÉ de la maladie 

résiduelle mesurable du patient par cytométrie en flux.92 Le tableau suivant référence les 

marqueurs membranaires et cytoplasmiques recommandés ÐÁÒ Ìȭ%ÕÒÏÐÅÁÎ ,ÅÕËÅÍÉÁ.ÅÔ 

(ELN) pour le diagnostic des LAM et leucémies aiguës de phénotype mixte (Tableau 1).  

Marqueurs pour le diagnostic des LAM  

Précurseurs  CD34, CD117, CD33, CD13, HLA-DR 

Lignée granulocytaire  CD65, myeloperoxydase (MPO) 

Lignée monocytaire  CD14, CD36, CD64 

Lignée mégacaryocytaire  CD41 (glycoprotein IIb/IIIa), CD61 (glycoprotein IIIa)  

Lignée erythrocytaire  CD235a (glycophorin A), CD36 

Marqueurs pour le diagnostic des leucémies aiguës de phénotype mixte  

Lignée myéloïde  

MPO ou différenciation monocytaire (au minimum deux 

critères suivants: cytochimie positive des estérases non-

spécifiques, CD11c, CD14, CD64, lysozyme) 

Lignée lymphocytaire T  
Expression membranaire ou cytoplasmique CD3 

ɉÁÎÔÉÃÏÒÐÓ #$σʀɊ  

Lignée lymphocytaire B  

Expression élevée CD19 et au moins un autre marqueur 

exprimé : CD79a (cytoplasmique), CD22 (cytoplasmique) 

ou CD10 

Expression faible CD19 avec au moins deux marqueurs 

fortement exprimés : CD79a, CD22 (cytoplasmique) or 

CD10 

TABLEAU 1 ɀ MARQUEURS MEMBRANAIRES ET CYTOPLASMIQUES RECOMMANDES PAR ELN 

POUR LE DIAGNOSTIC DES LAM ET DES LEUCEMIES AIGUËS DE PHENOTYPE MIXTE. Tiré de Döhner 

et al.,2017.27 

c. Caryotype et cytogénétique moléculaire  

La cytogénétique conventionnelle est une analyse ÉÎÄÉÓÐÅÎÓÁÂÌÅ ÌÏÒÓ ÄÕ ÓÕÓÐÉÓÓÉÏÎ ÄȭÕÎÅ ,!-Ȣ 

5Î ÐÅÕ ÍÏÉÎÓ ÄȭÕÎ ÐÁÔÉÅÎÔ ÓÕÒ ÄÅÕØ ÖÁ ÐÒïÓÅÎÔÅÒ ÕÎ ÃÁÒÙÏÔÙÐÅ ÁÂÅÒÒÁÎÔ ÔÅÌ ÑÕÅ ÌÁ ÐÒïÓÅÎÃÅ ÄÅ 

ÃÈÒÏÍÏÓÏÍÅÓ ÓÕÒÎÕÍïÒÁÉÒÅÓ ÏÕ ÄÅ ÍÏÎÏÓÏÍÉÅÓȟ ÌȭÅØÉÓÔÅÎÃÅ ÄÅ ÔÒÁÎÓÌÏÃÁÔÉÏÎÓȟ ÄÅ ÄïÌïÔÉÏÎÓ ÏÕ 

ÄȭÉÎÓÅÒÔÉÏÎÓȢ #ÅÒÔÁÉÎÅÓ ÄÅ Ães anomalies servent à la détection et au suivi de la maladie, mais 

ont également un rôle pronostic et une influence sur le choix thérapeutique. En effet, huit de 

ces aberrations génétiques furent intégrées à la classification OMS 2008 des LAM. La détection 

de certains de ces réarrangements est suffisante pour poser le diagnostic de LAM secondaire à 
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un syndrome myélodysplasique si ÌÅ ÍÙïÌÏÇÒÁÍÍÅ ÏÕ ÌȭÈïÍÏÇÒÁÍÍÅ ÒïÖîÌÅ ÕÎÅ ÉÎÆÉÌÔÒÁÔÉÏÎ 

supérieur ou égale à 20%.93 3É ÌÁ ÃÙÔÏÇïÎïÔÉÑÕÅ ÎȭÅÓÔ ÐÁÓ ÃÏÎÃÌÕÁÎÔÅȟ ÉÌ ÅÓÔ ÐÏÓÓÉÂÌÅ ÄȭÅÆÆÅÃÔÕÅÒ 

une hybridation in situ en fluorescence pour identifier certains réarrangements (AML1-ETO, 

#"&ɼ-MYH11, ÐÅÒÔÅ ÃÈÒÏÍÏÓÏÍÅ υÑȟ ȣ).27 

d. Génétiques moléculaires pour la recherche de mutations  

#ÏÍÍÅ ÎÏÕÓ ÌȭÁÖÏÎÓ ÖÕ ÐÒïÃïÄÅÍÍÅÎÔȟ ÌÅÓ ÐÁÔÉÅÎÔÓ ÐÅÕÖÅÎÔ ÐÒïÓÅÎÔÅÒ ÄÅ ÎÏÍÂÒÅÕÓÅÓ 

combinaisons de mutations. Il est indispensable de rechercher ces mutations génétiques au 

diagnostic. Parmi ces nombreuses mutations, on retrouve les mutations du gène NPM1, CEBPA 

ou AML1 définissant des catégories spécifiques de LAM. Les mutations du gène FLT3 (TKD et 

ITD) doivent également être recherchées ÐÕÉÓÑÕȭÅÌÌÅÓ ÏÎÔ un rôle pronostic et peuvent 

permettre aux patients de bénéficier de thérapies ÃÉÂÌïÅÓ Û ÌȭÁÉÄÅ ÄȭÉÎÈÉÂÉÔÅÕÒÓ. Enfin, certaines 

mutations somatiques doivent être recherchées pour leur rôle pronosticȟ ÃȭÅÓÔ ÌÅ ÃÁÓ des 

mutations des gènes ASXL1 ou TP53 qui sont associées à un mauvais pronostic. 27,94 Certains 

centres utilisent un panel ÄȭÕÎ ÐÌÕÓ ÇÒÁÎÄ ÎÏÍÂÒÅ ÄÅ ÇîÎÅÓ détectés par séquençage nouvelle 

génération, notamment en vuÅ ÄȭÕÎÅ ÕÔÉÌÉÓÁÔÉÏÎ ÃÏÍÍÅ ÍÁÒÑÕÅÕÒ ÄÅ ÌÁ ÍÁÌÁÄÉÅ ÒïÓÉÄÕÅÌÌÅ 

mesurable ( transcrits de fusion, NPM1, WT1ȟ ȣɊ mais aussi un panel de gènes attestant de 

prédisposition familiale aux hémopathies myéloïdes ɉ#%"0!ȟ $$8τρȟ %46φȟ '!4!ςȟ 25.8ρȟ ȣɊ.   

I. B. 5. CLASSIFICATION DES LEUCEMIES AIGUES MYELOÏDES 

a. Classification Franco -Américano -Britannique (FAB)  

Historiquement, en 1976, un groupe de 7 hématologistes Français, Américains et Britanniques 

ont établi une classificatÉÏÎ ÄÅÓ ÌÅÕÃïÍÉÅÓ ÁÉÇÕÅÓ ÌÙÍÐÈÏāÄÅÓ ÅÔ ÍÙïÌÏāÄÅÓ ÁÆÉÎ ÄȭÕÎÉÆÏÒÍÉÓÅÒ 

le diagnostic de ces patients. Ils ont différencié les leucémies aiguës (LA) lymphoïdes des LA 

myéloïdes avec respectivement 3 sous-groupes (L1 à L3) et 7 sous-groupes (M0 à M7) (Tableau 

2). La classification des LAM prend en compte la lignée hématopoïétique impactée par la 

ÍÁÌÁÄÉÅȟ ÌÅ ÎÉÖÅÁÕ ÄȭÉÍÍÁÔÕÒÉÔï ÄÅ ÃÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÅÔ ÄÅÓ ÃÒÉÔîÒÅÓ ÃÙÔÏÃÈÉÍÉÑÕÅÓ ÒÅÐÏÓÁÎÔ ÓÕÒ 

ÌȭïÔÕÄÅ ÄÅ ÌȭÁÃÔÉÖÉÔï ÅÎÚÙÍÁÔÉÑÕÅ de la myélopéroxydase et des estérases (estérases non-

spécifiques et une enzyme spécifique dégradant le Naphthol AS-D chloroacétate (CAE)).95 

Classification 

FAB 

Nom usuel  (de la 

classification OMS)  

Critères cytologiques  Critères cytochimiques  

MPO Estérases 

MO LAM avec 

différenciation 

minimale 

Myéloblastes indifférenciés sans 

granulations 

<3% - 
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M1 LAM sans maturation 

morphologique 

Myéloblastes avec 

différenciation minime (<10% 

différenciation granulocytaire) 

>3% - 

M2 LAM différenciée Myéloblastes avec maturation 

ÍÏÒÐÈÏÌÏÇÉÑÕÅȟ ІρπϷ ÄÅ 

promyélocytes ou plus matures 

ІσϷ - 

M3 LA promyélocytaire 

(LAP) 

Promyélocytes anormaux, 

ÐÒïÓÅÎÃÅ ÄÅ ÃÏÒÐÓ Äȭ!ÕÅÒ 

+++ - 

M4 Leucémie aiguë 

myélo-monocytaire 

"ÌÁÓÔÅÓ ÄȭÏÒÉÇÉÎÅ ÍÙïÌÏāÄÅ ÅÔ 

monocytaire, Monocytose 

sanguine 

ІσϷ ІςπϷ 

M5 LA monoblastique Monocytose médullaire : 

- LAM 5a (indifférenciée) : 

monoblastes 

- LAM 5b (différencié): 

promonocytes ou 

monocytes  

+/ - +++ 

(>80%)  

M6 LA érythroblastique Erythroblastes (>50%) + - 

M7 LA à 

mégacaryoblastes 

Blastes polymorphes  - - 

TABLEAU 2 - CLASSIFICATION FAB DES LEUCEMIES AIGUËS MYELOÏDES. Inspiré de Bennett et al., 

Neame et al., ÅÔ ÄÅ ÌȭÁÔÌÁÓ ÄÅ ÐÏÃÈÅ ÄȭÈïÍÁÔÏÌÏÇÉÅ. 95ɀ97 

Cette classification reste utilisée couramment en pratique clinique mais une autre classification 

se basant sur des anomalies génétiques et selon leur caractère secondaire à un syndrome 

myélodysplasique a ajouté une valeur pronostic à cette classification &!"ȟ ÉÌ ÓȭÁÇÉÔ ÄÅ ÌÁ 

classification OMS. 

b. Classification OMS 

Cette classification plus récente, a été possible grâce au développement de technologies 

innovantes de séquençage distingÕÁÎÔ ÕÎ ÐÌÕÓ ÇÒÁÎÄ ÎÏÍÂÒÅ ÄÅ ,!- ÓÕÒ ÌÁ ÂÁÓÅ ÄȭÁÎÏÍÁÌÉÅÓ 

ÍÏÌïÃÕÌÁÉÒÅÓ ÅÔȾÏÕ ÃÙÔÏÇïÎïÔÉÑÕÅÓȟ ÁÉÎÓÉ ÑÕÅ ÌÁ ÐÒÉÓÅ ÅÎ ÃÏÍÐÔÅ ÄÅ ÌÁ ÐÒïÓÅÎÃÅ ÄȭÕÎÅ 

ÍÙïÌÏÄÙÓÐÌÁÓÉÅ ÏÕ ÄȭÕÎ ÔÒÁÉÔÅÍÅÎÔ ÐÁÒ ÃÈÉÍÉÏÔÈïÒÁÐÉÅ (Tableau 3). Pour définir la présence 

ÄȭÕÎÅ ,!-ȟ ÌÁ ÍÏÅÌÌÅ ÏÓÓÅÕÓÅ ÄÏÉÔ ÃÏÍÐÏÒÔÅÒ ÁÕ ÍÏÉÎÓ ςπϷ ÄÅ ÂÌÁÓÔÅÓ ÓÁÕÆ ÅÎ ÃÁÓ de certaines 

aberrations comme par exemple la translocation AML1-ETO.27  
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Nom usuel Anomalies associées et type de LAM 

LAM de novo 

présentant des 

anomalies 

cytogénétiques 

récurrentes  

Á t(8;21)(q22;q22.1)  :  AML1-ETO (Leucémie à composante monocytaire) 

Á t(9;11)(p21.3;q23.3) : MLLT3-MLL 

Á t(6;9)(p23;q34.1)  : DEK-NUP214 

Á t(1;22)(p13.3;q13.3) : RBM15-MKL1 (Leucémies rares 

mégacaryoblastiques, ÓÕÒÔÏÕÔ ÄÅ ÌȭÅÎÆÁÎÔ ÁÓÓÏÃÉïes à un syndrome de Down) 

Á inv(16)(p13.1;q22)  ; CBFB-MYH11 (Leucémie érythroïde)  

Á inv(3)(q21.3q26.2)ou t(3;3)(q21.3;q26.2) : GATA2, EVI1 

Á PML-RARA (Leucémie aiguë promyélocytaire) 

Á BCR-ABL1 (Leucémie aiguë à phénotype mixte) 

Á LAM présentant une mutation NPM1 

Á LAM présentant une mutation biallélique CEBPA 

Á LAM présentant une mutation AML1 

LAM faisant suite à 

un syndrome 

myélodysplasique  

Á Leucémies aiguës indifférenciées consécutives à un syndrome 

myélodysplasique (SMD) ou myéloprolifératif (SMP) 

Á Leucémies associées à une (des) anomalie(s) cytogénétique(s) de 

SMD 

Hémopathies 

secondaires à un 

traitement  

Incluant les néoplasmes myéloïdes faisant suite à un traitement dont les 

LAM-t (LAM associées à une thérapie) 

LAM de novo sans 

autre distinction 

(cytogénétique 

normale)  

Á LA avec différenciation minimale 

Á LA sans différenciation 

Á LA avec maturation 

Á LA myélo-monocytaire 

Á LA mégacaryoblastique 

Á LA myéloblastique à composante basophile 

TABLEAU 3 - CLASSIFICATION OMS 2018 DES LAM. Inspiré de Döhner et al., 2017.27 

I. B. 6. FACTEURS PRONOSTIC  

Le développement des LAM est particulièrement hétérogène, cela dépend de nombreux 

facteurs notamment des paramètres liés au patient lui -même et ÄȭÁÕÔÒÅÓ dépendants des 

caractéristiques cellulaires et moléculaires de la leucémie. En règle générale, les 

caractéristiques attribuables au patient vont avoir une importance quant à la mortalité liée au 

traitement (TRM) alors que les facteurs de la leucémie vont intervenir plutôt dans la réponse à 

celui-ci (sensibilité ou résistance). Ces différents facteurs sont pris en compte lors du choix 

thérapeutique.  
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a. Les facteurs liés au patient  

(1)  ,ȭÝÇÅ 

,ȭÝÇÅ ÄÕ ÐÁÔÉÅÎÔ ÖÁ ÉÎÔÅÒÖÅÎÉÒ ÄÁÎÓ ÌÅ ÐÒÏÎÏÓÔÉÃ ÄÕ ÐÁÔÉÅÎÔ et dans la réponse au traitement sur 

différents points. En effet, plusieurs études montrent un pronostic plus défavorable pour les 

patients âgés de plus de 56 ans (Figure 8). %Î ÒïÁÌÉÔïȟ ÃÅÌÁ ÓȭÅØÐÌÉÑÕÅ ÐÁÒ ÕÎÅ plus importante 

résistance aux traitements des LAM des patients âgés, ils présentent plus souvent des 

aberrations chromosomiques associées à un mauvais pronostique tels que les délétions 

touchant le chromosome 5 ou 7 ou une cytogénétique défavorable. De plus, il est constaté un 

ÒÉÓÑÕÅ ÄÅ ÍÏÒÔÁÌÉÔï ÐÌÕÓ ïÌÅÖïÅ ÐÏÕÒ ÌÅÓ ÐÁÔÉÅÎÔÓ ÝÇïÓ ÅÎ ÃÁÓ ÄȭÕÔÉÌÉÓÁÔÉÏÎ ÄÅ ÃÈÉÍÉÏÔÈïÒÁÐÉÅÓ 

intensives.22,94,98  

 

FIGURE 8 ɀ RISQUE PRONOSTIC %. &/.#4)/. $% ,ȭ!'% DU PATIENT. Le pronostic de la 

ÍÁÌÁÄÉÅ ÅÓÔ ÅÎ ÃÏÒÒïÌÁÔÉÏÎ ÁÖÅÃ ÌȭÝÇÅ ÄÕ ÐÁÔÉÅÎÔ. Tiré de Appelbaum et al., 2006 22 

(2)  ,ȭïÔÁÔ ÇÌÏÂÁÌ ÄÅ ÓÁÎÔï ÄÕ ÐÁÔÉÅÎÔ et les facteurs de comorbidités 

,Å ÃÈÏÉØ ÄÕ ÔÒÁÉÔÅÍÅÎÔ ÉÎÔÅÎÓÉÆ ÖÁ ïÇÁÌÅÍÅÎÔ ÓÅ ÆÁÉÒÅ ÅÎ ÆÏÎÃÔÉÏÎ ÄÅ ÌȭïÔÁÔ ÄÕ ÐÁÔÉÅÎÔ (indice de 

performance) et de la présence ou non de facteurs de comorbidités. Les comorbidités sont les 

autres maladies qui vont coexister avec la leucémie et vont influencer le choix thérapeutique, 

la réponse au traitement et la survie du patient tels que des anomalies cardiaques, hépatiques 

ou rénales. Plusieurs systèmes ont été mis en place pour calculer un score de comorbidités 

et/ou de mortalité suite au traitement (TRM) ÐÅÒÍÅÔÔÁÎÔ ÄȭïÖÁÌÕÅÒ ÓÉ ÌÅ ÐÁÔÉÅÎÔ ÖÁ ÐÏÕÖÏÉÒ 

recevoir une chimiothérapie intensive ou non. 99  

b. Les facteurs liés à la leucémie  

Leucocytose initiale  

Une hyperleucocytose (leucocytes >50 et <100G/L) est un facteur 

de mauvais pronostic pour la réponse thérapeutique et la survie 

globale. Une hyperleucocytose dépassant les 100 G/L est associée à 
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ÄÅÓ ÒÉÓÑÕÅÓ ÄÅ ÌÅÕÃÏÓÔÁÓÅÓȟ ÃȭÅÓÔ-à-dire une adhérence des cellules 

leucémiques aux parois vasculaires entrainant des symptômes 

pulmonaires (dyspnée, désaturation, détresse respiratoire), 

neurologiques (confusion, fièvre) et/ou cardiaques.  

Caractère 
secondaire de la 

leucémie  

Une LAM secondaire fait suite à un syndrome myélodysplasique 

(SMD) ou à un syndrome myéloprolifératif (SMP). Elles sont 

généralement de plus mauvais pronostic car souvent associées à des 

anomalies génétiques défavorables et des survies globales plus 

courtes.  

Leucémie induite 
par un traitement  

5Î ÐÁÔÉÅÎÔ ÄïÖÅÌÏÐÐÁÎÔ ÕÎÅ ,!- Û ÌÁ ÓÕÉÔÅ ÄȭÕÎ ÔÒÁÉÔÅÍÅÎÔ ɉÓÏÕÖÅÎÔ 

ÌÅ ÔÒÁÉÔÅÍÅÎÔ ÄȭÕÎ ÁÕÔÒÅ ÃÁÎÃÅÒ ÐÁÒ ÃÈÉÍÉÏÔÈïÒÁÐÉÅ ÏÕ 

radiothérapie) a un pronostic plus défavorable par rapport à une 

LAM de novo.  

Dysplasie multi -
lignées (DML)  

Cela correspond à la présence de plus de 50% de cellules anormales 

(dysmyélopoïèse) et touchant au moins 2 des lignées 

hématopoïétiques.  Une DML est souvent retrouvée chez des 

patients âgés et/ou des leucémies à caractère secondaire.   

Phénotype multi -
résistants aux 

thérapies (MDR)  

Les cellules leucémiques expriment à leurs surfaces la protéine 

ÁÓÓÕÒÁÎÔ ÌȭÅÆÆÌÕØ ÄÅÓ ØïÎÏÂÉÏÔÉÑÕÅÓȟ ÌÁ 0-glycoprotéine (P-gp) dont 

notamment les anthracyclines.  

TABLEAU 4 - FACTEURS DE RISQUE LIES A LA LEUCEMIE AIGUË MYELOÏDE. Tiré de Döhner et al., 

2017.27 

! ÃÅÓ ÆÁÃÔÅÕÒÓ ÓȭÁÊÏÕÔÅ les anomalies génétiques retrouvées chez ces patients qui ont un rôle 

pronostic et qui sont classées selon 3 groupes : favorable, intermédiaire et défavorable 

(Tableau 5).  

Classe pronosti c Anomalies génétiques  

Favorable - t(8  ;21)(q22 ;q22) ; AML1-ETO 

- inv(16)(p13.1q22)  ; #"&ɼ-MYH11 

- NPM1 muté (FLT3-ITD négatif ou faible) 

- Mutation biallélique de CEBPA 

Intermédiaire - NPM1 muté associé à FLT3-ITD fortement exprimé 

- NPM1 sauvage (FLT3-ITD négatif ou faible) 

- t(9  ;17)(p21.3 ;23.3) ; MLLT3-KMT2A 
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- !ÕÔÒÅÓ ÁÎÏÍÁÌÉÅÓ ÎȭÁÐÐÁÒÔÅÎÁÎÔ ÎÉ Û ÌÁ ÃÌÁÓÓÅ ÆÁÖÏÒÁÂÌÅȟ ÎÉ Û ÌÁ 

classe défavorable  

Défavorable - t(6  ;19)(p23 ;q34.1) ; DEK-NUP214 

- réarrangements KMT2A 

- t(9  ;22)(q34 ;11.2) ; BCR-ABL1 

- inv(3)(q21.3q26.2) ; GATA2-EVI1 

- del(5q) ; del(7) ; del(17p) 

- Caryotypes complexes, monosomie 

- NPM1 sauvage et FLT3-ITD fortement exprimé 

- Mutations de AML1 ou ASXL1 ou TP53 

TABLEAU 5 - LES TROIS CLASSES PRONOSTICS ET LES ANOMALIES ASSOCIEES. Inspiré de Döhner 

et al., 2017. 27 

En réalité, le plus grand facteur pronostique ÐÅÒÍÅÔÔÁÎÔ ÄȭÅÓÔÉÍÅÒ ÌÁ ÒïÐÏÎÓÅ ÁÕ ÔÒÁÉÔÅÍÅÎÔ ÅÓÔ 

ÌȭïÖÁÌÕÁÔÉÏÎ ÐÒïÃÏÃÅ ÄÅ ÌÁ ÍÁÌÁÄÉÅ ÒïÓÉÄÕÅÌÌÅ ÕÎÅ ÆÏÉÓ ÌÁ ÐÈÁÓÅ de chimiothérapie ÄȭÉÎÄÕÃÔÉÏÎ 

terminée. Une absence de MRD détectable est plutôt de bon pronostic et inversement. La 

maladie résiduelle mesurable/minimale sera expliquée par la suite (§. II, p-56-). 

I. B. 7. LES TRAITEMENTS  

Le traitement conventionnel des LAM Îȭa pas fortement changé depuis ces 40 dernières années 

et comporte deux principales étapes utilisant essentiellement la chimiothérapie.   

4ÏÕÔ ÄȭÁÂÏÒÄ, ÕÎÅ ÐÈÁÓÅ ÄȭÉÎÄÕÃÔÉÏÎ ÉÎÔÅÎÓÉÖÅ ÁÆÉÎ ÄȭÏÂÔÅÎÉÒ ÌÁ ÒïÍÉÓÓÉÏÎ ÃÏÍÐÌîÔÅ puis un 

traitement post-rémission (Figure 9). Pour ce traitement post-rémission, plusieurs choix 

peuvent être envisagés : la chimÉÏÔÈïÒÁÐÉÅ ÄÅ ÃÏÎÓÏÌÉÄÁÔÉÏÎ ÅÔ ÌȭÉÎÔÅÎÓÉÆÉÃÁÔÉÏÎȟ ÌȭÁÌÌÏÇÒÅÆÆÅ ou 

ÌȭÁÕÔÏÇÒÅÆÆÅ de CSH. Depuis quelques années, de nouvelles thérapies ont vu le jour. Ce sont des 

thérapies ciblant certaines anomalies récurrentes des LAM, des composés agissant sur les 

désorÄÒÅÓ ÍïÔÁÂÏÌÉÑÕÅÓ ÏÕ ïÐÉÇïÎïÔÉÑÕÅÓȟ ÏÕ ÅÎÃÏÒÅ ÌȭÉÍÍÕÎÏÔÈïÒÁÐÉÅ ÑÕÉ ÐÅÒÍÅÔ ÄÅ ÓÔÉÍÕÌÅÒ 

le système immunitaire vis-à-vis des cellules leucémiques. 
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FIGURE 9 - SCHEMA THERAPEUTIQUE DES LAM. La plupart des patients diagnostiqués pour une LAM 

ÓÅÒÏÎÔ ÔÒÁÉÔïÓ ÐÁÒ ÕÎÅ ÃÈÉÍÉÏÔÈïÒÁÐÉÅ ÄȭÉÎÄÕÃÔÉÏÎ ÉÎÔÅÎÓÉÖÅ ÓÕÉÖÉÅ ÄȭÕÎÅ ïÔÁÐÅ ÄÅ ÃÏÎÓÏÌÉÄÁÔÉÏÎ ÅÔ 

ÄȭÉÎÔÅÎÓÉÆÉÃÁÔÉÏÎ ÁÆÉÎ ÄȭÏÂÔÅÎÉÒ ÕÎÅ ÒïÍÉÓÓÉÏÎ ÃÏÍÐÌîÔÅȢ #ÅÒÔÁÉÎÓ ÐÁÔÉÅÎÔÓ Û ÒÉÓÑÕÅ ÐÏÕÒÒÏÎÔ ÓÕÂÉÒ ÕÎÅ 

greffe de cellules souches hématopoïétiques. Pour les patients réfractaires au traitement, une seconde 

ÐÈÁÓÅ ÄȭÉÎÄÕÃÔÉÏÎ ÐÏÕÒÒÁ ðÔÒÅ ÒïÁÌÉÓïÅ ÅÎ ÖÕÅ ÄȭÏÂÔÅÎÉÒ ÌÁ ÒïÍÉÓÓÉÏÎ ÃÏÍÐÌîÔÅ ÅÔ ÄÅ ÐÁÓÓÅÒ Û ÌÁ ÐÈÁÓÅ ÄÅ 

consolidation.    

a. La phase ÄȭÉÎÄÕÃÔÉÏÎ intensive  

Cette première phase du traitement se fait généralement ÓÕÒ ρπ ÊÏÕÒÓ ÁÖÅÃ ÌȭÁÓÓÏÃÉÁÔÉÏÎ de 3 

jours de traitement avec une anthracycline (daunorubicine à 60mg/m²/jour)  et de 7 jours de 

cytarabine (100-200mg/m²/jour , Ara-C). ,ȭobjectif est ÄȭÏÂÔÅÎÉÒ Ìa rémission complète et celle-

ci est obtenue pour environ 60 à 80% des jeunes adultes et pour 40-60% pour les personnes 

âgés de plus de 60 ans.27,100 

Le patient est considéré en rémission complète dès lors que les critères cyto-morphologiques 

suivant sont atteints101 : 

- 0ÒïÓÅÎÃÅ ÄȭÕÎÅ quantité de granulocytes neutrophiles circulants supérieure ou égale à 

1500 millions/L et une quantité de plaquettes supérieure à 100 000 millions/L.  

- Absence de blastes dans la circulation sanguine 

- Présence Äȭau minimum 20% de cellules matures dans la moelle osseuse et ceci pour les 

différentes lignées hématopoïétiques. De plus, celle-ci doit présenter moins de 5% de 

blastes et une absence de ÃÏÒÐÓ Äȭ!ÕÅÒ.  



- 50 - 
 

- Enfin, aucune infiltration extramédullaire ne doit être observée telle ÑÕȭÕÎÅ ÁÔÔÅÉÎÔÅ ÄÕ 

système nerveux central ou des tissus mous.  

Cependant, cette définition de la rémission complète est ancienne et ÉÎÅØÁÃÔÅ ÐÕÉÓÑÕȭÕÎÅ 

grande majorité de ces patients vont rechuter à plus ou moins long terme. Ceci est dû à la 

présence de cellules résiduelles non détectables par la méthode de détection 

cytomorphologique. De plus, on parle de rémission partielle lorsque le patient présente 

ÌȭÅÎÓÅÍÂÌÅ ÄÅÓ ÃÒÉÔîÒÅÓ ÄÅ ÌÁ ÒïÍÉÓÓÉÏÎ ÃÏÍÐÌîÔÅ mais conserve un pourcentage de blastes 

médullaires compris entre 5 et 25%.  

b. La phase de consolidation  

,Á ÐÈÁÓÅ ÄȭÉÎÄÕÃÔÉÏÎ ÅÓÔ ÔÏÕÊÏÕÒÓ ÓÕÉÖÉÅ ÄȭÕÎÅ ÐÈÁÓÅ ÄÉÔÅ ÄÅ ÃÏÎÓÏÌÉÄÁÔÉÏÎ ÁÆÉÎ ÄÅ ÃÏÎÓÅÒÖÅÒ ÌÅ 

patient en rémission complète.  

Il existe plusieurs stratégies pour cette phase de traitement en fonction des facteurs de risque 

génétiques. Le traitement de consolidation emploie généralement des doses importantes de 

cytarabine et celui-ci est préconisé pour les groupes à risque favorable ou intermédiaire. 

Concernant les patients à pronostic intermédiaire ou défavorable, une greffe de cellules 

souches hématopoïétiques peut leur être proposée.  

(1)  Traitement de consolidation 

La consolidation classique consiste en 2 à 4 cycles de hautes doses de chimiothérapie 

(cytarabine ou des agents similaires). Cependant, différentes études ont montré que des doses 

intermédiaires de chimiothérapie avaient des effets ÓÉÍÉÌÁÉÒÅÓ ÒÅÍÅÔÔÁÎÔ ÅÎ ÃÁÕÓÅ ÌȭÉÎÔïÒðÔ ÄÅÓ 

hautes doses utilisées.102,103 La détection des cellules leucémiques persistantes permet 

ÍÁÉÎÔÅÎÁÎÔ ÄȭÁÄÁÐÔÅÒ ÌÅ ÔÒÁÉÔÅÍÅÎÔ ÅÔ ïÖÅÎÔÕÅÌÌÅÍÅÎÔ ÄÅ ÐÒÏÐÏÓÅÒ ÁÕ ÐÁÔÉÅÎÔ ÕÎÅ ÇÒÅÆÆÅ ÄÅ 

cellules souches hématopoïétiques si cela est possible.  

)Ì ÎȭÁ ÐÁÓ ïÔï ÍÏÎÔÒï un avantage thérapeutique à la greffe de cellules souches 

hématopoïétiques par rapport à la chimiothérapie de consolidation mais celle-ci peut être une 

alternative pour certains patients à risque (patients présentant un risque de rechute élevé ou 

ceux ayant une leucémie réfractaire au traitement) .27  

(2)  La greffe de cellules souches hématopoïétiques 

Deux types de greffe de cellules souches hématopoïétiques sont possibles ȡ ÌȭÁÕÔÏÇÒÅÆÆÅ ÅÔ 

ÌȭÁÌÌÏÇÒÅÆÆÅ. Celles-ci ont deux objectifs, ÐÒÅÍÉîÒÅÍÅÎÔ ÒÅÓÔÁÕÒÅÒ ÌȭÈïÍÁÔÏÐÏāîÓÅ ÅÔ 

deuxièmement ÐÒÏÖÏÑÕÅÒ ÌÅ ÄïÖÅÌÏÐÐÅÍÅÎÔ ÄȭÕÎÅ ÒïÐÏÎÓÅ ÉÍÍÕÎÉÔÁÉÒÅ ÄÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ 

allogreffées contre les cellules leucémiques. 
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4ÏÕÔ ÄȭÁÂÏÒÄȟ ÌȭÁÕÔÏÇÒÅÆÆÅ ÓÅ ÆÁÉÓÁÎÔ Û ÐÁÒÔÉÒ ÄÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÓÏÕÃÈÅÓ ÉÓÏÌïÅÓ ÄÕ ÐÁÔÉÅÎÔ ÌÕÉ-même 

après un cycle intensif de consolidation ayant éliminé les cellules résiduelles et créé une 

déplétion de la moelle osseuse pour favoriser la prise de greffe. Cette greffe autologue est 

employée pour les patients jeunes à risque intermédiaire en première rémission complète, et 

dans le cas où un donneur possédant un HLA (Human leucocyte antigen) ÃÏÍÐÁÔÉÂÌÅ ÎȭÁ ÐÁÓ ïÔï 

trouvé.104 

#ÏÎÃÅÒÎÁÎÔ ÌȭÁÌÌÏÇÒÅÆÆÅȟ ÅÌÌÅ ÓÅÒÁ ÒïÁÌÉÓïÅ ÓÉ ÌÅ bénéfice est supérieur au risque. Les cellules 

souches hématopoïétiques ÐÒÏÖÉÅÎÎÅÎÔ Äȭun donneur sain ayant un HLA compatible. Au 

préalable de la greffe, deux possibilités existent, un traitement myéloablatif ou une 

chimiothérapie à des doses réduites. Cette dernière est principalement utilisée pour trait er les 

patients âgés ou pour les jeunes avec des comorbidités graves. )Ì ÅÓÔ ÐÒïÃÏÎÉÓï ÄȭÕÔÉÌÉÓÅÒ ÌÅ 

traitement myéloablatif pour les jeunes adultes pouvant tolérer le traitement.27   

La greffe est le seul choix thérapeutique pour les patients réfractaires au traitement et peut 

aussi être préconisée pour les patients avec un risque de rechute élevée (risque supérieur à 35-

40%). 

Après greffe, un suivi de la prise ou, au contraire, de la non-prise de greffe est effectuée par une 

analyse du chimérisme à partir du sang ou de la MO des patients. Cette analyse permet de 

discerner et de quantifier les populations hématopoïétiques provenant du donneur et du 

receveur Û ÌȭÁÉÄÅ ÄÅ ÍÁÒÑÕÅÕÒÓ ÇïÎïÔÉÑÕÅÓ ÉÄÅÎÔÉÆÉïÓ ÅÎ ÁÍÏÎÔ ÄÅ ÌÁ ÇÒÅÆÆÅȢ  

c. Adaptation du traitement selon le patient  

Comme nous avons pu le voir précédemment, le choix thérapeutique ÓȭÁÐÐÕÉÅ ÓÕÒ ÌÅÓ facteurs 

pronostics ÁÆÉÎ ÄÅ ÒïÄÕÉÒÅ ÌÁ ÍÏÒÔÁÌÉÔï ÌÉïÅ ÁÕ ÔÒÁÉÔÅÍÅÎÔ ÔÏÕÔ ÅÎ ÐÅÒÍÅÔÔÁÎÔ ÄȭïÌÉÍÉÎÅÒ ÌÅÓ 

cellules leucémiques.  

%Î ÒîÇÌÅ ÇïÎïÒÁÌÅȟ ÌÅ ÔÒÁÉÔÅÍÅÎÔ ÄȭÉÎÄÕÃÔÉÏÎ ÓÅÒÁ ÌÅ ÍðÍÅ ÐÏÕÒ ÌȭÅÎÓÅÍÂÌÅ ÄÅÓ ÐÁÔÉÅÎÔÓȟ ÓÁÕÆ 

pour des patients ne pouvant supporter celui-ÃÉȢ $ÁÎÓ ÃÅ ÃÁÓȟ ÌÅ ÐÁÔÉÅÎÔ ÓȭÉÌ ÅÓÔ ïÌÉÇÉÂÌÅ ÐÏÕÒÒÁ 

être inclus dans un essai clinique ou recevoir des doses plus faibles de cytarabine. La stratégie 

de consolidation est beaucoup plus variable et doit être adaptée à chaque patient en prenant en 

compte les facteurs de risque liés au patient lui -même mais surtout ceux liés à la leucémie. 

(1)  4ÒÁÉÔÅÍÅÎÔ ÄÅ ÌȭÁÄÕÌÔÅ ÊÅÕÎÅ ɉÍÏÉÎÓ ÄÅ φπ ÁÎÓɊ 

Une consolidation de plusieurs cycles de hautes doses de cytarabine sera privilégiée pour les 

patients en bon état ÇïÎïÒÁÌ ÁÐÒîÓ ÌÅ ÔÒÁÉÔÅÍÅÎÔ ÄȭÉÎÄÕÃÔÉÏÎ et présentant des anomalies 
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considérées comme à risque favorable ou intermédiaire. Pour les autres, ÃȭÅÓÔ-à-dire avec des 

risques de comorbidités élevés ou appartenant à la classification défavorable, ils pourront 

ÂïÎïÆÉÃÉÅÒ ÄȭÕÎÅ allogreffe de CSH. 

(2)  Traitement du sujet âgé  

,ȭâge de 60-65 ans est généralement ÌÁ ÔÒÁÎÃÈÅ ÄȭÝÇÅ utilisé pour définir le sujet âgé. Comme 

vu précédemment, la moyeÎÎÅ ÄȭÝÇÅ ÁÕ ÄÉÁÇÎÏÓÔÉÃ ÅÓÔ ÄÅ 71 ans, les sujets âgés sont donc une 

majorité des patients à traiter. )Ì ÎȭÅØÉÓÔÅ ÐÁÓ ÄÅ ÃÏÎÓÅÎÓÕÓ ÑÕÁÎÔ Û ÌÁ ÐÒÏÃïÄÕÒÅ ÔÈïÒÁÐÅÕÔÉÑÕÅ 

à entreprendre, cependant, les sujets considérés en bon état général (pas de comorbidités, bon 

statut de ÐÅÒÆÏÒÍÁÎÃÅȟ ȣ) peuvent recevoir la phase ÄȭÉÎÄÕÃÔÉÏÎ ÅÔ de consolidation classique 

ÂÉÅÎ ÑÕÅ ÄÅÓ ÄÏÓÅÓ ÄÅ ÃÙÔÁÒÁÂÉÎÅ ÉÎÔÅÒÍïÄÉÁÉÒÅÓ ÓÏÎÔ ÓÏÕÖÅÎÔ ÌȭÏÐÔÉÏÎ employée pour la 

consolidation.  

Pour les patients présentant des risques cytogénétiques intermédiaires ou défavorables, il 

ÎȭÅØÉÓÔÅ ÐÁÓ ÄÅ ÃÏÎÓÅÎÓÕÓ ÑÕÁÎÔ Û ÌÁ ÐÒÏÃïÄÕÒÅ ÔÈïÒÁÐÅÕÔÉÑÕÅ Û ÅÎÔÒÅÐÒÅÎÄÒÅȢ )Ì ÅÓÔ ÃÏÎÓÅÉÌÌï 

ÄÅ ÐÅÎÓÅÒ Û ÌȭÁÌÌÏÇÒÅÆÆÅ ÐÏÕÒ ÌÅÓ ÐÁÔÉÅÎÔÓ ÓÁÎÓ ÃÏÍÏÒÂÉÄÉÔïÓ ïÌÅÖïÅÓ ÏÕ se diriger vers des 

thérapies plus spécifiques.27,100  

d. Les thérapies ciblées  

Une majorité de ces nouvelles thérapies sont évaluées chez les patients réfractaires au 

traitement ou en rechute leucémique. Ces nouveaux traitements sont des composés ciblant des 

gènes impliqués dans le métabolisme, la régulation épigénétique, le cycle cellulaire ; des 

inhibiteurs de protéines kinases ; des immunothérapies cellulaires ou des anticorps bloquants ; 

et également des thérapies ciblant le microenvironnement leucémique.  

(1)  Inhibiteur s de protéines kinases 

Il  existe des inhibiteurs de protéines kinases ÅÔ ÄȭÁÕÔÒÅÓ protéines impliquées dans des voies de 

signalisation modifiées dans les LAM tels que les inhibiteurs ciblant FLT3 et/ ou c-KIT. Une 

ÍÁÊÏÒÉÔï ÄÅÓ ÉÎÈÉÂÉÔÅÕÒÓ ÄÅ ÐÒÅÍÉîÒÅ ÇïÎïÒÁÔÉÏÎ ÎÅ ÓÏÎÔ ÐÁÓ ÓÐïÃÉÆÉÑÕÅÓ ÄȭÕÎÅ ÐÒÏÔïÉÎÅ ÍÁÉÓ 

ÄȭÕÎ ÅÎÓÅÍÂÌÅ ÄÅ ÐÒÏÔïÉÎÅÓ ËÉÎÁÓÅÓ ÅÔ ÏÎÔ ïÔï ÕÔÉÌÉÓïs ÅÎ ÐÒÅÍÉÅÒ ÌÉÅÕ ÄÁÎÓ ÄȭÁÕÔÒÅÓ 

hémopathies malignes.  

Actuellement, plusieurs ÇïÎïÒÁÔÉÏÎÓ ÄȭÉÎÈÉÂÉÔÅÕÒÓ ÄÅ &,4σ ÓÏÎÔ ÅÎ ÃÏÕÒÓ ÄȭÅÓÓÁÉ ÃÌÉÎÉÑÕÅ Û 

différents stades de développement. #ȭÅÓÔ ÌÅ ÃÁÓ ÄȭÕÎ inhibiteur de première génération 

(midostaurin)  ÑÕÉ Á ÆÁÉÔ ÌȭÏÂÊÅÔ ÄȭÕn essai clinique de phase III en association avec la 

chimiothérapie standard chez des patients jeunes mutés  pour le gène FLT3 et a montré une 

amélioration de la survie globale.105 Les autres inhibiteurs de première génération ne semblent 
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pas augmenter la survie de ces patients. De plus, une étude récente semble montrer des 

résistances à un inhibiteur FLT3 de seconde génération, le quizartinib chez certains patients 

leucémiques.106 

(2)  Ciblage de modulateurs épigénétiques 

Suite à la découverte de modifications épigénétiques récurrentes chez les patients atteints de 

LAM, le développement de traitements ciblant ces modulateurs a rapidement suivi. En effet, 

plusieurs inhibiteurs sont ÅÎ ÃÏÕÒÓ ÄȭÅÓÓÁÉ ÃÌÉÎÉÑÕÅ ÔÅÌs que des inhibiteur s Äȭ)$(1 et IDH2 

muté, ou des inhibiteurs de protéines appartenant à la famille BET (bromodomain and extra-

terminal).107 .ÏÔÁÍÍÅÎÔȟ ÕÎ ÉÎÈÉÂÉÔÅÕÒ Äȭ)$(ς ÍÕÔïȟ ÌȭÅÎÁÓÉÄÅÎÉÂȟ a montré une amélioration 

de la survie globale associée à une différenciation des myéloblastes leucémiques semblant 

participer aux effets bénéfiques de la thérapie.108 Cependant, une étude a révélé une résistance 

acquise à cet inhibiteur  chez deux patients qui ont vu leur maladie progresser associé à une 

augmentation du taux de 2-HG sanguins. Cette résistance semble ÄÕÅ Û ÌȭïÍÅÒÇÅÎÃÅ ÄȭÕÎÅ 

seconde mutation Äȭ)DH2 chez ces patients.109 De mêmeȟ ÕÎ ÉÎÈÉÂÉÔÅÕÒ Äȭ)$(ρ ÍÕÔï ÅÓÔ ÅÎ ÃÏÕÒÓ 

ÄȭÅÓÓÁÉ ÃÌÉÎÉÑÕÅ ÅÔ ÓÅÍÂÌÅ ÍÏÎÔÒÅÒ ÕÎÅ ÁÍïÌÉÏÒÁÔÉÏÎ ÄÅ ÌÁ ÓÕÒÖÉÅ ÄÅ ÃÅÓ ÐÁÔÉÅÎÔÓ ÁÖÅÃ ÕÎ ÔÁÕØ 

ÄȭÅÆÆÅÔÓ ÓÅÃÏÎÄÁÉÒÅÓ ÔÅÌÓ ÑÕÅ ÌÅ ÓÙÎÄÒÏÍÅ ÄÅ ÄÉÆÆïÒÅÎÃÉÁÔÉÏÎ ÁÉÇÕ ÁÓÓÅÚ ÆÁÉÂÌÅ ɉÅÎÖÉÒÏÎ ςϷɊȢ110 

Une autre étude a montré que la restauration de la différenciation par ce traitement était 

variable selon les patients et dépendait des clones leucémiques (selon le stade ancestral à 

terminal). De plus, les auteurs  ont démontré que le blocage de la différenciation et les rechutes 

leucémiqueÓ ÎÅ ÓÏÎÔ ÐÁÓ ÌÁ ÃÏÎÓïÑÕÅÎÃÅ ÄȭÕÎÅ ÎÏÕÖÅÌÌÅ ÍÕÔÁÔÉÏÎ )$(ς ÍÁÉÓ ÄÅ ÍïÃÁÎÉÓÍÅÓ ÄÅ 

ÓïÌÅÃÔÉÏÎ ÅÔ ÄȭïÖÏÌÕÔÉÏÎ ÃÌÏÎÁÌÅȢ111 

(3)  ,ȭÉÍÍÕÎÏÔÈïÒÁÐÉÅ ÃÅÌÌÕÌÁÉÒÅ ÅÔ ÈÕÍÏÒÁÌÅ 

,Å ÓÙÓÔîÍÅ ÉÍÍÕÎÉÔÁÉÒÅ ÅÓÔȟ ÅÎ ÃÏÎÄÉÔÉÏÎ ÐÈÙÓÉÏÌÏÇÉÑÕÅȟ ÃÁÐÁÂÌÅ ÄȭïÌÉÍÉÎÅÒ ÌÅÓ ïÌïÍÅÎÔÓ 

étrangers, notamment il assure la surveillance et la dégradation des cellules transformées de 

ÌȭÏÒÇÁÎÉÓÍÅ ÁÖÁÎÔ ÌÅ ÄïÖÅÌÏÐÐÅÍÅÎÔ ÔÕÍÏÒÁÌȢ #ÅÐÅÎÄÁÎÔȟ ÄÉÆÆïÒÅÎÔÓ ÍïÃÁÎÉÓÍes sont employés 

par les cellules cancéreuses pour échapper au système immunitaire. Parmi ces derniers, on 

retrouve une diminution ou une ÐÅÒÔÅ ÄȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄȭÁÎÔÉÇîÎÅÓ ÌÅÕÃïÍÉÑÕÅÓȟ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ 

aberrante de ligands inhibiteurs des lymphocytes T (PD-L1),  ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ ÃÙÔÏËÉÎÅÓ 

immunosuppressives (TGF-ɼȟ )$/Ɋ ou encore le recrutement de cellules immunosuppressives 

tels que les lymphocytes T régulateurs ou les cellules myéloïdes immunosuppressives par les 

cellules leucémiques.112  

#ȭÅÓÔ ÐÏurquoi, les thérapies ÓȭÉÎÔïÒÅÓÓÁÎÔ Û rétablir et/ ou stimuler le système immunitaire sont 

en développement depuis ces dernières années. Notamment, il existe des anticorps 
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monoclonaux couplés à des agents cytotoxiques et ciblant des antigènes présents à la surface 

ÄÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÌÅÕÃïÍÉÑÕÅÓȢ #ȭÅÓÔ ÌÅ ÃÁÓ ÄÅ ÌȭÁÎÔÉ-CD33 (Gemtuzumab ozogamicine) qui après avoir 

été commercialisé puis retiré du marché en 2010 pour des complications sévères a été 

réintroduit en 2017 aux Etats-Unis à des doses beaucoup plus faibles et en association avec la 

chimiothérapie conventionnelle. ,ȭÁÎÔÉÇîÎÅ #$ρςσȟ ÌÅ ÒïÃÅÐÔÅÕÒ Û ÌȭÉÎÔÅÒÌÅÕËÉÎÅ σ ÅÓÔ ÅØÐÒÉÍï 

par les progéniteurs et les blastes leucémiques. Un anticorps spécifique de ce dernier a fait 

ÌȭÏÂÊÅÔ ÄȭÕÎ ÅÓÓÁÉ ÃÌÉÎÉÑÕÅ ÄÅ ÐÈÁÓÅ ) ÍÁis semble montrer peu de bénéfices.113 Plus récemment, 

cet anticorps bloquant couplé à un agent cytotoxique a été évalué in vitro sur des échantillons 

de patients et in vivo sur des modèles de xénogreffes et a montré une forte efficacité 

antitumorale.114   

,ȭÉÍÍÕÎÏÔÈïÒÁÐÉÅ ÓȭÅÓÔ ïÇÁÌÅÍÅÎÔ ÉÎÔïÒÅÓÓïÅ ÁÕØ ÉÎÈÉÂÉÔÅÕÒÓ ÄÅÓ Ⱥ checkpoints » immunitaires 

régulant négativement la fonctionnalité des lymphocytes T. On retrouve notamment les 

anticorps monoclonaux ciblant la protéine PD1 (Program cell-death protein) présente sur les 

lymphocytes T ou son ligand, PDL1 exprimé par les cellules tumorales et également les anti-

CTLA4 (Cytotoxic T-lymphocyte-associated-protein 4). ,ȭÕÔÉÌÉÓÁÔÉÏÎ ÄÅ ÃÅÓ ÁÎÔÉÃÏÒÐÓ ÂÌÏÑÕÁÎÔ 

ÐÅÒÍÅÔ ÄÅ ÌÅÖÅÒ ÌȭÉÎÁÃÔÉÖÁÔÉÏÎ ÄÅÓ ÌÙÍÐÈÏÃÙÔÅÓ 4 ÖÉÁ ÌȭÉÎÔÅÒÁÃÔÉÏn avec les cellules 

cancéreuses.115 Un essai clinique de phase II chez des patients leucémiques en rémission et 

traités par une chimiothérapie conventionnelle combinée au nivolumab (anti-PD1) est en cours 

ÄȭïÔÕÄÅȢ  

Une autre stratégie repose sur la vaccination utilisant soit des peptides antigéniques tels que 

les antigènes WT1, PR-3 (Protéinase 3) ou PRAME (Preferentially expressed antigen of 

melanoma) directement; soit ÄÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÄÅÎÄÒÉÔÉÑÕÅÓ ÑÕÉ ÖÏÎÔ ÐÒïÓÅÎÔÅÒ ÌȭÁÎÔÉÇîÎÅ 

leucémique et qui sera ainsi reconnue par les lymphocytes T.116 

Ces dernières années, la génération de cellules CAR-T (Chimeric Antigen Receptor) a émergé 

afin ÄȭïÄÕÑÕÅÒ les lymphocytes T ÄÕ ÐÁÔÉÅÎÔ ÐÏÕÒ ÑÕȭÉÌÓ ÒÅÃÏÎÎÁÉÓÓÅÎÔ et lysent les cellules 

leucémiques. Les CAR sont des récepteurs membranaires de synthèse liant  un antigène tumoral 

exprimé à la surface des cellules cancéreuses. In vitro, les lymphocytes T du patient sont 

ÍÏÄÉÆÉïÓ ÇïÎïÔÉÑÕÅÍÅÎÔ ÁÆÉÎ ÑÕȭÉÌÓ ÅØÐÒÉÍÅÎÔ le #!2Ȣ #ÅÌÁ ÐÅÒÍÅÔ ÄȭÉÎÄÕÉÒÅ ÌÁ ÒïÐÏÎÓÅ 

lymphocytaire de manière indépendante de la liaison au HLA, pouvant être sous-exprimé par 

les cellules leucémiques.117 Les antigènes CD33 et CD123 sont exprimés seul ou en combinaison 

chez la quasi-totalité des patients atteints de LAM faisant de ces marqueurs des cibles 

intéressantes. Cependant, ces antigènes sont également exprimés par les cellules myéloïdes 

ÓÁÉÎÅÓ ÒÅÎÄÁÎÔ ÌȭÕÔÉÌÉÓÁÔÉÏÎ ÄÅ ÃÅÔÔÅ ÔÈïÒÁÐÉÅ complexe et aspécifique. Une étude préclinique a 
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ïÖÁÌÕï ÌȭÅÆÆÉÃÁÃÉÔï ÄÅÓ #!2-T ciblant le CD33 in vitro et in vivo dans des modèles de xénogreffes 

et a montré une action cytotoxique vis-à-vis des blastes leucémiques et une amélioration de la 

survie mais également une cytopénie et une diminution des progéniteurs myéloïdes sains 

suggérant une toxicité au long terme.118 ,ȭÁÎÔÉÇîÎÅ #$ρςσ Á ÄÏÎÎï ÄÅÓ ÒïÓÕÌÔÁÔÓ ÓÉÍÉÌÁÉÒÅÓ 

ÃÏÎÃÅÒÎÁÎÔ ÌȭÉÍÐÁÃÔ ÓÕÒ ÌÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÓÁÉÎÅÓȢ 5ÎÅ ÒïÃÅÎÔÅ ïÔÕÄÅ Á ÔÅÓÔï ÌȭÁÃÔÉÏÎ ÄÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ #!2-

T (CD4+ et CD8+) anti-FLT3 et a également montré son efficacité in vitro et in vivo ainsi ÑÕȭune 

synergie ÌÏÒÓ ÄÅ ÌȭÕÔÉÌÉÓÁÔÉÏÎ ÁÖÅÃ un inhibiteur de FLT3. $ÁÎÓ ÌÅ ÂÕÔ ÄȭÁÍïÌÉorer leur efficacité, 

Cartellieri et ses collaborateurs ont développé un système « on » / « off » permettant de 

ÃÏÎÔÒĖÌÅÒ ÄÅ ÍÁÎÉîÒÅ ÒÁÐÉÄÅ ÅÔ ÒïÖÅÒÓÉÂÌÅ ÌȭÁÃÔÉÖÉÔï ÄÅÓ #!2-T afin de réduire les effets 

indésirables.119   

(4)  Thérapies ciblant le microenvironnement leucémique 

Les CSL modifient  leur microenvironnement pour favoriser leur développement notamment 

ÐÁÒ Ìȭutilisation  dȭÕÎ signal de « homing » vers la niche hématopoïétique nécessitant 

ÌȭÉÎÔÅÒÁÃÔÉÏÎ #8#2τ-CXCL12. Des inhibiteurs de CXCR4 sont ÅÎ ÃÏÕÒÓ ÄȭïÔÕÄÅ ÃÌÉÎÉÑÕÅ ɉÐÈÁÓÅ 

I/II) en vue de bloquer ce signal et ainsi obliger les cellules leucémiques à retourner dans la 

circulation sanguine afin Äȭaugmenter leur sensibilité aux traitements. Une étude incluant des 

patients réfractaires au traitement ou en rechute ont reçu une chimiothérapie conventionnelle 

en association avec un antagoniste de CXCR4, le plérixafor, les résultats de cette étude ont 

montré une faible amélioration du taux de rémission complète. 120  

GrÝÃÅ Û ÌȭÅÎÓÅÍÂÌÅ ÄÅ ÃÅÓ ÔÈïÒÁÐÉÅÓ ɉconventionnelles ou ciblées), la rémission complète est 

obtenue pour la plupart des patients adultes jeunes et pour 40 à 60% des patients ayant plus 

ÄÅ φπ ÁÎÓȢ #ÅÐÅÎÄÁÎÔȟ ÌÁ ÍÁÊÏÒÉÔï ÄȭÅÎÔÒÅ eux vont voir leur maladie réapparaître des mois voire  

des années après la fin du  traitement et seulement 30 à 40% des jeunes adultes et moins de 

20% des patients âgés survivront sur le long terme.94,121 
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II.  LA MALADIE RESIDUELLE MESURABLE/ MINIMALE 

 GENERALITES 

Le concept de maladie résiduelle mesurable ou anciennement appelée maladie résiduelle 

minimale (MRD) est Û ÌȭÏÒÉÇÉÎÅ employé pour les hémopathies malignes même si ce terme est 

également utilisé dans les cancers solides.122 La maladie résiduelle est le mot générique pour 

parler de la présence de cellules cancéreuses persistant en faible quantité après le traitement. 

Comme vu précédemment, un patient présentant moins de 5% de blastes dans la moelle 

osseuse et une absence de cellules leucémiques circulantes est considéré en rémission 

complète. Ce seuil de 5% correspond en réalité à la ÌÉÍÉÔÅ ÄÅ ÄïÔÅÃÔÉÏÎ ÄÅ ÌȭÁÎÁÌÙÓÅ Ãyto-

morphologique, permettant de détecter ÊÕÓÑÕȭÛ ÕÎÅ cellule leucémique sur 20 cellules 

hématopoïétique.123  

La présence de patients rechutant parfois des années après la rémission complète a soulevé 

ÌȭÉÄïÅ ÄÅ ÌÁ persistance de cellules résiduelles chez ces patients, cellules qui étaient ÊÕÓÑÕȭÁÌÏÒÓ 

ÉÎÄïÔÅÃÔÁÂÌÅÓ ÐÁÒ ÌȭÁÎÁÌÙÓÅ ÃÙÔÏ-morphologique en place à cette époque.124 En 1988, les 

premières études ÒïÁÌÉÓïÅÓ Û ÌȭÁÉÄÅ ÄÅÓ ÎÏÕÖÅÌÌÅÓ ÔÅÃÈÎÉques de biologie moléculaire ont mis en 

évidence le transcrit de fusion BCR-ABL chez des patients considérés en rémission complète et 

ont permis la détection de cette MRD.125  

En effet, la majeure partie des cellules leucémiques est éliminée par la chimiothérapie 

ÄȭÉÎÄÕÃÔÉÏÎ ÐÅÒÍÅÔÔÁÎÔ ÄȭÏÂÔÅÎÉÒ ÌÁ ÒïÍÉÓÓÉÏÎ ÃÏÍÐÌîÔÅ ÄÅÓ ÐÁÔÉÅÎÔÓ. Cependant, une faible 

quantité peut échapper à cette élimination, persister dans différents organes tels que la moelle 

osseuse et être responsable des rechutes après un laps de temps plus ou moins importantȟ ÃȭÅÓÔ 

ÌÅ ÃÁÓ ÄȭÅÎÖÉÒÏÎ υπϷ ÄÅÓ ÐÁÔÉÅÎÔÓ adultes jeunes atteints de LAM.121  

$ïÔÅÃÔÅÒ ÃÅÔÔÅ ÍÁÌÁÄÉÅ ÒïÓÉÄÕÅÌÌÅ ÆÕÔ ÄÏÎÃ ÕÎ ÃÅÎÔÒÅ ÄȭÉÎÔïÒðÔ ÉÍÐÏÒÔÁÎÔ ÁÆÉÎ ÄÅ ÒïÐÏÎÄÒÅ Û 

différents objectifs. Le but premier de cette détection était de mieux considérer les patients en 

rémission ou non en améliorant la sensibilité des méthodes utilisées pour déceler les cellules 

leucémiques et ainsi adapter le traitementȢ ,Å ÄÅÕØÉîÍÅ ÏÂÊÅÃÔÉÆ ïÔÁÉÔ ÄȭÁÍïÌÉÏÒÅÒ ÌÁ ÐÒïÄÉÃÔÉÏÎ 

des rechutes et ainsi de prendre en charge plus précocement ces patients. Enfin, la détection de 

ces cellules tout au long du traiÔÅÍÅÎÔ ÐÅÒÍÅÔ ÄȭïÖÁÌÕÅÒ ÌȭÅÆÆÉÃÁÃÉÔï ÄÅ ÃÅÌÕÉ-ci afin de 

déterminer si le patient est répondeur ou réfractaire et ainsi moduler ou non la prise en charge 

et le traitement. 



- 57 - 
 

,Å ÄïÖÅÌÏÐÐÅÍÅÎÔ ÄÅÓ ÔÅÃÈÎÉÑÕÅÓ ÄȭÁÎÁÌÙÓÅÓ ÏÎÔ ÐÅÒÍÉÓ ÄÅ ÍÅÔÔÒÅ ÅÎ ïÖÉÄÅÎÃÅ ÄÅÓ marqueurs 

génétiques et phénotypiques pouvant permettre le suivi Äȭune manière la plus sensible, la plus 

reproductible et la plus spécifique possible ces cellules résiduelles.  

Depuis les années 2000, il existe deux principales méthodes qui permettent de suivre la MRD 

chez les patients atteints de LAM durant et après le traitement. La première méthode est une 

approche cellulaire qui détecte des marqueurs phénotypiques aberrants (LAIP ou DfN) 

exprimés par les cellules leucémiques par cytométrie en flux. La seconde méthode est la PCR en 

ÔÅÍÐÓ ÒïÅÌ ɉÑ0#2Ɋ ÐÏÕÒ ÓÕÉÖÒÅ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅs anomalies cytogénétiques ou des mutations de 

gènes exprimés par les blastes leucémiques. $Å ÎÏÕÖÅÌÌÅÓ ÍïÔÈÏÄÅÓ ÄȭÁÎÁÌÙÓÅ ÉÎcluant la PCR 

digitale et la technique NGS (séquençage de nouvelles générations) sont en cours de 

développement ÁÆÉÎ ÄȭÁÍïÌÉÏÒÅÒ Ìa sensibilité de ce suivi, cependant ces dernières restent des 

techniques couteuses et donc difficilement applicables à la détection en routine.123  

La limite de détection de la maladie résiduelle leucémique varie selon les méthodes employées. 

%Î ÅÆÆÅÔȟ ÌÁ ÃÙÔÏÍïÔÒÉÅ ÅÎ ÆÌÕØ ÐÅÒÍÅÔ ÄȭÉÄÅÎÔÉÆÉÅr au mieux une cellule sur 10000 cellules. 

4ÁÎÄÉÓ ÑÕÅ ÌÅÓ ÔÅÃÈÎÉÑÕÅÓ ÄÅ Ñ0#2 ÅÔ .'3 ÐÅÕÖÅÎÔ ÄÅÓÃÅÎÄÒÅ ÊÕÓÑÕȭÛ la différenciation Äȭune 

ÃÅÌÌÕÌÅ ÁÎÏÒÍÁÌÅ ÓÕÒ ρ ÍÉÌÌÉÏÎ ÄÅ ÃÅÌÌÕÌÅÓȢ $Å ÐÌÕÓȟ ÌÁ ÄïÔÅÃÔÉÏÎ ÎȭÅÓÔ ÐÁÓ ÓÅÕÌÅÍÅÎÔ ÄïÐÅÎÄÁÎÔÅ 

de la méthode utilisée mais également ÄÕ ÔÙÐÅ ÄȭïÃÈÁÎÔÉllon et du marqueur permettant le suivi 

ÄÅ ÌÁ ÍÁÌÁÄÉÅ ÄÕ ÐÁÔÉÅÎÔȢ 0ÁÒ ÅØÅÍÐÌÅȟ ÌÁ ÌÉÍÉÔÅ ÄÅ ÄïÔÅÃÔÉÏÎ ÐÁÒ Ñ0#2 ÄȭÕÎ ÇîÎÅ ÓÕÒÅØÐÒÉÍï ÅÓÔ 

ÄȭÅÎÖÉÒÏÎ ρπ-4 ÔÁÎÄÉÓ ÑÕÅ ÃÅÌÌÅ ÄȭÕÎ ÇîÎÅ ÍÕÔï ÏÕ ÄȭÕÎ ÇîÎÅ ÄÅ ÆÕÓÉÏÎ ÐÅÕÔ ÄÅÓÃÅÎÄÒÅ ÊÕÓÑÕÅ 

10-6.126,127 #ÅÓ ÔÅÃÈÎÉÑÕÅÓ ÏÎÔ ÐÅÒÍÉÓ ÄȭÁÍïÌÉÏrer le suivi des patients et leurs prises en charge 

puisque certains marqueurs sont de très bons indicateurs de la MRD et permettent ainsi de 

prédire les rechutes chez ces patients bien avant les signes et symptômes de la maladie. Cela 

permet ainsi de mettre en place une nouvelle ligne de traitement plus précocement. De 

ÎÏÍÂÒÅÕÓÅÓ ïÔÕÄÅÓ ÉÎÄÉÑÕÅÎÔ ÑÕȭÕÎÅ -2$ ÐÏÓÉÔÉÖÅ Á ÕÎÅ ÖÁÌÅÕÒ ÐÒÏÎÏÓÔÉÑÕÅ ÆÏÒÔÅ ÐÕÉÓÑÕȭÅÌÌÅ 

est associée à un risque de rechute augmenté et une survie globale plus courte que les patients 

MRD négatifs (Figure 10).128,129 Le terme de rémission moléculaire est utilisé quand un patient 

ÓÕÉÖÉ ÐÁÒ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄȭÕÎ ÍÁÒÑÕÅÕÒ ÍÏÌïÃÕlaire spécifique ne présente plus cette expression. 

Dès la réapparition de la MRD par cytométrie en flux ou RT-qPCR, le patient est considéré en 

rechute moléculaire.27  
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FIGURE 10 - METHODES ET LIMITES DE DETECTION DE LA MALADIE RESIDUELLE LEUCEMIQUE. 

,ȭÁÎÁÌÙÓÅ ÃÙÔÏÍÏÒÐÈÏÌÏÇÉÑÕÅ ÅÓÔ ÒïÁÌÉÓïÅ ÐÁÒ ÕÎ ÁÎÁÔÏÍÏÐÁÔÈÏÌÏÇÉÓÔÅ ÑÕÉ ÐÏÕÒÒÁ ÁÕ ÍÉÅÕØ ÄïÔÅÃÔÅÒ ρ 

cellule leucémique sur 20. La cytométrie en flux peut, elle détecter une cellule anormale parmi 10000 

ÃÅÌÌÕÌÅÓȢ ,ÅÓ ÔÅÃÈÎÉÑÕÅÓ ÄÅ 0#2 ÅÔ ÄÅ .'3 ÐÅÕÖÅÎÔ ÄÅÓÃÅÎÄÒÅ ÊÕÓÑÕȭÕÎÅ ÓÅÎÓÉÂÉÌÉÔï ÄÅ ρπ-6 selon le type 

de marqueurs. En effet, la limite de détection pour une surexpression de gènes ne pourra pas être 

supérieure à 10-4 (#)  tandis que des gènes de fusion, ou des mutations (*) pourront permettre 

ÄȭÉÄÅÎÔÉÆÉÅÒ ÕÎÅ ÃÅÌÌÕÌÅ ÓÕÒ ÕÎ ÍÉÌÌÉÏÎȢ #-& : cytométrie en flux, PCR : réaction de polymérisation en 

chaine, NGS : séquençage de nouvelles générations, RC : rémission complète. Inspiré de Hourigan et al., 

2013.127 

,ȭÉÄÅÎÔÉÆÉÃÁÔÉÏÎ ÄÅÓ ÍÁÒÑÕÅÕÒÓ ÐÏÕÖÁÎÔ ÓÅÒÖÉÒ ÁÕ ÓÕÉÖÉ ÄÅ ÌÁ -2$ ÄÅ ÃÈÁÑÕÅ ÐÁÔÉÅÎÔ est réalisée 

au diagnostic à partir du sang et/ou  de la moelle osseuse par les deux principales méthodes de 

détection. La sensibilité de détection semble être corrélée selon ces deux types de prélèvement 

avec en général une sensibilité supérieure pour la détection dans la moelle osseuse par 

cytométrie en flux. $ȭÁÕÔÒÅÓ ïÔÕÄÅÓ ÏÎÔ ÏÂÓÅÒÖï ÄÅÓ ÒïÓÕÌÔÁÔÓ ÓÉÍÉÌÁÉÒÅÓ ÃÏÎÃÅÒÎÁÎÔ ÌÁ ÄïÔÅÃÔÉÏÎ 

ÐÁÒ Ñ0#2ȟ ÎÏÔÁÍÍÅÎÔ ÌÏÒÓ ÄÅ ÌȭÕÔÉÌÉÓÁÔÉÏÎ ÄÕ ÍÁÒÑÕÅÕÒ CBF et la surexpression du gène 

WT1.92,130,131   

La détection et le suivi de cette MRD est rendu difficile par lȭÈïÔïÒÏÇïÎïÉÔï ÄÅ ÃÅÔÔÅ ÍÁÌÁÄÉÅȢ %Î 

effet, un patient peut présenter dès le diagnostic, différents sous-clones leucémiques avec des 

aberrations, des phénotypes différents. Ces sous-clones présents au diagnostic ne seront pas 

forcément retrouvés après le traitement et les aberrations les caractérisant auront disparu avec 

eux.13 ,Á ÄÉÆÆÉÃÕÌÔï ÅÓÔ ÄÏÎÃ ÄȭÁÖÏÉÒ ÕÎ marqueur stable au cours de la maladie et du traitement 

mais aussi de sélectionner le marqueur représentatif de la ÍÁÌÁÄÉÅ ÃȭÅÓÔ-à-dire celui associé à 
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la cellule ayant le potentiel leucémogène et donc pouvant induire les rechutes.126 La plupart des 

ïÔÕÄÅÓ ÒïÃÅÎÔÅÓ ÓȭÁÃÃÏÒÄÅÎÔ Û ÄÉÒÅ ÑÕȭÉÌ ÅÓÔ ÎïÃÅÓÓÁÉÒÅ ÄÅ ÃÏÍÂÉÎÅÒ ÄÉÆÆïÒÅÎÔÅÓ ÔÅÃÈÎÉÑÕÅÓ ÐÏÕÒ 

ÌÅ ÓÕÉÖÉ ÄÅ ÌÁ -2$ ÁÆÉÎ ÄȭÁÖÏÉÒ ÄÅÓ ÒïÓÕÌÔÁÔÓ ÃÏÎÃÏÒÄÁÎÔÓ ÅÔ ïÇÁÌÅÍÅÎÔ ÄÅ ÃÏÍÂÉÎÅr un maximum 

ÄÅ ÍÁÒÑÕÅÕÒÓ ÁÆÉÎ ÄÅ ÐÁÌÌÉÅÒ ÁÕØ ÐÒÏÂÌîÍÅÓ ÄÅ ÌȭÈïÔïÒÏÇïÎïÉÔï ÅÔ ÄÅ ÌȭïÖÏÌÕÔÉÏÎ ÃÌÏÎÁÌÅȢ132  

 DETECTION DE LA MALADIE RESIDUELLE MESURABLE PAR CYTOMETRIE EN FLUX  

Dans les années 70, plusieurs études abordaient la possibilité de modifications phénotypiques 

des cellules leucémiques par la mise en évidence de réponses anticorps contre ces cellules et 

une absence de réponse vis-à-ÖÉÓ ÄÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÓÁÉÎÅÓ ÁÔÔÅÓÔÁÎÔ ÄȭÁÎÔigènes spécifiques aux 

cellules cancéreuses. 3ÕÉÔÅ Û ÃÅÌÁ ÄÅ ÎÏÍÂÒÅÕÓÅÓ ïÔÕÄÅÓ ÄïÃÒÉÖÉÒÅÎÔ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÁÎÏÒÍÁÌÅ 

ÄȭÁÎÔÉÇîÎÅÓ ÌÅÕÃïÍÉÑÕÅÓȢ133,134  

4ÈïÏÒÉÑÕÅÍÅÎÔȟ Ìȭimmunophénotypage peut être appliqué au suivi de la maladie résiduelle de 

ÌȭÅÎÓÅÍÂÌÅ ÄÅÓ ÐÁÔÉÅÎÔÓ ÁÔÔÅÉÎÔÓ ÄÅ ÌÅÕÃïÍÉÅȢ #ÅÐÅÎÄÁÎÔȟ ÌÁ sensibilité de cette technique est 

plus faible que les analyses par biologie moléculaire et peut atteindre un seuil maximal de 10-4 

(Figure 10).127  

II. B. 1. LES DEUX APPROCHES DE DETECTION DES LAIP 

Ce suivi peut se faire selon deux approches. La première approche associe un grand nombre 

ÄȭÁÎÔÉÃÏÒÐÓ ÄÉÒÉÇïÓ ÃÏÎÔÒÅ ÄÅÓ ÁÎÔÉÇîÎÅÓ ÍÅÍÂÒÁÎÁÉÒÅÓ ÏÕ ÃÙÔÏÐlasmiques permettant de 

déterminer la présence ou non de phénotypes aberrants (LAIP) au diagnostic. Ces phénotypes 

ÁÂÅÒÒÁÎÔÓ ÓÏÎÔ ÅÎÓÕÉÔÅ ÄïÔÅÃÔïÓ ÐÏÕÒ ÌÅ ÓÕÉÖÉ ÄÅ ÌÁ -2$ȟ ïÖÁÌÕÅÒ ÌȭÅÆÆÉÃÁÃÉÔï ÄÕ ÔÒÁÉÔÅÍÅÎÔ ÄÅ 

façon précoce et prévenir une éventuelle rechute. Chaque immunophénotype est spécifique du 

ÐÁÔÉÅÎÔȟ ÅÔ ÉÌ ÅÓÔ ÐÒÉÍÏÒÄÉÁÌ ÄÅ ÌȭÉÄÅÎÔÉÆÉÅÒ ÐÒïÃÉÓïÍÅÎÔ ÁÕ ÍÏÍÅÎÔ ÄÕ ÄÉÁÇÎÏÓÔÉÃȢ135  

Ces immunophénotypes aberrants associés à la leucémie sont classés en quatre groupes, 

ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄȭÁÎÔÉÇîÎÅÓ ÁÓÙÎÃÈÒÏÎÅÓȟ ÃȭÅÓÔ-à-ÄÉÒÅ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄȭÁÎÔÉÇîÎÅÓ ÍÙïÌÏāÄÅÓ ÄÅ 

différents stades de maturation comme par exemple des antigènes de cellules immatures (CD34 

ÏÕ #$ρρχɊ ÁÓÓÏÃÉïÓ Û ÄÅÓ ÁÎÔÉÇîÎÅÓ ÄÅ ÍÁÔÕÒÉÔï ÔÅÌÓ ÑÕÅ ÌÅ #$ρρÂ ÏÕ ÌÅ #$φυȠ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ 

ÄȭÁÎÔÉÇîÎÅÓ ÄÅ ÐÌÕÓÉÅÕÒÓ ÌÉÇÎïÅÓ ÃÅÌÌÕÌÁÉÒÅÓ ÐÁÒ ÅØÅÍÐÌÅ ÄÅÓ ÍÁÒÑÕÅÕÒÓ ÌÙÍÐÈÏāÄÅÓ ÓÕÒ ÄÅÓ 

myéloblastÅÓȟ ÅÔ ÌÁ ÐÅÒÔÅ ÏÕ ÌÁ ÓÕÒÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄȭÁÎÔÉÇîÎÅÓ ÓÏÕÖÅÎÔ ÄÅÓ ÁÎÔÉÇîÎÅÓ ÄȭÉÍÍÁÔÕÒÉÔï 

(CD117, HLA-DR). 136 

La seconde approche identifie les phénotypes différents des cellules normales (phénotypage de 

la moelle osseuse lors de la régénération médullaire post-ÔÒÁÉÔÅÍÅÎÔɊȟ ÃȭÅÓÔ ÌÁ ÍïÔÈÏÄÅ $Æ. 

(Different from Normal). Cette seconde méthode est moins utilisée, souvent pour les patients 

ÄÏÎÔ ÌÅ ÐÈïÎÏÔÙÐÁÇÅ ÁÕ ÄÉÁÇÎÏÓÔÉÃ ÎȭÁ ÐÁÓ ïÔï ÒïÁÌÉÓï ÏÕ ÁÌÏÒÓ ÅÎ ÃÁÓ ÄȭÁÐÐÁÒÉÔÉÏÎ ÄÅ ÎÏÕÖÅÁÕØ 
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ÐÈïÎÏÔÙÐÅÓ ÁÂÅÒÒÁÎÔÓ ÄÉÆÆïÒÅÎÔÓ ÄÕ ÄÉÁÇÎÏÓÔÉÃ ÅÔ ÒïÖïÌÁÔÅÕÒÓ ÄȭÕÎÅ ïÖÏÌÕÔÉÏÎ ÄÅ ÌÁ ÌÅÕÃïÍÉÅ 

(moins de 10% des patients). Cette évolution peut être expliquée par une instabilité 

ÁÎÔÉÇïÎÉÑÕÅ ÄÕ ÃÌÏÎÅ ÌÅÕÃïÍÉÑÕÅȟ ÄȭÕÎÅ ÓïÌÅÃÔÉÏÎ ÃÌÏÎÁÌÅ ÐÁÒ ÌÅ ÔÒÁÉÔÅÍÅÎÔ ÁÖÅÃ ÌȭïÍÅÒÇÅÎÃÅ 

ÄȭÕÎ ÓÏÕÓ ÃÌÏÎÅ ÍÉÎÏÒÉÔÁÉÒÅȟ ÏÕ ÅÎÃÏÒÅ ÄȭÕÎÅ ÔÏÔÁÌÅ ïÖÏÌÕÔÉÏÎ ÃÌÏÎÁÌÅ ÁÖÅÃ ÌȭÁÐÐÁÒÉÔÉÏÎ ÄȭÕÎ 

nouveau clone leucïÍÉÑÕÅ ÁÓÓÏÃÉï Û ÕÎ ÃÈÁÎÇÅÍÅÎÔ ÄÕ ÐÈïÎÏÔÙÐÅȢ ,Å ÃÈÁÎÇÅÍÅÎÔ ÄȭÁÕ ÍÏÉÎÓ 

un antigène (LAIP) entre le diagnostic et le suivi est retrouvé chez 91% des patients atteints de 

,!- ÅÔ ÃÏÒÒÅÓÐÏÎÄÁÎÔ ÅÎ ÇÒÁÎÄÅ ÍÁÊÏÒÉÔï Û ÕÎÅ ÓÕÒÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄȭÁÎÔÉÇîÎÅÓ ÍÙïÌÏāÄÅÓ ÅÔȾÏÕ de 

cellules souches.137 #ÅÐÅÎÄÁÎÔȟ ÉÌ ÅÓÔ ÉÍÐÏÒÔÁÎÔ ÄÅ ÎÏÔÅÒ ÑÕÅ ÌÁ ÓÕÒÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄȭÁÎÔÉÇîÎÅÓ ÐÅÕÔ 

être visible dans les précurseurs myéloïdes sains, notamment lors de la reconstitution de la MO 

après une greffe de CSH ou un traitement par chimiothérapieȢ #ȭÅÓÔ ÐÏÕÒquoi la seconde 

approche (DfN) peut éviter ces limitations.  

Dans la majorité des cas, les deux méthodes apportent un résultat identique, cependant il est 

ÐÒïÃÏÎÉÓï ÐÁÒ Ìȭ%,. (European Leukemia Net) de combiner les deux approches afin de détecter 

au mieux ÕÎÅ ïÖÅÎÔÕÅÌÌÅ ïÖÏÌÕÔÉÏÎ ÄÅ ÌÁ ÌÅÕÃïÍÉÅ ÅÔ ÄȭÕÎ ÃÈÁÎÇÅÍÅÎÔ ÐÈïÎÏÔÙÐÉÑÕÅ ÁÕ ÃÏÕÒÓ 

du traitement ou lors du suivi.123 #ÅÐÅÎÄÁÎÔȟ ÉÌ ÎȭÅØÉÓÔÅ ÐÏÕÒ ÌÅ ÍÏÍÅÎÔ ÐÁÓ ÄÅ ÍïÔÈÏÄÅ 

standardisée de détection. 

$Å ÎÏÍÂÒÅÕÓÅÓ ïÔÕÄÅÓ ÓȭÉÎÔïÒÅÓÓÅÎÔ Û ÁÍïÌÉÏÒÅÒ ÌÁ Äïtection de la MRD par cytométrie en flux. 

Notamment, une étude de Zeijlemaker et ses collaborateurs a mis en place un 

immunophénotypage des CSL Û ÐÁÒÔÉÒ ÄȭÕÎ seul ÔÕÂÅ ÉÄÅÎÔÉÆÉÁÎÔ ÃÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ Û ÌȭÁÉÄÅ ÄÅ ρσ 

marqueurs fluorescents permettant ainsi de pallier à la faible quantité de cellules récupérées 

parfois dans la moelle osseuse des patients notamment lors du traitement qui entraine une 

immunodéplétion de la moelle osseuse.92   

II. B. 2. VALEUR PRONOSTIQUE ET PREDICTIVE DES RECHUTES DE CETTE METHODE 

DE DETECTION DES LAIP 

Plusieurs études se sont intéressées au rôle pronostique de cette détection par cytométrie en 

flux en fonction du moment thérapeutique. En effet, il a été ÍÏÎÔÒï ÌȭÉÍÐÏÒÔÁÎÃÅ ÄÅ ÃÅÔÔÅ 

détection précoce des cellules leucémiques résiduelles que ce soit chez des patients jeunes ou 

ÁÙÁÎÔ ÐÌÕÓ ÄÅ φυ ÁÎÓ ÐÕÉÓÑÕȭelle permet de savoir si le patient est répondeur au traitement.138 

Une étude de la maladie résiduelle de patients en rémission complète, après chimiothérapie 

ÄȭÉÎÄÕÃÔÉÏÎ ÏÕ ÄÅ ÃÏÎÓÏÌÉÄÁÔÉÏÎ Á ïÔï ÅÆÆÅÃÔÕïÅ ÐÁÒ ÌȭïÑÕÉÐÅ ÄÅ +ÅÒÎ ÅÔ Á ÐÕ ÄïÔÅÃÔÅÒ ÁÕ ÍÏÉÎÓ 

un phénotype aberrant pour chaque patient. Une réduction du ratio des cellules LAIP positives 

entre le diagnostic et la rémission complète (après induction et consolidation) est associée à 

une amélioration significative de la survie sans rechute de ces patients.139  
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La MRD a également été évaluée dans la moelle osseuse des patients atteints de LAM puis traités 

par plusieurs cycles de chimiothérapie ou après une greffe de CSH autologues et a montré une 

corrélation entre la survie sans rechute de ces patients et le pourcentage de cellules résiduelles 

détectées par immunophénotypage.136  

Ces différentes études montrent donc la valeur pronostic de ce suivi à différents temps du 

traitement  (post-induction, post-consolidation ou après greffe)Ȣ #ÅÌÁ ÐÅÒÍÅÔ ÄȭïÖÁÌÕÅÒ ÌÁ 

ÒïÐÏÎÓÅ ÁÕ ÔÒÁÉÔÅÍÅÎÔ ÍÁÉÓ ïÇÁÌÅÍÅÎÔ ÄȭÁÐÐÏÒÔÅÒ ÕÎÅ ÉÎÆÏÒmation sur une éventuelle rechute 

ou une rémission complète à long terme. 

 DETECTION DE LA MALADIE RESIDUELLE MESURABLE PAR DES MARQUEURS 

MOLECULAIRES (QPCR) 

Le nombre de marqueurs moléculaires identifiés est en constante augmentation avec les 

nouvelles techniques de séquençage, cependant, le pourcentage de patients dont la MRD peut 

être suivie à lȭÁÉÄÅ ÄȭÕÎ ÄÅ ÃÅÓ ÍÁÒÑÕÅÕÒÓ ÍÏÌïÃÕÌÁÉÒÅÓ ÐÁÒ Ñ0#2 ÎȭÁÔÔÅÉÎÔ ÑÕÅ ÌÅÓ 40-50%. Pour 

ces patients, le suivi de la maladie résiduelle sera réalisé par des approches de PCR en temps 

réel et de PCR digitale qui sont les techniques les plus sensibles ÄÅ ÄïÔÅÃÔÉÏÎ ÐÕÉÓÑÕȭÅÌÌÅÓ 

permettent une détection entre 10-4 et 10-6 (Figure 10).132  

)Ì ÅØÉÓÔÅ ÄÅÓ ÍÁÒÑÕÅÕÒÓ ÍÏÌïÃÕÌÁÉÒÅÓ ÄÅ ÐÌÕÓÉÅÕÒÓ ÔÙÐÅÓȟ ÉÌ ÐÅÕÔ ÓȭÁÇÉÒ ÄÅ ÇîÎÅÓ ÍÕÔïÓ (NPM1), 

de transcrits de fusion (AML1-ETO, PML-2!2ɻ), ou de surexpression de gènes tels que WT1 que 

nous développerons plus précisément par la suite (voir §III , -p60-) (Figure 11). 

  

FIGURE 11 ɀ MARQUEURS DE LA MALADIE RESIDUELLE ET PROPORTION DE DETECTION SELON 

L'AGE DU PATIENT PAR LES TECHNIQUES DE QPCR. Ne sont représentés ici que les marqueurs 

considérés comme de bons indicateurs de la maladie résiduelle et la proportion des patients présentant 
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ces différentes anomalies. )ÎÄÉÆÆïÒÅÍÍÅÎÔ ÄÅ ÌȭÝÇÅ ÅÎÖÉÒÏÎ ÌÁ ÍÏÉÔÉï ÄÅÓ ÐÁÔÉÅÎÔÓ ÎÅ ÐÅÕÖÅÎÔ ðÔÒÅ ÓÕÉÖÉ 

Û ÌȭÁÉÄÅ ÄȭÕÎ ÍÁÒÑÕÅÕÒ ÓÐïÃÉÆÉÑÕÅ ÐÁÒ Ñ0#2Ȣ Tiré de Ravandi et al., 2018.126  

Chaque marqueur ÎȭÏÆÆÒÅ ÐÁÓ ÌÅÓ ÍðÍÅÓ ÒÅÎÓÅÉÇÎÅÍÅÎÔÓȟ ÃÅÒÔÁÉÎÓ ÐÏÕÒÒÏÎÔ ðÔÒÅ ÄïÔÅÃÔï de 

manière très sensible et auront un rôle ÐÒïÄÉÃÔÉÆ ÄÅÓ ÒÅÃÈÕÔÅÓ ÐÁÒ ÌÅÕÒ ÓÔÁÂÉÌÉÔï ÄȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ 

(NPM1Ɋ ÅÔ ÄȭÁÕÔÒÅÓ ÁÕÒÏÎÔ ÐÌÕÔĖÔ ÕÎÅ ÖÁÌÅÕÒ ÐÒÏÎÏÓÔÉÑÕÅ ɉFLT3-ITD).  

II. C. 1. DETECTION DES GENES DE FUSION POUR LE SUIVI DE LA MRD 

Les techniques de RT-qPCR ont été développées au départ pour le suivi de transcrits de fusion 

ÔÅÌÓ ÑÕÅ #"&ɼ-MYH11, AML1-ETO ou PML-2!2ɻȢ %Î ÅÆÆÅÔȟ ÌÁ ÐÅÒÓÉÓÔÁÎÃÅ ÄÅ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ ÃÅÓ 

ÔÒÁÎÓÃÒÉÔÓ ÁÐÒîÓ ÔÒÁÉÔÅÍÅÎÔ ÄȭÉÎÄÕÃÔÉÏÎ ÅÔȾÏÕ ÄÅ ÃÏÎÓÏÌÉÄÁÔÉÏÎ ÅÓÔ ÉÎÄÉÃÁÔÒÉÃÅ ÄȭÕÎ ÒÉÓÑÕÅ ÄÅ 

rechute élevé.  

5ÎÅ ïÔÕÄÅ ÒïÁÌÉÓïÅ ÓÕÒ ςχψ ÐÁÔÉÅÎÔÓ Á ÓÕÉÖÉ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅÓ ÔÒÁÎÓÃÒÉÔÓ ÄÅ ÆÕÓÉÏÎ ÉÍpliquant le 

gène CBF. Plus précisément, la maladie résiduelle de ces patients présentant la translocation 

t(8 ȠςρɊ ÏÕ ÌȭÉÎÖÅÒÓÉÏÎ ρφ fut suivie ÐÁÒ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÕ ÇîÎÅ ÄÅ ÆÕÓÉÏÎ AML1-ETO et #"&ɼ-

MYH11, ÒÅÓÐÅÃÔÉÖÅÍÅÎÔȢ !ÐÒîÓ ÌÁ ÃÈÉÍÉÏÔÈïÒÁÐÉÅ ÄȭÉÎÄÕÃÔÉÏÎȟ les patients considérés en 

ÒïÍÉÓÓÉÏÎ ÃÏÍÐÌîÔÅ ÅÔ ÐÒïÓÅÎÔÁÎÔ ÕÎÅ ÄÉÍÉÎÕÔÉÏÎ ÄÅ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ AML1-ETO dans la moelle 

osseuse supérieure à 3 logarithmes (log) avaient un risque de rechute nettement diminué (4%). 

Des résultats similaires ont été observés poÕÒ ÌÅ ÓÕÉÖÉ ÄÅ ÌȭÁÂÅÒÒÁÔÉÏÎ #"&ɼ-MYH11 avec un 

risque de rechute de 21% pour les patients présentant une expression du transcrit inférieure à 

10 copies. Ces observations sont identiques après les différents cycles de consolidation et 

montrent que le suivi de ces marqueurs est un bon indicateur de la réponse au traitement.140 

Une autre étude ayant classé les patients en deux groupes à faible ou fort risque de rechute, a 

ainsi entrepris une greffe allogénique de CSH pour les patients à haut risque de rechute. Les 

résultats indiquent une survie sans maladie prolongée pour 61% de ces patients contrairement 

aux patients non-greffés à haut risque (19,6%).141 Cela suggère un rôle informatif de la MRD 

pour moduler la prise en charge thérapeutique du patient non-répondeur.   

II. C. 2. LES MUTATIONS DE GENES COMME MARQUEUR DE LA MRD 

Comme nous avons pu le voir précédemment, certains gènes sont mutés de manière précoce 

avant le développement leucémique. CÅ ÐÒÏÃÅÓÓÕÓ ÄȭÈïÍÁÔÏÐÏāîÓÅ ÐÒï-leucémique concerne 

notamment les gènes DNMT3A, TET2 et ASXL1. Cependant, il est nécessaire de prendre en 

considération que ces mutations sont également retrouvées chez des patients sains qui ne sont 

ÐÁÓ ÁÔÔÅÉÎÔÓ ÄȭÈïÍÏÐÁÔÈÉÅÓ ÍÁÌÉÇÎÅÓȢ La plupart du temps ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ ces marqueurs est 

stable et persiste ÍðÍÅ ÁÐÒîÓ ÌȭÏÂÔÅÎÔÉÏÎ ÄÅ ÌÁ ÒïÍÉÓÓÉÏÎ ÃÏÍÐÌîÔÅ pendant plusieurs 
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années.142 5ÎÅ ïÔÕÄÅ ÐÁÒ .'3 Á ÁÎÁÌÙÓï ÌȭïÖÏÌÕÔÉÏÎ ÄÅ ÃÅÓ ÍÕÔÁÔÉÏÎÓ ɉ$.-4σ!ȟ 4%4ςȟ ȣɊ ÁÐÒîÓ 

ÔÒÁÉÔÅÍÅÎÔȟ ÃÈÅÚ ÄÅÓ ÐÁÔÉÅÎÔÓ ÐÒïÓÅÎÔÁÎÔ ÁÕ ÍÏÉÎÓ ÌȭÕÎÅ ÄÅ ÃÅÓ ÍÕÔÁÔÉÏÎÓ ÐÒï-leucémiques au 

diagnostic. Cette analyse a révélé la persistance de ces mutations chez plus de la moitié des 

patients en rémission complète et ÌÅÓ ÁÕÔÅÕÒÓ ÎȭÏÎÔ ÐÁÓ ÍÏÎÔÒï un risque de rechute augmenté 

ÁÓÓÏÃÉï Û ÃÅÔÔÅ ÐÅÒÓÉÓÔÁÎÃÅȢ )Ì ÐÏÓÅ ÄȭÁÉÌÌÅÕÒÓ ÌȭÈÙÐÏthèse que ces anomalies génétiques 

persistent dans des clones pré-leucémiques qui reconstituent la moelle osseuse après le 

ÔÒÁÉÔÅÍÅÎÔ ÄȭÉÎÄÕÃÔÉÏÎȢ129 Cette persistance ne semble donc pas être associée à un risque de 

rechute augmenté, cependant, la disparition de ces mutations précoces associées à la 

disparition des autres mutations plus tardives devraient normalement signifier dÅ ÌȭïÌÉÍÉÎÁÔÉÏÎ 

du clone pré-leucémique et des cellules leucémiques.  

De même, les mutations de certains gènes sont instables au cours du traitement et rendent leur 

ÕÔÉÌÉÓÁÔÉÏÎ ÐÏÕÒ ÌÅ ÓÕÉÖÉ ÎÏÎ ÆÉÁÂÌÅȟ ÃȭÅÓÔ ÌÅ ÃÁÓ ÄÅÓ ÍÕÔÁÔÉÏÎÓ ÄÕ ÇîÎÅ FLT3 (ITD et TKD), des 

gènes RAS ou des gènes IDH1/2.90,123 #ÅÐÅÎÄÁÎÔȟ ÃÅÒÔÁÉÎÓ ÄȭÅÎÔÒÅ eux peuvent tout de même 

être utilisés en association avec un autre marqueur car ils peuvent avoir un rôle pronostique 

(Tableau 4).123  

La mutation récurrente du gène NPM1 touchant 20 à 30% des patients a ÆÁÉÔ Ìȭobjet de plusieurs 

études. ,ȭÅÎÓÅÍÂÌÅ de ces études ont révélé une sensibilité élevée de détection de ce transcrit 

entre 10-5 et 10-6 dans le sang et la moelle osseuse.123 Notamment, une étude rétrospective sur 

245 patients atteints de LAM et présentant des mutations sur le gène NPM1 a été réalisée. Celle-

ÃÉ Á ïÖÁÌÕï ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ ÃÅ ÇîÎÅ ÁÕØ ÄÉÆÆïÒÅÎÔÓ ÃÙÃÌÅÓ ÄÕ ÔÒÁÉÔÅÍÅÎÔ ɉÉÎÄÕÃÔÉÏÎ ÅÔ 

consolidations) et il a été montré ÑÕȭune MRD négative est associée à une incidence de rechute 

ÆÁÉÂÌÅ ÅÔ ÕÎÅ ÓÕÒÖÉÅ ÇÌÏÂÁÌÅ ÎÅÔÔÅÍÅÎÔ ÁÍïÌÉÏÒïÅ ÁÐÒîÓ ÌȭÉÎÄÕÃÔÉÏÎ ÅÔ ÌÁ ÃÏÎÓÏÌÉÄÁÔÉÏÎȢ143 De 

plus, ce transcrit est exprimé chez 69 patients sur 70 au moment de la rechute contrairement à 

ÄȭÁÕÔÒÅÓ ÇîÎÅÓ ïÔÕÄÉïÓ témoignant de sa stabilité ÁÕ ÃÏÕÒÓ ÄÅ ÌȭïÖÏÌÕÔÉÏÎ ÃÌÏÎÁÌÅ ÅÔ ÄÏÎÃ de sa 

fiabilité pour le suivi de la maladie résiduelle.144 

Une autre anomalie génétique pouvant servir au suivi des cellules leucémiques persistantes 

après traitement est la surexpression du gène WT1 dans plus de 90% des LAM. 
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Chapitre 2 : Le gène et la protéine 

7ÉÌÍÓȭ 4ÕÍÏÒ ρ  
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Le gène WT1 porte le nom de la pathologie cancéreuse pédiatrique pour laquelle il a été identifié 

comme gène prédisposant à cette maladie en 1990. Cette tumeur de Wilms est un cancer rénal 

touchant environ 1 enfant sur 10 000. Celle-ci peut être associée à différents syndromes tels 

que le syndrome WAGR (Wilms tumor predisposition, Aniridia, Genitourinary abnormalities 

and Mental retardation), de Denys-Drash ou encore le syndrome de Frasier où des mutations 

germinales de WT1 sont retrouvées. Dans environ 10% des cas ÄÅ ÔÕÍÅÕÒÓ ÄÅ 7ÉÌÍÓȭȟ ÏÎ 

retrouve une délétion ou une mutation somatique du gène WT1, considérée comme un 

évènement précoce dans les formes sporadiques de la maladie.145,146  

Ce gène WT1 Á ÐÕ ðÔÒÅ ÄïÃÒÉÔ ÓÕÉÔÅ Û ÌȭÉÄÅÎÔÉÆÉÃÁÔÉÏÎ et la caractérisation ÄȭÕÎÅ ÄïÌïÔÉÏÎ 

constitutionnelle sur le chromosome 11p13 Äȭenfants atteints du syndrome WAGR.147,148 Deux 

études de Call et Haber ont montré une expression tissulaire spécifique de ce gène, 

principalement par les cellules rénales et gonadiques, ainsi que certaines cellules 

hématopoïétiques. Ils ont également fourni  une description plus précise de la séquence du gène 

avec notamment ÌȭÉÄÅÎÔÉÆÉÃÁÔÉÏÎ de 4 structures en doigt de zinc et Äȭune séquence riche en 

ÐÒÏÌÉÎÅȾÇÌÕÔÁÍÉÎÅ ÁÔÔÅÓÔÁÎÔ ÄȭÕÎ probable rôle de facteur de transcription. Peu de temps 

ÁÕÐÁÒÁÖÁÎÔ ÅÎ ρωχρȟ !ÌÆÒÅÄ +ÎÕÄÓÏÎ ÐÒÏÐÏÓÁÉÔ ÌȭÈÙÐÏÔÈîÓÅ ÄÕ ÄÏÕÂÌÅ ïÖîÎÅÍÅÎÔ ɉ4×Ï-hit  

hypothesis) pour expliquer les différences entre les formes sporadiques et héréditaires du 

ÒïÔÉÎÏÂÌÁÓÔÏÍÅ ÄÅ ÌȭÅÎÆÁÎÔȢ Dans les formes familiales du rétinoblastome, ÌȭÈÙÐÏÔÈîÓÅ ÅÓÔ ÑÕȭun 

premier évènement est germinal et à celui-ÃÉ ÓȭÁÊÏÕÔÅ au minimum un évènement somatique 

ÔÁÎÄÉÓ ÑÕÅ ÐÏÕÒ ÌÅÓ ÆÏÒÍÅÓ ÓÐÏÒÁÄÉÑÕÅÓ ÉÌ ÓȭÁÇÉÔ ÄȭÁÕ ÍÏÉÎÓ ÄÅÕØ ïÖîÎÅÍÅÎÔÓ ÓÏÍÁÔÉÑÕÅÓ.149,150 

Les enfants présentant le syndrome WAGR ont au moins une copie délétée du gène dans 

ÌȭÅÎÓÅÍÂÌÅ ÄÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÁÎÁÌÙÓïÅs. CÅÐÅÎÄÁÎÔ ÌÏÒÓ ÄÅ ÌȭÁÎÁÌÙÓÅ ÄÅÓ ÔÕÍÅÕÒÓȟ ÌȭÁÕÔÒÅ ÃÏÐÉÅ ÄÕ 

gène est retrouvée mutée ou délétée. #ȭÅÓÔ ÐÏÕÒÑÕÏÉ WT1 a été classé comme un gène 

suppresseur de tumeur.151,152  

Des études plus récentes ont mis en évidence une surexpression de WT1 dans de nombreux 

ÃÁÎÃÅÒÓ ÄÅ ÌȭÁÄÕÌÔÅ incluant les leucémies, suggérant un rôle oncogénique du gène.153ɀ157 

Cependant, dans le cadre des leucémies aiguës myéloïdes, le gène WT1 est muté chez environ 

10% des patients laissant plutôt à penser à nouveau à un rôle suppresseur de tumeur.158,159 

Ces contradictions quant à la fonction oncogénique ou suppressive de tumeur de WT1 peuvent 

ÓȭÅØÐÌÉÑÕÅÒ ÐÁÒ ÌȭÅØÉÓÔÅÎÃÅ ÄÅ ÎÏÍÂÒÅÕses isoformes de la protéine ayant des fonctions 

biologiques variées. 
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I. GENERALITES ɀ STRUCTURE DU GENE ET DE LA PROTEINE 

Le gène WT1 est localisé sur le bras court du chromosome 11 (11p13) chÅÚ Ìȭ(ÏÍÍÅ ÅÔ ÓÕÒ ÌÅ 

chromosome 2 de la souris. #Å ÇîÎÅ ÃÏÕÖÒÅ ÕÎÅ ÓïÑÕÅÎÃÅ ÇïÎÏÍÉÑÕÅ ÄȭÅÎÖÉÒÏÎ 50 kilobases 

(kb) comprenant 10 ÅØÏÎÓ ÑÕÉ ÇïÎîÒÅÎÔ ÕÎ !2. ÍÅÓÓÁÇÅÒ ɉ!2.ÍɊ ÄȭÅÎÖÉÒÏÎ 3,2kb. Plusieurs 

mécanismes mis en jeu sur cet ARNm ÖÏÎÔ ÃÏÎÄÕÉÒÅ Û ÌȭÅØÉÓÔÅÎÃÅ ÄȭÁÕ ÍÏÉÎÓ σφ ÉÓÏÆÏÒÍÅÓ 

connues de WT1.  

 PLUSIEURS SITES DȭINITIATION DE LA TRADUCTION 

 4ÏÕÔ ÄȭÁÂÏÒÄȟ ÐÌÕÓÉÅÕÒÓ ÃÏÄÏÎÓ ÄȭÉÎÉÔÉÁÔÉÏÎ ÄÅ ÌÁ ÔÒÁÄÕÃÔÉÏÎ ÏÎÔ ïÔï ÉÄÅÎÔÉÆÉïÓȢ Le premier codon 

ÄȭÉÎÉÔÉation ATG fut décrit en 1991 par Haber et ses collaborateurs ÁÉÎÓÉ ÑÕȭÕÎÅ ÄÅÓÃÒÉÐÔÉÏÎ ÄÅ 

la structure génomique de WT1 (annoté +1 sur la figure 16).160 Quelques années plus tard, deux 

ÁÕÔÒÅÓ ïÑÕÉÐÅÓ ÏÎÔ ÍÉÓ ÅÎ ïÖÉÄÅÎÃÅ ÄÅÕØ ÓÉÔÅÓ ÄȭÉÎÉÔÉÁÔÉÏÎ ÓÕÐÐÌïÍÅÎÔÁÉÒÅÓȟ ÕÎ !4' ÅÎ ÐÏÓÉÔÉÏÎ 

+378 par rapport à la première méthionine décrite et une leucine (codon CTG), 219 paires de 

ÂÁÓÅÓ ÁÖÁÎÔ Ìȭ!4' ϹρȢ161,162 %Î ςππτȟ ÕÎ ÑÕÁÔÒÉîÍÅ ÓÉÔÅ ÄȭÉÎÉÔÉÁÔÉÏÎ Á ïÔï ÄïÃÒÉÔ ÐÁÒ $ÁÌÌÏÓÓÏ ÅÔ 

ses collaborateuÒÓȟ ÍÅÔÔÁÎÔ ÅÎ ïÖÉÄÅÎÃÅ ÌȭÅØÉÓÔÅÎÃÅ ÄȭÕÎ ÅØÏÎ ρ ÁÌÔÅÒÎÁÔÉÆ muni de son propre 

promoteur (promoteur 1a)  ÓÅ ÓÉÔÕÁÎÔ ÄÁÎÓ Ìȭintron 1 du gène. Ce transcrit AWT1 (aussi connu 

sous la dénomination sWT1) ainsi formé conserve les exons 2 à 10 restants mais est dépourvu 

des 147 premiers acides aminés (Figure 12ɊȢ #Å ÐÒÏÍÏÔÅÕÒ ρÁ ÅÓÔ ÓÏÕÍÉÓ Û ÌȭÅÍÐÒÅÉÎÔÅ 

génétique dans certaines pathologies comme les tumeurs rénales où son expression est 

ÓÉÌÅÎÃÉÅÕÓÅ ÓÕÒ ÌȭÁÌÌîÌÅ ÍÁÔÅÒÎÅÌ ÐÁÒ ÍïÔÈÙÌÁÔÉÏÎȢ #ÅÃÉ ÎȭÁ ÐÁÓ ïÔï confirmé dans le cadre des 

LAM et des tissus hématopoïétiques.163 

 DIFFERENTS EPISSAGES ALTERNATIFS DECRITS 

Suite à cela, Ìȭ!2.Í ÐÅÕÔ subir deux types Äȭépissages alternatifs. Le premier épissage est 

ÌÏÃÁÌÉÓï ÄÁÎÓ ÌȭÅØÏÎ υ (ex5) ÁÖÅÃ ÌȭÅØÃÉÓÉÏÎ ÄÅ ρχ ÁÃÉÄÅÓ ÁÍÉÎïÓ dont les isoformes sont 

référencées par +/- ex5. Celui-ÃÉ ÎȭÅÓÔ ÐÒïÓÅÎÔ ÑÕÅ ÃÈÅÚ ÌÅÓ ÍÁÍÍÉÆîÒÅÓȢ Le second coupe 3 

acides aminés (une lysine, une thréonine et une sérine, KTS) liant la troisième et la quatrième 

structure en doigt de zinc ÄÏÎÔ ÌȭÉÓÏÆÏÒÍÅ ÅÓÔ ÓÙÍÂÏÌÉÓï ÐÁÒ ϹȾ-KTS.160 Ce second épissage 

alternatif a été ÃÏÎÓÅÒÖï ÁÕ ÃÏÕÒÓ ÄÅ ÌȭïÖÏÌÕÔÉÏÎ ÅÔ ÅÓÔ ÐÒïÓÅÎÔ ÃÈÅÚ ÌȭÅÎÓÅÍÂÌÅ ÄÅÓ ÖÅÒÔïÂÒïÓȟ 

attestant de son importance fonctionnelle.164 Ceci conduit à la formation de 4 isoformes de taille 

allant de 36 à 62 kDa et celles-ci sont nommées A (-/ -), B (+/ -), C (-/+) et D (+/+) avec 

respectivement la présence (ϹɊ ÏÕ ÌȭÁÂÓÅÎÃÅ ɉ-Ɋ ÄÅ ÌȭÅØÏÎυȾ la séquence KTS.  

Ces 4 isoformes peuvent présenter les 4 ÓÉÔÅÓ ÄȭÉÎÉÔÉÁÔÉÏÎ amenant donc à un total de 16 

isoformes possibles. ,ȭabondance protéique des 4 isoformes principales semblent être 
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conservée au cours du développement. En effet, les différentes études effectuées sur des tissus 

ou lignées cellulaires sain(e)s ou pathologiques humain(e)s ou murin(e)s montrent que 

ÌȭÉÓÏÆÏÒÍÅ ÍÁÊÏÒÉÔÁÉÒÅ ÅÓÔ ÌȭÉÓÏÆÏÒÍÅ $ ɉϹȾϹɊȟ ÓÕÉÖÉ ÐÁÒ ÌÅÓ ÉÓÏÆÏÒÍÅÓ #  ÅÔ " ÄÏÎÔ ÌȭÁÂÏÎÄÁÎÃÅ 

ÓÅÍÂÌÅ ïÑÕÉÖÁÌÅÎÔÅ ÅÔ ÅÎÆÉÎ ÌȭÉÓÏÆÏÒÍÅ ! est exprimée à un plus faible niveau.160,165,166 Ce ratio 

ÄȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÅÓÔ ÒÅÔÒÏÕÖï ÄÁÎÓ ÌÅÓ différents tissus étudiés tels que la moelle osseuse, les reins, 

ÌÅÓ ÏÖÁÉÒÅÓȟ ÌÅÓ ÔÅÓÔÉÃÕÌÅÓ ÏÕ ÌȭÕÔïÒÕÓȢ  

%Î ςπρυȟ ÕÎÅ ÎÏÕÖÅÌÌÅ ÆÏÒÍÅ ÄÅ 74ρȟ ÄïÓÉÇÎïÅ ÃÏÍÍÅ ÌȭÉÓÏÆÏÒÍÅ %ØτÁɉϹɊȟ Á ïÔï ÄïÃÒÉÔÅ 

présentant des effets antagonistes aux isoformes principalesȢ )Ì ÓȭÁÇÉÔ ÄȭÕÎÅ ÐÒÏÔïÉÎÅ ÔÒÏÎquée 

en partie C-ÔÅÒÍÉÎÁÌÅ ÐÁÒ ÕÎ ÐÈïÎÏÍîÎÅ ÄȭïÐÉÓÓÁÇÅ ÁÌÔÅÒÎÁÔÉÆ ÅÔ ÎÅ ÐÏÓÓïÄÁÎÔ ÐÁÓ ÌÅ ÄÏÍÁÉÎÅ 

en doigt de zinc ÄÅ ÌÉÁÉÓÏÎ Û Ìȭ!$.. Cette protéine est exprimée plus faiblement que les autres 

isoformes dans des lignées cellulaires de leucémies myéloïdes (K562, Kasumi-1 ou HL-60) mais 

ÁÕÓÓÉ ÄÁÎÓ ÄÅÓ ÌÉÇÎïÅÓ ÄÅ ÃÁÎÃÅÒÓ ÓÏÌÉÄÅÓ ɉÐÏÕÍÏÎÓȟ ÆÉÂÒÏÓÁÒÃÏÍÅÓȟ ȣɊȢ167 

 PHENOMENES DȭEDITION ET DE MODIFICATIONS POST-TRANSCRIPTIONNELLES 

Un premier ÐÈïÎÏÍîÎÅ ÄȭïÄÉÔÉÏÎ ÄÅ Ìȭ!2.m Á ïÔï ÄïÃÒÉÔ ÐÁÒ ÌȭïÑÕÉÐÅ ÄÅ 3ÈÁÒÍÁ ÅÎ ρωωτ, où le 

ÃÈÁÎÇÅÍÅÎÔ ÄȭÕÎ ÎÕÃÌïÏÔÉÄÅ ÅÎ ÐÏÓÉÔÉÏÎ ψσω ÓÉÔÕï ÄÁÎÓ ÌȭÅØÏÎ φ ÉÎÄÕÉÓÁÉÔ ÌÁ ÔÒÁÎÓÆÏÒÍÁÔÉÏÎ 

ÄȭÕÎÅ ÌÅÕÃÉÎÅ ɉ#4#Ɋ ÅÎ ÕÎÅ ÐÒÏÌÉÎÅ ɉ###Ɋ ÅÎ ÐÏÓÉÔÉÏÎ ςψπȢ #ÅÃÉ Á ïÔï ÄïÃÒÉÔ ÃÈÅÚ ÌÅ ÒÁÔ ÍÁÉÓ ÅÓÔ 

également retrouvé ÃÈÅÚ Ìȭ(ÏÍÍÅȢ Les auteurs ont également montré, dans des cellules 

pulmonaires et rénales ÑÕÅ ÃÅ ÍïÃÁÎÉÓÍÅ ÄȭïÄÉÔÉÏÎ ïÔÁÉÔ ÉÍÐÌÉÑÕï ÄÁÎÓ ÌÅ ÄïÖÅÌÏÐÐÅÍÅÎÔ 

puisque le raton présentait majoritairement la forme de WT1 possédant la ÌÅÕÃÉÎÅ ÔÁÎÄÉÓ ÑÕȭà 

ÌȭÝÇÅ ÁÄÕÌÔÅ les deux formes sont exprimées dans ces tissus.168 Ainsi, la présence de ces sites 

ÄȭÉÎÉÔiation de la traduction, dÅÓ ïÐÉÓÓÁÇÅÓ ÁÌÔÅÒÎÁÔÉÆÓ ÅÔ ÄȭïÄÉÔÉÏÎ ÆÏÎÔ ÍÏÎÔÅÒ Û σφ ÌÅ ÎÏÍÂÒÅ 

ÄȭÉÓÏÆÏÒÍÅÓ ÄÅ 74ρ identifiées ÊÕÓÑÕȭÛ ÁÕÊÏÕÒÄȭÈÕÉȢ  

Les isoformes de WT1 peuvent subir des modifications post-traductionnelles comme des 

phosphorylations au niveau ÄÕ ÄÏÍÁÉÎÅ ÄÅ ÌÉÁÉÓÏÎ Û Ìȭ!$. ɉÄÏÉÇÔ ÄÅ ÚÉÎÃ ς ÅÔ σɊ ou encore des 

sumoylations dans le domaine répresseur.169 !ÕÃÕÎ ÅÆÆÅÔ ÄÅ ÌÁ ÓÕÍÏÙÌÁÔÉÏÎ ÓÕÒ ÌȭÁÃÔÉÖÉÔé de 

74ρ ÎȭÁ ÅÎÃÏÒÅ ïÔï ÄïÃÒÉÔȢ #ependant, un blocage de la cÁÐÁÃÉÔï Û ÌÉÅÒ Ìȭ!$. ÁÉÎÓÉ ÑÕȭÕÎÅ 

rétention de la protéine dans le cytoplasme a été montré pour la protéine phosphorylée.170,171 

,ȭÅØÏÎ ρ Û φ ÃÏÎÓÔÉÔÕÅ ÌÁ ÐÁÒÔÉÅ .-terminale du gène WT1 et comporte une région riche en 

proline et glutamine jouant un rôle dans la régulation transcriptionnelle. Les résidus 84 à 179 

ÃÏÄÅÎÔ ÐÏÕÒ ÕÎ ÄÏÍÁÉÎÅ ÒïÐÒÅÓÓÅÕÒ ÄÅ ÌÁ ÔÒÁÎÓÃÒÉÐÔÉÏÎ ÅÔ Û ÌÁ ÓÕÉÔÅ ÕÎ ÄÏÍÁÉÎÅ ÄȭÁÃÔÉÖÁÔÉÏÎ 

ÓȭïÔÅÎÄÁÎÔ ÊÕÓÑÕȭÁÕ ÒïÓÉÄÕ ςω4. Ces deux domaines peuvent fonctionner de manière 

ÉÎÄïÐÅÎÄÁÎÔÅȢ ,ȭÉÓÏÆÏÒÍÅ AWT1 démarre après le domaine répresseur, pouvant expliquer des 
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fonctions opposées aux autres isoformes. 172,173 Cette partie N-terminale comporte également 

ÕÎ ÄÏÍÁÉÎÅ ÄȭÈÏÍÏÄÉÍïÒÉÓÁÔÉÏÎ ɉÒïÓÉÄÕÓ ρ-ρψςɊȟ ÐÏÕÖÁÎÔ ðÔÒÅ ÕÎÅ ÅØÐÌÉÃÁÔÉÏÎ ÄÅ ÌȭÅÆÆÅÔ 

dominant négatif de sa forme mutée dans les syndromes de Denys-Drash.174ɀ176 La partie C-

ÔÅÒÍÉÎÁÌÅ ÑÕÉ ÓȭïÔÅÎÄ ÄÅ ÌȭÅØÏÎ χ Û ρπ ÅÓÔ ÃÏÍÐÏÓïÅ ÄȭÕÎ ÄÏÍÁÉÎÅ ÄÅ ÌÉÁÉÓÏÎ ÁÕØ ÁÃÉÄÅÓ 

ÎÕÃÌïÉÑÕÅÓ ɉ!$. ÅÔ !2.Ɋ ÁÉÎÓÉ ÑÕȭÁÕØ ÐÒÏÔïÉÎÅÓ ÁÖÅÃ τ ÓÔÒÕÃÔÕÒÅÓ ÅÎ ÄÏÉÇÔÓ ÄÅ ÚÉÎÃ ÄÅ ÔÙÐÅ 

Cystéine 2-Histidine 2 (Figure 12). 177  

Trois des quatre doigts de zinc de cette protéine (ZF2-τɊ ÐÒïÓÅÎÔÅÎÔ ÅÎÖÉÒÏÎ φυϷ ÄȭÈÏÍÏÌÏÇÉÅ 

de séquence protéique avec le facteur de transcription EGR-1 et est capable de reconnaître la 

séquence consensus de celui-ci.178 *ÕÓÑÕȭÛ ÁÕÊÏÕÒÄȭÈÕÉȟ ÌÁ ÐÒÅÍÉîÒÅ ÓÔÒÕÃÔÕÒÅ ÅÎ ÄÏÉÇÔ ÄÅ ÚÉÎÃ 

ɉ:&ρɊ ïÔÁÉÔ ÃÏÎÓÉÄïÒïÅ ÃÏÍÍÅ ÐÁÒÔÉÃÉÐÁÎÔ ÐÁÓ ÏÕ ÐÅÕ Û ÌÁ ÌÉÁÉÓÏÎ ÄÅÓ !$. ÅÔ ÓÏÎ ÒĖÌÅ ÎȭïÔÁÉÔ ÐÁÓ 

connu. Cependant, des études récentes ont montré que ZF1 jouait un rôle dans la stabilité et  

ÌȭÁÆÆÉÎÉÔï ÄÅ ÌÉÁÉÓÏÎ aux acides nucléiques. De plus, il serait capable de changer de conformation 

ÓÅÌÏÎ ÌȭÁÃÉÄÅ ÎÕÃÌïÉÑÕÅ ÌÉï ÐÁÒ ÌÅÓ ÁÕÔÒÅÓ ÄÏÍÁÉÎÅÓ ÅÎ ÄÏÉÇÔ ÄÅ ÚÉÎÃ ÍÁÉÓ ÎÅ participerait  pas à 

ÌÁ ÓÐïÃÉÆÉÃÉÔï ÄÅ Ìȭ!$. ÆÉØï179,180 Le ZF1 aurait plus particulièrement un rôle à jouer dans la 

liaison des ARN.181 

 

FIGURE 12 - SCHEMA DE LA STRUCTURE DU GENE ET DE LA PROTEINE WT1. Le gène WT1 est 

ÃÏÎÓÔÉÔÕï ÄÅ ρπ ÅØÏÎÓ ÅÔ ÐÏÓÓîÄÅ τ ÓÉÔÅÓ Äȭinitiation de la traduction (indiqué par une flèche noire 

ÁÃÃÏÍÐÁÇÎï ÄÅ ÌÁ ÐÏÓÉÔÉÏÎɊȢ ,ȭÉÓÏÆÏÒÍÅ !74ρ ÄïÍÁÒÒÅ Û ÐÁÒÔÉÒ ÄȭÕÎ !4' ÁÌÔÅÒÎÁÔÉÆ ÓÅ ÔÒÏÕÖÁÎÔ ÄÁÎÓ ÌÁ 

partie introniÑÕÅ ÓïÐÁÒÁÎÔ ÌȭÅØÏÎ ρ ÅÔ ς ɉρÁɊȢ 5ÎÅ ÆÏÉÓ ÃÅ ÇîÎÅ ÔÒÁÎÓÃÒÉÔȟ ÉÌ ÖÁ ÓÕÂÉÒ ÐÌÕÓÉÅÕÒÓ ïÐÉÓÓÁÇÅÓ 

alternatifs (symbolisés par les flèches orangeɊ ÄÏÎÔ ÌȭïÐÉÓÓÁÇÅ ÄÅÓ ρχ ÁÃÉÄÅÓ ÁÍÉÎïÓ ɉÁȢÁɊ ÄÁÎÓ ÌȭÅØÏÎ υ 
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ÅÔ ÄÅÓ σ ÁÃÉÄÅÓ ÁÍÉÎïÓ ɉ+43Ɋ ÅÎÔÒÅ ÌȭÅØÏÎ ω ÅÔ ρπ ÖÏÎÔ ÐÒÏduire les 4 isoformes principales. La protéine 

WT1 possède plusieurs domaines. En partie C terminale, on retrouve les quatre structures en doigt de 

zinc (ZF1-τɊ ÐÅÒÍÅÔÔÁÎÔ ÌÁ ÌÉÁÉÓÏÎ Û Ìȭ!$. ÅÔ ïÇÁÌÅÍÅÎÔ ÌÅ ÓÉÇÎÁÌ ÄÅ ÌÏÃÁÌÉÓÁÔÉÏÎ ÎÕÃÌïÁÉÒÅ ÓÅ ÔÒÏÕÖÁÎÔ ÁÕ 

niveau du premier et entre le deuxième et troisième doigt de zinc. En partie N-terminale de la protéine 

ÓÅ ÔÒÏÕÖÅ ÌÅÓ ÄÏÍÁÉÎÅÓ ÄȭÁÓÓÏÃÉÁÔÉÏÎ ÁÕØ ÐÁÒÔÅÎÁÉÒÅÓ ÄÅ 74ρ et permettant aussi son homodimérisation 

ÁÉÎÓÉ ÑÕȭÕÎ ÄÏÍÁÉÎÅ ÁÃÔÉÖÁÔÅÕÒȟ un domaine répresseur et un domaine de reconnaissance des ARN. 

Inspiré de Yang et al., 2007.182 

 LOCALISATION NUCLEAIRE DE LA PROTEINE WT1 

Une localisation nucléaire de la protéine WT1, en concordance avec son rôle de facteur de 

transcription  a été mise en évidence.183 Des expériences de colocalisation ont montré que les 

isoformes +KTS de WT1 se situait dans des compartiments nucléaires (corps de Cajal et 

speckles) impliqués dans ÌȭïÐÉÓÓÁÇÅ ÄÅÓ !2. ÐÒï-messagers tandis que les isoformes ɀKTS 

étaient retrouvées principalement co-ÅØÐÒÉÍïÅÓ Û ÄȭÁÕÔÒÅÓ ÆÁÃÔÅÕÒÓ ÄÅ ÔÒÁÎÓÃÒÉÐÔÉÏÎ et à des 

séquences dȭ!$. spécifiques.181 De plus, des traitements à la RNAse altèrent uniquement la 

localisation nucléaire des isoformes +KTS suggérant un rôle post-transcriptionnel de ces 

isoformes.184 Des expériences de résonance magnétique nucléaire ont confirmé la formation 

ÄȭÕÎÅ ÓÔÒÕÃÔÕÒÅ ÐÌÕÓ ÓÔÁÂÌÅ des isoformes ɀ+43 ÅÎ ÐÒïÓÅÎÃÅ ÄȭÕÎ !$. ÃÉÂÌÅ par rapport aux 

isoformes comprenant les trois acides aminés KTS. Les auteurs expliquent que cette perte de 

ÓÔÁÂÉÌÉÔï ÅÓÔ ÄÕÅ Û ÌȭÉÎÓÅÒÔÉÏÎ ÄÅ ÃÅÓ ÁÃÉÄÅÓ ÁÍÉÎïÓ ÄÉÍÉÎÕÁÎÔ ÌÅÓ ÉÎÔÅÒÁÃÔÉÏÎÓ ÅÎÔÒÅ ÌÅÓ ÄÅÕØ 

structures en doigt de zinc.185 ,ȭÉÎÔïÇÒÁÔÉÏÎ ÏÕ ÎÏÎ ÄÅ ÌȭÅØÏÎ υ ÎÅ ÓÅÍÂÌÅ ÐÁÓ ÉÍÐÁÃÔÅÒ sa 

localisation.  

Des auteurs ont identifié Û ÌȭÁÉÄÅ ÄÅ ÍÕÔÁÎÔÓ ÓÐïÃÉÆÉÑÕÅÓ, ÌȭÅØÉÓÔÅÎÃÅ ÄÅ deux signaux de 

localisation nucléaire (NLS) sur la séquence de WT1 se trouvant entre la position 291 et 350, 

plus précisément au niveau de la première structure et entre la deuxième et troisième structure 

en doigt de zinc (figure 12).186  

Ces localisations différentes des isoformes +/ - KTS attestent de rôles spécifiques à chacune, ceci 

étant certainement lié à la modification de la liaison des acides nucléiques par la présence ou 

ÌȭÁÂÓÅÎÃÅ de cet épissage de 3 acides aminés influençant la liaison du domaine en doigt de zinc. 

La localisation de ces isoformes ainsi que sa structure laisse penser à un rôle transcriptionnel 

et post-transcriptionnel  de WT1. 
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II.  REGULATEUR TRANSCRIPTIONNEL ET POST-TRANSCRIPTIONNEL 

 WT1 ET SES GENES CIBLES 

De par son domaine de liaison des acides nucléiques avec ses structures en doigt de zinc, WT1 

peut réguler la transcription de gènes cibles. Selon le type cellulaire, les isoformes de WT1 et le 

ÔÁÕØ ÄȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ ÃÅÌÌÅÓ-ci, il pourra agir comme activateur ou répresseur de la transcription. 

Plusieurs motifs Äȭ!$. reconnus par WT1 ont été référencés, le premier a été le motif reconnu 

par EGR-ρ ÇÒÝÃÅ Û ÌȭÈÏÍÏÌÏÇÉÅ ÅÎÔÒÅ ÌÅ ÄÏÍÁÉÎÅ ÅÎ ÄÏÉÇÔ ÄÅ ÚÉÎÃ ÄÅ ces deux gènes.187 Deux 

autres motifs dérivant du motif EGR-1 ont été décrits par la suite par Hamilton et ses 

collaborateurs ainsi que Nakagama et son équipe avec le motif WTE. 188,189 Par la suite, lors de 

ÌȭÉÄÅÎÔÉÆÉÃÁÔÉÏÎ ÄÅ ÎÏÕÖÅÌÌÅÓ ÃÉÂÌÅÓ ÄÅ 74ρȟ ÄȭÁÕÔÒÅÓ ÓïÑÕÅÎÃÅÓ ÏÎÔ ïÔï ÄïÃrites tels que le motif 

(TCC)n, ou le motif WKE.190,191 La plupart de ces motifs de liaison reconnus par WT1 concorde 

avec la séquence décrite par des études de cristallographie.180 

De nombreuses cibles de WT1 ou de certaines de ses isoformes ont été décrites et celles-ci sont 

des gènes impliqués dans de nombreuses fonctions cellulaires. On retrouve des gènes régulant 

le développement de certains organes tels que les reins et les gonades, la régulation de gènes 

participant au métabolisme ou au cycle cellulaire, à la prolifération , la différenciation ou encore 

à ÌȭÁÐÏÐÔÏÓÅ (Tableau 6).  

Gènes cibles 
Activation/  
Répression  

Isoforme(s) de WT1 
impliquée(s)  

Référence(s) 

Rôle dans la croissance et/ou le développement  
RAR-ɻ ɉÒÅÔÉÎÏÉÃ ÁÃÉÄ ÒÅÃÅÐÔÏÒ- ɻɊ Répression WT1 total 192 

TGF- ɼ ɉÔÒÁÎÓÆÏÒÍÉÎÇ ÇÒÏ×ÔÈ ÆÁÃÔÏÒ-ɼɊ Répression WT1 ɀKTS (+/-Ex5) 193 
EPO (érythropoïétine) Activation WT1 ɀKTS (+/-Ex5) 194 

EGFR (early growth factor receptor) Répression WT1 +/-KTS (+/ -Ex5) 195 

IGF-II (insulin growth factor -II)  
Activation/  
Répression 

WT1ɀKTS (activation) 
WT1+KTS (repression) 

173,196,197 

Rôle dans la différenciatio n 
CSF-1 (colony stimulating factor 1) Répression WT1 total 198 

HOXA10 (Homeobox A10) Répression WT1 total 199 
P21 Activation WT1 ɀKTS (+/-Ex5) 200 

c-Myb Répression WT1 total 201 
2ĖÌÅ ÄÁÎÓ ÌȭÁÐÏÐÔÏÓÅ 

BCL2 Activation WT1 ɀKTS (+/-Ex5)  202 
c-MYC Activation WT1 +/-KTS (+/ -Ex5) 203,204 

A1/BFL1 Activation WT1 ɀKTS (+/-Ex5)  205 
Régulation épigénétique  

DNMT3A Activation WT1 total 206 
Autres cibles  

MDR-1 (multidrug resistance 1) Répression WT1 total 207 
MMP9 (matrix metalloproteinase-9) Répression WT1 +/-KTS (+/ -Ex5) 208 

TABLEAU 6 - LISTES NON EXHAUSTIVES DE CERTAINES CIBLES TRANSCRIPTIONNELLES DE WT1. 

Ces différentes études ont été réalisées sur des lignées ou tissus sain(e)s ou cancéreux (ses) de 
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reins, de gonades, et hématopoïétiques. Pour chaque gène, il est précisé si WT1 a un rôle 

ÁÃÔÉÖÁÔÅÕÒ ÏÕ ÒïÐÒÅÓÓÅÕÒ ÅÔ ïÇÁÌÅÍÅÎÔ ÓÉ ÌȭÅÆÆÅÔ Á ïÔï ïÔÕÄÉï ÓÕÒ ÌÁ ÐÒÏÔïÉÎÅ ÔÏÔÁÌÅ ÏÕ ÓÉ ÃÅÌÁ ÅÓÔ 

induit par une ou plusieurs isoformes particulières. Inspiré de Toska et al., 2014.164 

 WT1, SON ROLE DE REGULATEUR POST-TRANSCRIPTIONNEL 

En 1995, il a été mis en évidence une localisation nucléaire différentielle des isoformes de WT1 

ÄÁÎÓ ÌÁ ÌÉÇÎïÅ ÃÅÌÌÕÌÁÉÒÅ ÍïÓÏÎïÐÈÒÉÑÕÅ ÆĞÔÁÌÅ -ρυ.184 Les isoformes ɀKTS étaient colocalisées 

avec le facteur de transcription Sp1 et présentaient une liaison des ADN cibles avec les ZF3-4 

tandis que les isoformes +KTS étaient retrouvées localisées au même niveau que ÌȭÁÎÔÉÇîÎÅ 3Í 

détectant ÌÅÓ ÐÒÏÔïÉÎÅÓ 3Í ÑÕÉ ÓÏÎÔ ÌȭÕÎ ÄÅÓ constituants du spliceosome. De plus, ces isoformes 

+KTS présentaient une modification de la conformation des 2 derniers doigts de zinc 

augmentant la flexibilité de la structure et une diminution de la stabilité impactant les 

interactions ÅÎÔÒÅ Ìȭ!$. ÃÉÂÌÅ ÅÔ ÌÅ :&τ.185,209 Cette localisation des isoformes +KTS a ensuite 

été confirmée par une étude réalisée sur les ovocytes de Xenopus où les transcrits en formation, 

les snurposomes ɼ ÅÔ ÌÅÓ nucléoles étaient colocalisés avec les isoformes +KTS.181  

#ÅÓ ÄÉÆÆïÒÅÎÔÅÓ ïÔÕÄÅÓ ÏÎÔ ÁÍÅÎï ÌȭÉÄïÅ ÄȭÕÎ ÒĖÌÅ post-transcriptionnel de cette protéine et plus 

tard, il a été mis en évidence son implicatÉÏÎ ÄÁÎÓ ÌȭïÐÉÓÓÁÇÅ ÄÅÓ ÐÒï-ARN messagers, et son 

ÁÓÓÏÃÉÁÔÉÏÎ ÁÖÅÃ ÄÅÓ ÆÁÃÔÅÕÒÓ ÄȭïÐÉÓÓÁÇÅ ÔÅÌÓ ÑÕÅ 5ς!&φυ ÏÕ 74!0 ÏÕ ÁÖÅÃ ÄȭÁÕÔÒÅÓ ÐÒÏÔïÉÎÅÓȢ  

II. B. 1. WT1 ET SA LIAISON AUX ARN MESSAGERS 

Caricasole et ses collaborateurs furent les premiers Û ÄïÃÒÉÒÅ ÌÁ ÌÉÁÉÓÏÎ ÓÐïÃÉÆÉÑÕÅ ÄȭÕÎÅ 

ÓïÑÕÅÎÃÅ Äȭ!2. Igf2 dépendant du domaine en doigt de zinc de WT1 (+/ -KTS) et plus 

particulièrement du ZF1210, ceci fut confirmé dans des expériences in vivo sur des ovocytes de 

Xénopus.181 Une autre étude a montré la liaison ÄȭÕÎÅ ÓïÑÕÅÎÃÅ ÄȭARNm ÄÅ Ìȭactinine-ɻ 1 

(ACTN1) par le  domaine en doigt de zinc de WT1 et une autre équipe a mis en évidence un site 

de reconnaissance des ARN (RRM, RNA recognition motif) se trouvant en partie N-terminale de 

la protéine en amont du domaine répresseur.211,212 WT1 se lie préférentiellement aux régions 

σȭ542 ÄÅÓ !2.Í ÁÆÉÎ ÄȭÁÕÇÍÅÎÔÅÒ ÌÅÕÒ ÓÔÁÂÉÌÉÔï ÅÔ ÄȭïÖÉÔÅÒ ÌÅÕÒ ÄïÇÒÁÄÁÔÉÏÎȢ213,214   

II. B. 2. WT1 ET LES FACTEURS DȭEPISSAGE 

La protéine WT1 (isoformes +KTS) étant décrite comme associée à des composants du 

spliceosome, différentes études ont tenté ÄȭÁÐÐÒÏÆÏÎÄÉÒ ÌÅÓ ÁÎÁÌÙÓÅÓ et de mettre en évidence 

ÓÏÎ ÉÍÐÌÉÃÁÔÉÏÎ ÄÁÎÓ ÌÅÓ ÐÈïÎÏÍîÎÅÓ ÄȭïÐÉÓÓÁÇÅȢ Ces études ÏÎÔ ÍÏÎÔÒï ÌȭÁÓÓÏÃÉÁÔÉÏÎ des 

isoformes +KTS à ÄÅÓ ÆÁÃÔÅÕÒÓ ÄȭïÐÉÓÓÁÇÅ ÔÅÌÓ ÑÕÅ les protéines U2AF65 (facteur auxiliaire U2 

ÐÁÒÔÉÃÉÐÁÎÔ Û ÕÎ ÃÏÍÐÌÅØÅ ÆÉØÁÎÔ Ìȭ!2.), WTAP (WT1 associated protein) et RBM4 (RNA 

binding protein 4). Pour cette dernière, WT1 inhibe son ÁÃÔÉÖÉÔï ÄȭïÐÉÓÓÁÇÅ in vivo.215ɀ218  
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0ÕÉÓÑÕÅ 74ρ ÐÏÓÓîÄÅ ÕÎ ÄÏÍÁÉÎÅ ÄȭÈÏÍÏÄÉÍïÒÉÓÁÔÉÏÎȟ Ìes auteurs ont proposé ÌȭÈÙÐÏÔÈîÓÅ 

Äȭune coopération entre les isoformes de WT1 (+KTS et ɀKTS) ÓȭÁÓÓÕÒÁÎÔ de la synthèse mais 

également de ÌȭïÐÉÓÓÁÇÅ ÃÏÒÒÅÃÔ ÄÅ ÃÅÓ !2.Í.215   

II. B. 3. WT1, UN EVENTUEL ROLE DANS LA TRADUCTION 

La protéine WT1 serait impliquée dans la migration du noyau vers le cytoplasme. En effet, les 

auteurs ont montré dans deux lignées cellulaires murines de mésothélium (AC29) ou 

ÍïÓÏÎïÐÈÒÉÑÕÅ ÆĞÔÁÌÅ ɉ-ρυɊ, un pourcentage non négligeable (10-50%) de la protéine WT1 

(isoformes +/-KTS) était retrouvé dans la portion cytoplasmique dont une majeure partie 

associée à des ribonucléoprotéines (RNPs) suggérant un rôle dans le métabolisme des ARN. Ils 

ont également montré ÌȭÁÓÓÏÃÉÁÔÉÏÎ ÄÅ WT1 à des polysomes suggérant ici une implication dans 

la traduction protéique.219 "ÏÒ ÅÔ ÓÏÎ ïÑÕÉÐÅ ÏÎÔ ÍÏÎÔÒï ÑÕÅ 74ρ ÁÕÇÍÅÎÔÁÉÔ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ 

Äȭ!2. ÎÏÎ ïÐÉÓÓïÓ ÃÏÎÔÅÎÁÎÔ ÕÎ ÓÉÇÎÁÌ #4% (constitutive transport element), permettait leur 

export nucléaire et leur association à des polyribosomes afin ÄȭÉÎÄÕÉÒÅ leur traduction.220  

#ÅÓ ÄÉÆÆïÒÅÎÔÅÓ ïÔÕÄÅÓ ÁÔÔÅÓÔÅÎÔ ÄȭÕÎ ÒĖÌÅ ÔÒÁÎÓÃÒÉÐÔÉÏÎÎÅÌ ÄÅÓ ÉÓÏÆÏÒÍÅÓ ɀKTS pouvant se lier 

de manière spécifique à des séquences Äȭ!$. ÅÔ ÄȭÕÎ ÒĖÌÅ ÐÏÓÔ-transcriptionnel pour les 

isoformes +KTS. Cependant, les fonctions précises de ces différentes isoformes restent encore 

à être approfondies.   

II. B. 4. WT1 ET SES PARTENAIRES 

WT1 possède de nombreux partenaires ÔÅÌÓ ÑÕÅ ÄȭÁÕÔÒÅÓ ÆÁÃÔÅÕÒÓ ÄÅ transcriptio n, des 

protéines régulatrices, qui vont participer à son rôle dans le développement, la croissance, la 

ÄÉÆÆïÒÅÎÃÉÁÔÉÏÎ ÏÕ ÅÎÃÏÒÅ ÌȭÁÐÏÐÔÏÓÅȢ Le tableau suivant énumère un certain nombre de 

protéines avec lesquelles cette protéine va collaborer (Tableau 6).   

Facteurs de transcription  

- STAT3 

-  WT1 (homodimérisation, effet dominant 

négatif) 

- Hsp70 

- p53 

Co-régulateurs  
- BASP1 

- Par-4 
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Facteurs intervenant dans la 

production et le métabolisme des 

ARN 

- Actine 

- RBM4 

- WTAP 

- U2AF65 

Facteurs épigénétiques  

- DNMT1 

- DNMT3A 

- TET2 

TABLEAU 7 - PARTENAIRES DE WT1 (LISTE NON EXHAUSTIVE). Ce tableau présente quelques 

ÐÒÏÔïÉÎÅÓ ÑÕÉ ÖÏÎÔ ÓÏÉÔ ÒïÇÕÌÅÒ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ WT1, soit participer à son action physiologique et/ou 

pathologique. Inspiré de Toska et Roberts, 2014.164 

III.  EXPRESSIONS ET FONCTIONS PHYSIOLOGIQUES DE WT1 

,ȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ WT1 est, contrairement à de nombreux facteurs de transcription, restreinte à 

certains tissus et types cellulaires. De plus son expression varie selon des périodes de 

développement ou des stades de différenciation particuliers.  

 ROLES DANS LE DEVELOPPEMENT  

,ȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ du gène WT1 ÅÓÔ ÈÁÕÔÅÍÅÎÔ ÒïÇÕÌïÅ ÌÏÒÓ ÄÅ ÌȭÅÍÂÒÙÏÇÅÎîÓÅȢ Son rôle de facteur 

de transcription va cibler de nombreux gènes impliqués dans le développement tissulaire, la 

croissance, ou encore la différenciation cellulaire ÅÔ ÌȭÁÐÏÐÔÏÓÅȢ WT1 est retrouvé exprimé dans 

de nombreux tissus composés de mésothélium et dérivés du mésoderme. En effet, des 

ÅØÐïÒÉÅÎÃÅÓ ÄȭÈÙÂÒÉÄÁÔÉÏÎ in situ chez la souris ont peÒÍÉÓ ÄÅ ÄïÔÅÃÔÅÒ 74ρ ÄÁÎÓ ÌÅ ÃĞÌÏÍÅ 

(cavité embryonnaire), le tissu cardiaque, les intestins, le foie, les poumons et la crête 

ÕÒÏÇïÎÉÔÁÌÅ ÑÕÉ ÄÏÎÎÅÒÁ ÌÅÓ ÇÏÎÁÄÅÓȟ ÌȭÁÐÐÁÒÅÉÌ ÕÒÉÎÁÉÒÅ ÍÁÉÓ ÁÕÓÓÉ ÌÅÓ ÌÉÇÁÍÅÎÔÓ ÄÕ ÄÉÁÐÈÒÁÇÍÅ 

et inguinaux.221  

III. A. 1. DEVELOPPEMENT DES REINS ET DES GONADES 

Les fonctions de WT1 dans le développement des organes uro-génitaux ont été mises en 

ïÖÉÄÅÎÃÅ Û ÐÁÒÔÉÒ ÄÅ ÌȭÉÄÅÎÔÉÆÉÃÁÔÉÏÎ ÄÅÓ ÁÎÏÍÁÌÉÅÓ ÐÒïÓÅÎÔÅÓ ÃÈÅÚ ÌÅÓ ÐÁÔÉÅÎÔÓ ÁÔÔÅÉÎÔÓ ÄÕ 

syndrome de Denys-Drash.  

Au niveau rénal, WT1 est exprimé au cours du développement embryonnaire puis restreint 

ensuite aux podocytes des glomérules. +ÒÅÉÄÂÅÒÇ ÅÔ ÓÅÓ ÃÏÌÌÁÂÏÒÁÔÅÕÒÓȟ ÄÁÎÓ ÌȭÏÐÔÉÑÕÅ ÄȭïÔÕÄÉÅÒ 

le rôle de WT1 dans le développement urogénital, ont établi un modèle murin déficient pour ce 

gène chez des souris C57BL/6J. Les souris déficientes et homozygotes (WT1-/ -), mouraient in 
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utero entre le 13e et le 15e jour de gestation à cause ÄȭÕÎÅ ÁÐÏÐÔÏÓÅ ÃÅÌÌÕÌÁÉÒÅ ÍÁÓÓÉÖÅ des 

cellules mésenchymateuses du métanéphros empêchant la formation du bourgeon urétéral. Les 

ÁÕÔÅÕÒÓ ÏÎÔ ïÇÁÌÅÍÅÎÔ ÏÂÓÅÒÖï ÌȭÁÂÓÅÎÃÅ ÄÅ ÄïÖÅÌÏÐÐÅÍÅÎÔ ÄÅÓ ÇÏÎÁÄÅÓȟ ÕÎÅ ÁÔÒÏÐÈÉÅ 

cardiaque et pulmonaire, ainsi ÑÕȭun diaphragme discontinu.222,223 Un autre rôle important de 

74ρ ÅÓÔ ÑÕȭÉÌ participe à la transition mésenchymato-ïÐÉÔÈïÌÉÁÌÅ Û ÌȭÏÒÉÇÉÎÅ ÄÅ ÌÁ ÆÏÒÍÁÔÉÏÎ ÄÅÓ 

vésicules rénales à partir du mésenchyme métanéphrique en augmentant ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ 

Wnt4.224 Après la naissance, WT1 reste exprimé dans les podocytes des glomérules rénaux 

murins ÐÏÕÒ ÍÁÉÎÔÅÎÉÒ ÌȭÈÏÍïÏÓÔÁÓÉÅ ÒïÎÁÌÅ ÅÎ ÒïÇÕÌÁÎÔ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ ÃÅÒÔÁÉÎÓ ÇîÎÅÓ  ÔÅÌÓ ÑÕÅ 

Pax2 ou la néphrin e. 225,226 

Les souris déficientes pour WT1 ont montré ÅÎ ÐÌÕÓ ÄȭÕÎ ÄïÆÁÕÔ ÄÅ ÄïÖÅÌÏÐÐÅÍÅÎÔ ÒïÎÁÌȟ une 

altération dans la formation des gonades attestant également du rôle primordial de ce gène. A 

ÌȭÁÉÄÅ ÄÅ ÄÅÕØ ÓÏÕÒÉÓ ÄïÆÉÃÉÅÎÔÅÓ ÐÏÕÒ ÌÅÓ ÉÓÏÆÏÒÍÅÓ Ϲ+43 ÏÕ ɀKTS, il a été mis en évidence un 

ÄïÆÁÕÔ ÄÕ ÄïÔÅÒÍÉÎÉÓÍÅ ÓÅØÕÅÌ ÅÎ ÁÂÓÅÎÃÅ ÄÅ ÌȭÉÓÏÆÏÒÍÅ Ϲ+43 ÑÕÉ apparait essentiel pour 

maintenir un taux élevé du gène Sry (Sex determining Region of Y chromosome) et induire la 

signalisation via Sox9 (Sry box-9) et le développement des gonades mâles chez la souris.227,228 

Le rôle essentiel de WT1 dans la survie et la maintenance des cellules germinales et de Sertoli 

Á ïÔï ÐÒÏÕÖï ÐÁÒ ÌȭÕÔÉÌÉÓÁÔÉÏÎ ÄÅÓ !2. ÉÎÔÅÒÆïÒÅÎÃÅÓ.229 Les gonades femmes expriment aussi 

74ρ ÄÕÒÁÎÔ ÌÅ ÄïÖÅÌÏÐÐÅÍÅÎÔ ÄÅÓ ÏÖÁÉÒÅÓ ÍÁÉÓ ÁÕÓÓÉ ÁÕ ÃÏÕÒÓ ÄÅ ÃÈÁÑÕÅ ÃÙÃÌÅ Û ÌȭÝÇÅ ÁÄÕÌÔÅ ÁÕ 

niveau des cellules de la granulosa des follicules primordiaux, primaires et secondaires, 

attestant de son rôle dans la folliculogénèse.230 

III. A. 2. DEVELOPPEMENT DȭAUTRES TYPES DE TISSUS 

74ρ ÅÓÔ ïÇÁÌÅÍÅÎÔ ÉÍÐÌÉÑÕïȟ ÄÁÎÓ ÄÅ ÍÏÉÎÄÒÅÓ ÍÅÓÕÒÅÓȟ ÄÁÎÓ ÌÅ ÄïÖÅÌÏÐÐÅÍÅÎÔ ÄȭÁÕÔÒÅÓ ÔÉÓÓÕÓ 

ÄÅ ÌȭÏÒÇÁÎÉÓÍÅȢ .ÏÔÁÍÍÅÎÔȟ ÉÌ ÅÓÔ ÁÓÓÏÃÉï ÁÕ ÄïÖÅÌÏÐÐÅÍÅÎÔ ÄÅ ÌȭïÐÉÃÁÒÄÅ ÅÎ ÒïÇÕÌÁÎÔ ÄÅÓ ÇîÎÅÓ 

ÄȭÁÄÈïÓÉÏÎȟ ÌÁ 4%- ÅÔ la migration, et la formation des coronaires irriguÁÎÔ ÌÅ ÃĞÕÒȢ 231,232 On le 

retrouve exprimé au niveau de la capsule de la rate ɉÓÉÔÅ ÄÅ ÌȭÈïÍÁÔÏÐÏāîÓÅ ÅÍÂÒÙÏÎÎÁÉÒÅɊ233, 

au niveau du système nerveux234 et des cellules ganglionnaires rétiniennes235 ou encore dans 

les cellules mésothéliales des bourgeons pulmonaires236 et du foie adulte ou en 

développement.221,237 

 ROLE DANS LȭHEMATOPOÏESE 

,Å ÒĖÌÅ ÄÅ 74ρ ÄÁÎÓ ÌȭÈïÍÁÔÏÐÏāîÓÅ ÐÈÙÓÉÏÌÏÇÉÑÕÅ ÅÓÔ ÅÎÃÏÒÅ mal connu, la plupart des études 

ÓȭïÔÁÎÔ ÉÎÔïÒÅÓÓïÅÓ Û ÓÏÎ ÒĖÌÅ ÄÁÎÓ ÌÅÓ ÄïÓÏÒÄÒÅÓ ÈïÍÁÔÏÐÏāïÔÉÑÕÅÓȢ De plus, les différentes 

études existantes présentent des résultats plus ou moinÓ ÄÉÓÃÏÒÄÁÎÔÓ ÑÕÉ ÐÅÕÖÅÎÔ ÓȭÅØÐÌÉÑÕÅÒ 
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notamment par la variété de modèles étudiés et la prise en compte ou non des différentes 

isoformes de WT1.  

#ÅÐÅÎÄÁÎÔȟ ÌÏÒÓ ÄÅ ÌȭÅÍÂÒÙÏÇÅÎîÓÅȟ ÌÅÓ ÓÉÔÅÓ ÁÓÓÕÒÁÎÔ ÌȭÈïÍÁÔÏÐÏāîÓÅ ÔÅÌÓ ÑÕÅ ÌÁ ÒÁÔÅ, le thymus 

ÅÔ ÌÅ ÆÏÉÅ ÆĞtal expriment Wt1, ÓÕÇÇïÒÁÎÔ ÕÎ ÒĖÌÅ ÄÅ ÃÅ ÇîÎÅ ÄÁÎÓ ÌȭÈïÍÁÔÏÐÏāîÓÅȢ234,238 De plus, 

la sous-population CD34+ de la moelle osseuse (humaine et murine) ÁÉÎÓÉ ÑÕÅ ÌÅ ÓÁÎÇ ÆĞÔÁÌ ÄÅ 

cordon présente une expression élevée de Wt1 ÒÅÎÆÏÒëÁÎÔ ÌȭÉÄïÅ ÄȭÕÎÅ ïÖÅÎÔÕÅÌÌÅ ÉÍÐÌÉÃÁÔÉÏÎ 

de ce gène.239,240 5ÎÅ ïÔÕÄÅ ÄÅ Ìȭexpression de Wt1 au cours de la différenciation 

hématopoïétique murine a été réalisée et a montré que celle-ci était spécifique à des sous-types 

ÃÅÌÌÕÌÁÉÒÅÓȢ %Î ÅÆÆÅÔȟ ÌÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÓÏÕÃÈÅÓ ÈïÍÁÔÏÐÏāïÔÉÑÕÅÓ ÎȭÅØÐÒÉÍÅÎÔ ÐÁÓ Wt1, et une très 

faible quantité ɉÍÏÉÎÓ ÄÅ ρϷɊ ÄÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÐÒÏÇïÎÉÔÒÉÃÅÓ ÍÕÌÔÉÐÏÔÅÎÔÅÓ ÌȭÅØÐÒÉÍÅÎÔȢ ,ÅÓ ÍðÍÅÓ 

ÁÕÔÅÕÒÓ ÏÎÔ ÍÏÎÔÒï ÑÕÅ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÌÁ ÐÌÕÓ ÆÏÒÔÅ ïÔÁÉÔ ÒÅÔÒÏÕÖïÅ ÄÁÎÓ ÌÅÓ ÐÒÏÇïÎÉÔÅÕÒÓ 

myéloïdes communs (CMP), les progéniteurs granulocytes-monocytes (GMP) et les 

progéniteurs érythroïdes-ÍïÇÁÃÁÒÙÏÃÙÔÅÓ ɉ-%0Ɋ Û ÒÁÉÓÏÎ ÄȭÅÎÖÉÒÏÎ τϷȟ ρϷ ÅÔ ρχϷ 

respectivement. Puis, ÉÌÓ ÏÎÔ ÏÂÓÅÒÖï ÕÎÅ ÄÉÍÉÎÕÔÉÏÎ ÄÅ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÁÕ ÃÏÕÒÓ ÄÅ ÌÁ 

différenciation des précurseurs et une très faible expression dans certains sous-types de 

cellules matures (Figure 13).241  

 

FIGURE 13 - EXPRESSION DE WT1 AU COURS DE L'HEMATOPOÏESE. WT1 est retrouvé exprimé dans 

une faible proportion de cellules CD34+ CD38- (quiescentes ou proliférantes), puis cette expression 

augmente dans les progéniteurs communs myéloïdes pour diminuer ensuite lors de la maturation des 

précurseurs. Inspiré de Huff et al., 2011.241,242  

En accord avec ces données, Menssen et ses collaborateurs ont montré que des progéniteurs 

ÉÓÏÌïÓ ÄÕ ÓÁÎÇ ÆĞÔÁÌ ÄÅ ÃÏÒÄÏÎ ÅØÐÒÉÍÁÎÔ ÆÏÒÔÅÍÅÎÔ WT1 et remis en culture avec des facteurs 



- 76 - 
 

ÄÅ ÃÒÏÉÓÓÁÎÃÅ ÖÏÙÁÉÅÎÔ ÌÅÕÒ ÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÉÍÉÎÕÅÒ ÊÕÓÑÕȭÛ ÄÉÓÐÁÒÁÉÔÒÅ ÁÕ ÃÏÕÒÓ ÄÅ ÌÁ 

différenciation.240 Ceci a été confirmé par des études sur les lignées leucémiques K562 et HL60, 

où WT1 était sous-exprimé ÌÏÒÓ ÄÅ ÌȭÉÎÄÕÃÔÉÏÎ ÄÅ ÌÁ ÄÉÆÆïÒÅÎÃÉÁÔÉÏÎ 

érythrocytaire/mégacaryocytaire ou monocytaire/ granulocytaire, respectivement.243,244 De 

ÍÁÎÉîÒÅ ÃÏÎÔÒÁÄÉÃÔÏÉÒÅȟ ÌȭÉÓÏÆÏÒÍÅ ! ÄÅ 74ρ ɉ-Ex5/-KTS) a été décrite comme induisant la 

différenciation ÇÒÁÎÕÌÏÃÙÔÁÉÒÅ ÄȭÕÎÅ ÌÉÇÎïÅ ÄÅ ÐÒÏÇïÎÉÔÅÕÒ ÍÙïÌÏāÄÅȢ245 Une étude distinguant 

le rôle de la partie N-terminale et C-terminale de la protéine WT1 a montré que la première 

était suffisante pour inhiber la croissance des cellules myéloïdes et induire la différenciation 

tandis que la seconde partie correspondant au domaine en doigt de zinc était requise pour 

réduire la prolifération érythrocytaire et inhiber leur différenciation. Cela implique que 

ÌȭÁÌÔïÒÁÔÉÏÎ ÄÅ ÌÁ ÐÒÏÌÉÆïÒÁÔÉÏÎ ÍÙïÌÏāÄÅ ÎÅ passe pas par le domaine en doigt de zinc mais plutôt 

ÐÁÒ ÌȭÉÎÔÅÒÁÃÔÉÏÎ ÁÖÅÃ ÄȭÁÕÔÒÅÓ ÆÁÃÔÅÕÒÓ ÅÎ ÐÁÒÔÉÅ .-terminale. 246 

Des modèles de surexpression de WT1 ont montré une augmentation de la prolifération des 

progéniteurs hématopoïétiques associée à un blocage de la différenciation dépendant de la 

signalisation G-CSF (Granulocyte- Colony Stimulating Factor)247,248 ! ÌȭÉÎÖÅÒÓÅ, une autre étude 

a montré que la transduction de WT1 dans des progéniteurs CD34+ isolés de cordon, entrainait 

une inhibition de la prolifération de ces cellules (formation de colonies érythrocytaires et 

myéloïdes).249 Ellissen propose que les fonctions de WT1 varient en fonction du stade de 

maturation de la cellule hématopoïétique. En effet, la différenciation serait induite dans les 

ÐÒïÃÕÒÓÅÕÒÓ ÄïÊÛ ÅÎÇÁÇïÓ ÄÁÎÓ ÕÎÅ ÌÉÇÎïÅ ÐÒïÃÉÓÅ ÔÁÎÄÉÓ ÑÕȭÕÎÅ ÑÕÉÅÓÃÅÎÃÅ ÄÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ 

primitives serait modulée par les isoformes +KTS de WT1.250  

Une étude de King-Underwood ÎȭÁ ÐÁÓ ÒÅÔÒÏÕÖï ÄȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ Wt1 dans la moelle osseuse 

ÁÄÕÌÔÅȟ ÌÅ ÆÏÉÅ ÆĞÔÁÌ ÏÕ ÌÁ ÒïÇÉÏÎ !'- chez la souris. De plus, le transfert adoptif de cellules 

provenant du foie fĞÔÁÌ ÐÅÒÍÅÔ ÄÅ ÒÅÃÏÎÓÔÉÔÕÅÒ ÕÎÅ ÓÏÕÒÉÓ ÐÒïÁÌÁÂÌÅÍÅÎÔ ÉÒÒÁÄÉïÅȢ Cela 

implique que Wt1 doit avoir un rôle mineur dans lȭÉÎÄÕÃÔÉÏÎ ÄÅ ÌȭÈïÍÁÔÏÐÏāîÓÅ ÍÕÒÉÎÅ ÅÔ doit 

certainement participer à la régulation de ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ ÇîÎÅÓ ÄÅs voies de signalisation 

hématopoïétique.251,252 

Quelques études se sont focalisées sur les gènes ÉÍÐÌÉÑÕïÓ ÄÁÎÓ ÌȭÈïÍÁÔÏÐÏāîÓÅ ÅÔ ÐÏÕÖÁÎÔ ðÔÒÅ 

ÒïÇÕÌïÓ ÐÁÒ 74ρȢ 0ÁÒÍÉ ÃÅÓ ÇîÎÅÓȟ ÏÎ ÒÅÔÒÏÕÖÅ ÌÅ ÒïÃÅÐÔÅÕÒ Û ÌȭïÒÙÔÈÒÏÐÏāïÔÉÎÅ ɉ%ÐÏ2Ɋ ÄÏÎÔ 

WT1 active la transcription ou le gène IRF8 (Interferon regulatory factor 8) dont sa 

transcription serait  inhibée, tous deux par liaison de WT1 aux promoteurs de ces gènes. 253,254  
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Cependant, lÅ ÒĖÌÅ ÄÅ 74ρ ÄÁÎÓ ÌȭÈïÍÁÔÏÐÏāîÓÅ ÐÈÙÓÉÏÌÏÇÉÑÕÅ ÒÅÓÔÅ ÅÎÃÏÒÅ peu connu ainsi que 

son implication dans les leucémies.  

IV. WT1  ET LES LEUCEMIES 

Dans le cadre des cancers, il existe différents exemples attestant de son rôle de gène 

ÓÕÐÐÒÅÓÓÅÕÒ ÄÅ ÔÕÍÅÕÒ ÃÏÍÍÅ ÄÁÎÓ ÌÅÓ ÃÁÎÃÅÒÓ ÒïÎÁÕØ ÄÅ ÌȭÅÎÆÁÎÔ. ! ÌȭÉÎÖÅÒÓÅȟ ÄȭÁÕÔÒÅÓ 

observations orientent sur des propriétés oncogéniques notamment la présence quasi 

ÓÙÓÔïÍÁÔÉÑÕÅ ÄȭÕÎÅ ÓÕÒÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÕ ÇîÎÅ ÁÕ ÄÉÁÇÎÏÓÔÉÃ ÄÅÓ ,!-Ȣ #ÅÔÔÅ ÓÕÒÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÎȭÅÓÔ 

pas véritablement expliquée puiÓÑÕÅ ÃÅÌÁ ÎȭÅÓÔ ÐÁÓ ÓÅÕÌÅÍÅÎÔ dépendant de ÌȭÉÍmaturité des 

cellules leucémiquesȢ %Î ÅÆÆÅÔȟ ÌÅ ÎÉÖÅÁÕ ÄȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ WT1 au diagnostic est nettement 

supérieur à celui des progéniteurs hématopoïétiques sains chez les patients leucémiques. De 

plus, une autre différence significative est que les CSL des patients leucémiques (CD34-) 

surexpriment WT1 contrairement aux CSH de donneurs sains.131,255,256  

 WT1, UN GENE SUPPRESSEUR DE TUMEUR 

IV. A. 1. MUTATIONS DU GENE WT1 DANS LES LEUCEMIES 

 La première évidence supportant le rôle suppresseur de tumeur de WT1 est la présence de 

mutations chez 5 à 15% des échantillons de moelle osseuse de patients atteints de LAM de 

novo.257,258 Ces mutations touchent principalement les exons 7 à 9, et sont des insertions ou des 

délétions entrainant un décalage du cadre de lecture mais peuvent plus rarement se retrouver 

dans la partie N-terminale (Figure 14). Cela conduit à la formation de protéines tronquées 

entrainant ÕÎÅ ÄÉÍÉÎÕÔÉÏÎ ÄÅÓ ÃÁÐÁÃÉÔïÓ ÄÅ ÌÉÁÉÓÏÎ Û Ìȭ!$. ÖÏÉÒe à une perte totale des fonctions 

de WT1. Une étude in vitro Á ÍÏÎÔÒï ÕÎÅ ÁÕÇÍÅÎÔÁÔÉÏÎ ÄÅ ÌÁ ÐÒÏÌÉÆïÒÁÔÉÏÎ ÅÔ ÌȭÉÎÄÕÃÔÉÏÎ ÄÅ 

gènes impliqués dans la division cellulaire et la différenciation érythrocytaire dans des cellules 

CD34+ ÅØÐÒÉÍÁÎÔ ÕÎÅ ÐÒÏÔïÉÎÅ 74ρ ÔÒÏÎÑÕïÅ ÁÙÁÎÔ ÐÅÒÄÕÅ ÓÏÎ ÄÏÍÁÉÎÅ ÄÅ ÌÉÁÉÓÏÎ Û Ìȭ!$.Ȣ259 

 

FIGURE 14 - PRINCIPAUX SITES DE MUTATION DE WT1 RETROUVEES DANS LES LAM. Le schéma 

présente les 10 exons du gène WT1 et les sites de mutation indiqués par des flèches rouge pour les 

mutations de type délétion ou insertion et décalage du cadre de lecture, et en orange les mutations faux-

sens. Les principales mutations se trouvant dans les exons 7 et 9, avec la présence de mutations faux-

sens décrites dans ce dernier. La largeur des flèches est dépendante du nombre de mutations décrites. 

Inspiré de Huff et al., 2011. 242 
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! ÌȭÈÅÕÒÅ ÁÃÔÕÅÌÌÅȟ ÌÁ ÐÒïÓÅÎÃÅ ÄÅ ÃÅÓ ÍÕÔÁÔÉÏÎÓ ÎȭÁ ÐÁÓ ïÔï corrélée avec ÌȭÉÎÄÕÃÔÉÏÎ de la 

ÌÅÕÃïÍÉÅ ÅÔ ÌÅÓ ÃÏÎÓïÑÕÅÎÃÅÓ ÓÕÒ ÌÅÓ ÆÏÎÃÔÉÏÎÓ ÃÅÌÌÕÌÁÉÒÅÓ ÎȭÏÎÔ ÐÁÓ ÅÎÃÏÒÅ ïÔï ÄïÃÒÉÔÅÓȢ Ces 

mutations sont plus souvent retrouvées chez les patients jeunes avec une cytogénétique 

normale ou présentant des mutations des gènes FLT3, CEBPA ou PML-RARɻ.260,261 ,ȭÉÍÐÁÃÔ 

clÉÎÉÑÕÅ ÄÅ ÃÅÓ ÍÕÔÁÔÉÏÎÓ ÓÕÒ ÌÁ ÓÕÒÖÉÅ ÄÅÓ ÐÁÔÉÅÎÔÓ ÎȭÅÓÔ ÐÁÓ ÐÒïÃÉÓïÍÅÎÔ ÃÏÎÎÕȢ %Î ÅÆÆÅÔȟ ÌÅÓ 

ïÔÕÄÅÓ ÄÏÎÎÅÎÔ ÄÅÓ ÒïÓÕÌÔÁÔÓ ÃÏÎÆÌÉÃÔÕÅÌÓ ÐÕÉÓÑÕÅ ÃÅÒÔÁÉÎÅÓ ÁÔÔÅÓÔÅÎÔ ÄȭÕÎÅ ÓÕÒÖÉÅ ÇÌÏÂÁÌÅ ÅÔ 

ÄȭÕÎÅ ÓÕÒÖÉÅ ÓÁÎÓ ÒÅÃÈÕÔÅ plus défavorable lorsque WT1 est muté258,262 ÔÁÎÄÉÓ ÑÕÅ ÄȭÁÕÔÒÅÓ 

ÎȭÏÎÔ ÐÁÓ ÄïÍÏÎÔÒï ÄÅ ÃÏÒÒïÌÁÔÉÏÎ ÅÎÔÒÅ ÌÁ ÓÕÒÖÉÅ ÅÔ ÌÅ ÓÔÁÔÕÔ ÍÕÔÁÔÉÏÎÎÅÌ ÄÅ WT1 chez ces 

patients.260 Une étude a mis en évidence un risque de résistance à la chimiothérapie augmentée 

chez les patients possédant des mutations de WT1.263 

IV. A. 2. AUTRES PROPRIETES DE SUPPRESSEUR DE TUMEURS 

Hormis la présence de ces mutations, des études sont en faveur de son rôle de suppresseur de 

tumeur. Notamment ÌȭïÔÕÄÅ de Smith et ses collaborateurs a mis en évidence, dans un modèle 

murin , son rôle dans la différenciation monocytaire de ÌȭÉÓÏÆÏÒÍÅ Ϲ+43 ÁÃÃÏÍÐÁÇÎï ÄȭÕÎÅ 

régression du développement tumoral sur une lignée de LA myéloblastique.264,265 De plus, 

ÌȭÉÓÏÆÏÒÍÅ ɀKTS a montré un effet antiprolifératif dans ce modèle caractérisé par un arrêt du 

cycle ÃÅÌÌÕÌÁÉÒÅ ÅÎ ÐÈÁÓÅ 'ρ ÅÔ ÌȭÉÎÄÕÃÔÉÏÎ ÄÅ ÌȭÁÐÏÐÔÏÓÅȢ266  

Une autre étude a ÍÉÓ ÅÎ ïÖÉÄÅÎÃÅ ÌȭÉÎÔÅÒÁÃÔÉÏÎ fonctionnelle directe des protéines WT1 et 

TET2. Ainsi, TET2 est recruté par la protéine WT1 au niveau de sites spécifiques du génome 

pour régÕÌÅÒ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ gènes cibles spécifiques de celui-ci. De plus, les auteurs ont montré 

ÑÕȭÉÌ ÓȭÁÇÉÓÓÁÉÔ ÄȭÕÎÅ ÌÉÁÉÓÏÎ ÆÏÎÃÔÉÏÎÎÅÌÌÅ ÐÕÉÓÑÕÅ ce recrutement est associé à une 

augmentation ÄÅÓ υÈÍÃ ÅÔ ÄȭÕÎÅ ÄÉÍÉÎÕÔÉÏÎ ÃÏÎÃÏÍÍÉÔÁÎÔÅ ÄÅÓ υÍÃ. Cette interaction 

entraine notamment une inhibition de la prolifération des cellules leucémiques. Ceci est en 

corrélation avec les mutations récurrentes et exclusives de ces deux gènes dans les LAM. Ces 

mutations convergent vers les mêmes effets que ceux provoqués par les mutations des gènes 

IDH1 ou IDH2 (Figure 15).267  
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FIGURE 15 - MUTATIONS EXCLUSIVES DES GENES WT1, TET2, IDH1 ET IDH2 AINSI QUE LA 

SIGNALISATION MISE EN JEU. Les auteurs ont analysé le résultat de séquençage de ces gènes sur 1056 

patients atteints de LAM (6 études différentes) et dont 303 patients présentaient au moins un des gènes 

mutés. Ils ont ainsi montré le caractère mutuellement exclusif de survenue de ces mutations. Les auteurs 

ont ÐÒÏÐÏÓï ÕÎÅ ÖÏÉÅ ÐÈÙÓÉÏÌÏÇÉÑÕÅ ÄȭÁÃÔÉÏÎ ÄÅ ÃÅÓ ÇîÎÅÓ pouvant être impactée lors de mutation de 

ÌȭÕÎ ÄÅ ÃÅÓ ÇîÎÅÓ ÄÁÎÓ le cadre des LAM. Tiré de Wang et al., 2015.267 

Un autre mécanisme pouvant être touché lors de la leucémie et confirmant un rôle suppresseur 

de tumeur à WT1 est la signalisation WT1-MEG3 (Maternally expressed gene 3). Les auteurs 

montrent que cet ARN non codant inhibe la croissance tumorale en activant la voie p53. De plus, 

WT1 et son co-facteur TET2 viennent activer la transcription du gène MEG3 favorisant ainsi son 

effet antiprolifératif. 268 

#ÅÐÅÎÄÁÎÔȟ ÄÅ ÎÏÍÂÒÅÕÓÅÓ ïÔÕÄÅÓ ÁÔÔÅÓÔÅÎÔ ïÇÁÌÅÍÅÎÔ ÄȭÕÎ ÒĖÌÅ ÏÎÃÏÇïÎÉÑÕÅ ÄÅ 74ρ ÄÁÎÓ ÌÅÓ 

leucémies. 

 WT1, SON ROLE DȭONCOGENE 

IV. B. 1. SUREXPRESSION DU GENE DANS LES HEMOPATHIES 

,Å ÐÒÉÎÃÉÐÁÌ ÉÎÄÉÃÁÔÅÕÒ ÄȭÕÎ ÒĖÌÅ oncogénique de WT1 est sa surexpression dans de nombreux 

cancers incluant les leucémies aiguës. Dans le cadre des LAM, plusieurs études ont montré la 

surexpression de ce gène dans la moelle osseuse et le sang des patients au diagnostic laissant 

supposer un rôle favorisant le développement de ces hémopathies. Cette surexpression est 

aussi observée dans les échantillons sanguins et médullaires des patients atteints de syndromes 

myélodysplasiques avec ÕÎÅ ÁÕÇÍÅÎÔÁÔÉÏÎ ÄÅ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÕ ÇîÎÅ observée lors de la 

progression vers une LAM.269 $Å ÐÌÕÓȟ ÕÎ ÈÁÕÔ ÎÉÖÅÁÕ ÄȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÕ ÇîÎÅ WT1 au diagnostic 

est associé à un plus mauvais pronostic et une survie à long terme plus courte.270 Cette 
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ÓÕÒÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÓÅÍÂÌÅ ðÔÒÅ ÉÎÄïÐÅÎÄÁÎÔÅ ÄÅ ÌȭÝÇÅȟ du type de LAM ou des antécédents de MDS 

chez les patients.270 

IV. B. 2. ACTEUR A FONCTIONS ONCOGENIQUES 

Un modèle murin a montré une coopération entre la protéine chimérique AML1-ETO et la 

surexpression de WT1 dans la moelle osseuse de ces souris. Ces souris exprimant ce gène de 

fusion développent rapidement un syndrome de type myélodysplasique. Les auteurs montrent 

ÑÕȭÁÖÅÃ ÌÁ ÓÕÒÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ 74ρ (isoforme D), les souris développent une LAM de type 

myéloblastique, avec une expansion des progéniteurs myéloïdes et un blocage de leur 

différenciation.271 

Des études in vitro, sur des lignées cellulaires leucémiques humaines (K562, HL60, U937, ȣɊ ou 

des échantillons de moelle osseuse de patients au diagnostic, ont également montré un rôle 

oncogénique de WT1 ÖÉÁ ÌȭÕÔÉÌÉÓÁÔÉÏÎ ÄȭÏÌÉÇÏÎÕÃÌïÏÔÉÄÅÓ ÁÎÔÉ-ÓÅÎÓ ÏÕ ÐÁÒ ÌȭÕÔÉÌÉÓÁÔÉÏÎ Äȭ!2. 

interférent . #ÅÓ ïÔÕÄÅÓ ÏÎÔ ÍÏÎÔÒï ÑÕÅ ÌȭÉÎÈÉÂÉÔÉÏÎ ÄÅ WT1 par ces techniques induisait une 

ÄÉÍÉÎÕÔÉÏÎ ÄÅ ÌÁ ÐÒÏÌÉÆïÒÁÔÉÏÎ ÃÅÌÌÕÌÁÉÒÅȢ $Å ÐÌÕÓȟ ÌȭÕÎ ÄÅÓ ÁÕÔÅÕÒÓ Á ÍÏÎÔÒï ÕÎÅ ÄÉÍÉÎÕÔÉÏÎ ÄÅ 

la viabilité avec une augmentation du nombre de cellules apoptotiques.272ɀ275 

Plusieurs ïÔÕÄÅÓ ÓÅ ÓÏÎÔ ÉÎÔïÒÅÓÓïÅÓ Û ÓÏÎ ÒĖÌÅ ÄÁÎÓ ÌÁ ÒïÇÕÌÁÔÉÏÎ ÄÅ ÌȭÁÐÏÐÔÏÓÅȟ ÃÅÐÅÎÄÁÎÔ ÌÅÓ 

résultats sont conflictuels. En effet, nous avons vu précédemment que WT1 peut induire 

ÌȭÁÐÏÐÔÏÓÅ ÄÁÎÓ ÃÅÒÔÁÉÎÓ ÃÁÓȢ $ȭÁÕÔÒÅÓ ïÔÕÄÅÓ ÏÎÔ, quant à elles, révélé un rôle anti -apoptotique 

de ce gène intervenant donc dans la leucémogenèse. Par exemple, Ito et ses collaborateurs ont 

ÍÏÎÔÒï ÑÕÅ ÌÅÓ ÉÓÏÆÏÒÍÅÓ ϹÅØÏÎυ ÉÎÈÉÂÁÉÅÎÔ ÌÅÓ ÇîÎÅÓ ÉÍÐÌÉÑÕïÓ ÄÁÎÓ ÌȭÁÐÏÐÔÏÓÅ ÔÅÌÓ ÑÕÅ Bax, 

Bak ou les caspases 3 et 9 dans des lignées leucémiques (K562,HL-60 et Kasumi-1).276 Un autre 

mécanisme pouvant être mis en jeu est ÌȭÁÃÔÉÖÁÔÉÏÎ ÄÅ la transcription du gène A1/BFL1 par 

lȭÉÓÏÆÏÒÍÅ 74ρ-/ - entrainant une différenciation des cellules myéloïdes (lignée cellulaire 32D) 

ÅÔ ÕÎÅ ÒïÓÉÓÔÁÎÃÅ Û ÌȭÁÐÏÐÔÏÓÅ ÉÎÄÕÉÔÅ ÐÁÒ ÄÅÓ ÁÇÅÎÔÓ ÃÈÉÍÉÏÔÈïÒÁÐÅÕÔÉÑÕÅÓȢ205  

$ȭÁÕÔÒÅÓ ïÔÕÄÅÓ sur les lignées leucémiques myéloïdes (HL-60 et U937) montrent que WT1 

empðÃÈÅ ÌÁ ÄÉÆÆïÒÅÎÃÉÁÔÉÏÎ ÄÅ ÃÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÅÎ ÐÒïÓÅÎÃÅ ÄȭÁÇÅÎÔÓ ÄÉÆÆïÒÅÎÃÉÁÎÔs, ce qui est 

concordant avec un rôle oncogénique.277,278   

V. MARQUEUR DE LA MALADIE RESIDUELLE MESURABLE LEUCEMIQUE 

Lors du diagnostic ÄȭÕÎÅ LAM, 70 à 90% des patients vont présenter une forte expression de 

WT1 que ce soit au niveau médullaire ou sanguin, avec une expression en général plus élevée 

dans la moelle osseuse.131,270,279 $Å ÐÌÕÓȟ ÌÅ ÔÒÁÎÓÃÒÉÔ ÅÓÔ ÔÒîÓ ÆÁÉÂÌÅÍÅÎÔ ÅØÐÒÉÍï Û ÌȭïÔÁÔ ÂÁÓÁÌ 
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dans ces deux compartiments faisant de lui une cible intéressante pour le suivi de la maladie 

ÒïÓÉÄÕÅÌÌÅ ÁÆÉÎ ÄȭïÖÁÌÕÅÒ ÌȭÅÆÆÉÃÁÃÉÔï ÄÕ ÔÒÁÉÔÅÍÅÎÔ ÅÔ ÐÒïÖÅÎÉÒ ÕÎÅ ïÖÅÎÔÕÅÌÌÅ ÒÅÃÈÕÔÅ (Figure 

16).280  

 

FIGURE 16 - EXPRESSION DE WT1 AU DIAGNOSTIC CHEZ LES PATIENTS ATTEINTS DE LAM. 

Expression de WT1 de donneurs sains avec une moyenne de 19 copies dans la moelle osseuse et de 0,01 

copies WT1/10 4 ÃÏÐÉÅÓ ÄȭABL1 dans le sang. Tandis quÅ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ 74ρ ÁÕ ÄÉÁÇÎÏÓÔÉÃ ÄÅ ÐÁÔÉÅÎÔÓ 

atteints de LAM est en moyenne de 2505 copies pour la moelle osseuse et 3107 copies WT1/10 4 copies 

ÄȭABL1 dans le sang. Tiré de Cilloni et al., 2009.131 

La première équipe qui proposa ce gène comme marqueur de la MRD fut celle Äȭ)ÎÏÕÅ ÅÎ ρωωτ, 

où ils analysèrent lȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÐÁÒ 24-PCR de WT1 dans une grande cohorte de patients atteints 

ÄȭÈïÍÏÐÁÔÈÉÅÓ ÍÁÌÉÇÎÅÓ ɉ,!-ȟ ,!,ȟ #-, et lymphomes non-hodgkiniens). Ils comparèrent 

ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ sanguine et médullaire au diagnostic des LAM à celle de la lignée leucémique 

ÈÕÍÁÉÎÅ +υφς ÅÔ ÍÏÎÔÒîÒÅÎÔ ÑÕȭÅÌÌÅÓ étaient similaires. De plus, ils observèrent une 

ÁÕÇÍÅÎÔÁÔÉÏÎ ÄÅ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÕ ÇîÎÅ ÄÁÎÓ ÌÅ ÃÁÓ ÄȭÕÎÅ ÐÒÏÇÒÅÓÓÉÏÎ ÄȭÕÎ ÓÙÎÄÒÏÍÅ 

myélodysplasique vers une LAM. A cela, ils montrèrent une corrélation entre le niveau 

ÄȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÕ ÇîÎÅ ÁÕ ÄÉÁÇÎÏÓÔÉÃ ÅÔ ÌÅ ÐÒÏÎÏÓÔÉÃ ÄÅÓ LAM. En effet, les patients exprimant plus 

faiblement le gène WT1 ÐÒïÓÅÎÔÅÎÔ ÕÎÅ ÍÅÉÌÌÅÕÒÅ ÃÈÁÎÃÅ ÄȭÁÔÔÅÉÎÄÒÅ ÌÁ ÒïÍÉÓÓÉÏÎ ÃÏÍÐÌîÔÅ ÅÔ 

une survie globale supérieure tandis que les patients avec un niveau élevé (supérieur à celui 

des K562) ÎȭÁÔÔÅÉÇÎÅÎÔ ÐÁÓ ÌÁ ÒïÍÉÓÓÉÏÎ ÃÏÍÐÌîÔÅȢ281 Cependant, la valeur pronostique de 

ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ médullaire ou sanguine de WT1 au diagnostic ne semble pas être confirmée par les 

études récentes utilisant des techniques plus sensibles et spécifiques de détection.131,282 

Des études ÏÎÔ ÃÏÎÆÉÒÍï ÌÁ ÌïÇÉÔÉÍÉÔï ÄȭÕÔÉÌÉÓÅÒ ÌÅ ÇîÎÅ WT1 comme marqueur de la MRD en 

ÓÕÉÖÁÎÔ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ ÃÅ ÇîÎÅ ÅÎ ÐÁÒÁÌÌîÌÅ ÄÅ ÌÁ ÄïÔÅÃÔÉÏÎ ÄȭÕÎ ÔÒÁÎÓÃÒÉÔ ÄÅ ÆÕÓÉÏÎ ÔÅÌÓ ÑÕÅ 
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PML-2!2ɻ, #"&ɼ-MYH11 ou AML1-ETO.279,283 Il fuÔ ÍÉÓ ÅÎ ïÖÉÄÅÎÃÅ ÑÕÅ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ dans la 

moelle osseuse et le sang de WT1 ÃÈÕÔÅ ÒÁÐÉÄÅÍÅÎÔ ÌÏÒÓ ÄÕ ÔÒÁÉÔÅÍÅÎÔ ÄȭÉÎÄÕÃÔÉÏÎ ÃÏÍÐÁÒï ÁÕØ 

gènes de fusion et, de manière similaire augmente rapidement et plus précocement à la rechute, 

faisant de lui un bon marqueur de la MRD et des rechutes.280 De même, une excellente 

ÃÏÎÃÏÒÄÁÎÃÅ Á ïÔï ÏÂÔÅÎÕÅ ÌÏÒÓ ÄȭÕÎÅ ïÔÕÄÅ ÃÏÍÐÁÒÁÎÔ ÌÅ ÓÕÉÖÉ ÄÅ ÌÁ ÍÁÌÁÄÉÅ ÒïÓÉÄÕÅÌÌÅ via 

ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ médullaire de WT1 par RT-qPCR et la détection des LAIP par cytométrie en flux.283 

Alonso-$ÏÍÉÎÇÕÅÚ Á ÍÏÎÔÒï ÕÎÅ ÃÏÒÒïÌÁÔÉÏÎ ÅÎÔÒÅ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ WT1 et le nombre de cellules 

leucémiques infiltrant la moelle osseuse des patients après analyse par cytométrie en flux. 

Cependant, les auteurs suggèrent ÑÕÅ ÌÁ ÍÅÓÕÒÅ ÄÅ ÌÁ ÍÁÌÁÄÉÅ ÒïÓÉÄÕÅÌÌÅ ÐÁÒ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ 

WT1 ÁÐÒîÓ ÌÅ ÔÒÁÉÔÅÍÅÎÔ ÄȭÉÎÄÕÃÔÉÏÎ ÐÅÕÔ ðÔÒÅ ÂÉÁÉÓï ÐÁÒ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ ÃÅ ÇîÎÅ ÄÁÎÓ ÌÅÓ 

ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÓÁÉÎÅÓ ÒÅÃÏÎÓÔÉÔÕÁÎÔ ÌÁ ÍÏÅÌÌÅ ÏÓÓÅÕÓÅ ÄÕ ÐÁÔÉÅÎÔ ÅÔ ÐÒïÃÏÎÉÓÅ ÄȭÕÔÉÌÉÓÅÒ ÕÎ ÁÕÔÒÅ 

marqueur moléculaire quand cela est possible au moins à ce temps précis du traitement.284 

 UNE METHODE STANDARDISEE EUROPEENNE DE DETECTION DE WT1  

! ÌȭÈÅÕÒÅ ÁÃÔÕÅÌÌÅȟ WT1 est utilisé comme marqueur de la MRD et est détecté par des techniques 

de RT-qPCR en routine ÐÏÕÒ ÌÅÓ ÐÁÔÉÅÎÔÓ ÎÅ ÐÏÓÓïÄÁÎÔ ÐÁÓ ÄȭÁÕÔÒÅÓ ÍÁÒÑÕÅÕÒÓ ÍÏÌïÃÕÌÁÉÒÅÓ 

plus spécifiques (transcrits de fusion ou mutations de NPM1)Ȣ *ÕÓÑÕȭÁÌÏÒÓȟ ÌÅÓ ÄÉÆÆïÒÅÎÔÅÓ ïÔÕÄÅÓ 

avaient des méthodes de quantification et de normalisation qui leur étaient propres, tels que 

ÄÅÓ ÎÏÒÍÁÌÉÓÁÔÉÏÎÓ ÅÎ ÆÏÎÃÔÉÏÎ ÄȭÕÎ ÇîÎÅ ÄÅ ÒïÆïÒÅÎÃÅ ɉABL, Abelson) ou Äȭune lignée 

leucémique humaine surexprimant WT1 (K562). Chaque étude déterminait donc un seuil de 

ÐÏÓÉÔÉÖÉÔï ÏÕ ÄÅ ÎïÇÁÔÉÖÉÔïȢ $Å ÐÌÕÓȟ ÌÅÓ ÁÍÏÒÃÅÓ ÎȭïÔÁÉÅÎÔ ÐÁÓ ÌÅÓ ÍðÍÅÓȟ ÎÏÔÁÍÍent les études 

les plus anciennes utilisaient des amorces se trouvant au niveau des exons 6-7, principaux sites 

mutationnels de ce gène pouvant entrainer des faux-négatifs. Toutes ces variables ont eu pour 

conséquence de modifier la spécificité et la sensibilité de détection ÄÅ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ WT1 

entrainant ÄÅÓ ÄÉÓÃÏÒÄÁÎÃÅÓ ÅÎÔÒÅ ÌÅÓ ïÔÕÄÅÓ ÑÕÁÎÔ ÁÕ ÒĖÌÅ ÐÒÏÎÏÓÔÉÃ ÄÅ ÃÅ ÇîÎÅȢ #ȭÅÓÔ ÐÏÕÒÑÕÏÉ 

en 2009, un consortium de 11 laboratoires européens a travaill é ÓÕÒ ÌȭÕÎÉÆÏÒÍÉÓÁÔÉÏÎ ÄÅ la 

détection et de ÌÁ ÎÏÒÍÁÌÉÓÁÔÉÏÎ ÄÅ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ de WT1, réalisé auparavant pour les gènes de 

fusion.131,285 ,ȭÏÐÔÉÍÉÓÁÔÉÏÎ ÄÅ ÌÁ ÄïÔÅÃÔÉÏÎ ÄÅ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ du gène par RT-Ñ0#2 ÓÅ ÆÁÉÔ Û ÌȭÁÉÄÅ 

ÄȭÁÍÏÒÃÅÓ ÓÅ ÓÉÔÕÁÎÔ ÄÁÎÓ ÌȭÅØÏÎ ρ-2 évitant ainsi ÌȭÁÂÓÅÎÃÅ ÄÅ ÄïÔÅÃÔÉÏÎ ÃÈÅÚ des patients 

ÐÏÕÖÁÎÔ ÐÒïÓÅÎÔÅÒ ÕÎÅ ÍÕÔÁÔÉÏÎ ÄÕ ÇîÎÅȢ ,Á ÎÏÒÍÁÌÉÓÁÔÉÏÎ ÄÅ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ médullaire et 

sanguine se fait maintenant selon un nombre de copies du gène WT1 pour 104 copies du gène 

ABL1. 
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 WT1, UNE VALEUR PRONOSTIQUE ET PREDICTIVE DES RECHUTES 

,Á ÐÌÕÐÁÒÔ ÄÅÓ ïÔÕÄÅÓ ÃÏÎÓÉÄîÒÅÎÔ ÑÕȭÕÎÅ ÁÕÇÍÅÎÔÁÔÉÏÎ ÄÅ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ WT1 dans le sang 

ou la moelle osseuse des patients lors du traitement ou au cours du suivi de la MRD est associée 

à un pronostic moins favorable et une survie globale plus courte, et cela pour les LAM 

ÐïÄÉÁÔÒÉÑÕÅÓ ÏÕ ÄÅ ÌȭÁÄÕÌÔÅ.286ɀ289 

Dans ce sens, dÅÓ ÁÕÔÅÕÒÓ ÏÎÔ ÍÏÎÔÒï ÑÕȭÕÎÅ ÄÉÍÉÎÕÔÉÏÎ ÄÅ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ équivalente à 2 

ÌÏÇÁÒÉÔÈÍÅÓ ÁÐÒîÓ ÌÁ ÃÈÉÍÉÏÔÈïÒÁÐÉÅ ÄȭÉÎÄÕÃÔÉÏÎ ïÔÁÉÔ ÄÅ ÍÅÉÌÌÅÕÒ ÐÒÏÎÏÓÔÉÃ ÐÏÕÒ ÌÅÓ ÐÁÔÉÅÎÔÓ 

ÐÕÉÓÑÕȭÉÌÓ ÐÒïÓÅÎÔÁÉÅÎÔ ÕÎ ÒÉÓÑÕÅ ÄÅ ÒÅÃÈÕÔÅ ÐÌÕÓ ÆÁÉÂÌÅ (Figure 17).131 ,ȭÉÎÔïÒðÔ ÄÅ ÃÅÔÔÅ 

détection rapidement apÒîÓ ÌÁ ÃÈÉÍÉÏÔÈïÒÁÐÉÅ ÄȭÉÎÄÕÃÔÉÏÎ ÅÓÔ ÄÅ ÐÏÕÖÏÉÒ ÁÄÁÐÔÅÒ ÌÅ ÔÒÁÉÔÅÍÅÎÔ 

de consolidation en fonction de la MRD. 

 

FIGURE 17 ɀ LE RISQUE DE RECHUTE SEMBLE DEPENDANT DU TAUX DE DIMINUTION DE 

,ȭ%802%33)/. $5 '%.% WT1 !02%3 42!)4%-%.4 $ȭINDUCTION.  Les patients présentant une 

diminution supérieure ou égale à 2 logarithmes par rapport à ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ WT1 au diagnostic ont un 

risque de rechute inférieur aux patients dont la diminution est inférieure à ce seuil. Tiré de Cilloni et al., 

2009.131 

Une large étude rétrospective sur les échantillons médullaires de 584 cas de LAM a été réalisée 

afin de quantifier ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÕ gène WT1 au diagnostic, en post-induction et en post-

ÉÎÔÅÎÓÉÆÉÃÁÔÉÏÎȢ !Õ ÄÉÁÇÎÏÓÔÉÃȟ ÌÅÓ ÁÕÔÅÕÒÓ ÓÕÇÇîÒÅÎÔ ÑÕȭÕÎÅ ÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÓÕÐïÒÉÅÕÒÅ Û υπππ 

copies WT1/10 4 ÃÏÐÉÅÓ ÄȭABL1 est de mauvais pronostic pour le patient surtout si elle est 

ÁÓÓÏÃÉïÅ Û ÕÎÅ ÌÅÕÃÏÃÙÔÏÓÅȢ !ÐÒîÓ ÌÅ ÔÒÁÉÔÅÍÅÎÔ ÄȭÉÎÄÕÃÔÉÏÎȟ ÌÅÓ ÁÕÔÅÕÒÓ ÍÏÎÔÒÅÎÔ ÑÕÅ ÌÅ ÇÒÏÕÐÅ 

de patients exprimant plus de 170 copies de WT1 correspond soit à des patients en échec 

thérapeutique, soit avec un risque de rechute élevé. Enfin, en post-intensification, les patients 

présentant une expression de WT1 inférieure à 10 sont ceux pour lequel le traitement a été 

efficace et dont le pronostic est favorable.288 
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 DETECTION DE WT1 POST-ALLOGREFFE DE CSH 

En 2003, une étude ÓȭÅÓÔ ÆÏÃÁÌÉÓïÅ ÓÕÒ ÌȭÕÔÉÌÉÔï ÄÅ ÄïÔÅÃÔÅÒ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ WT1 après la 

réalisatiÏÎ ÄȭÁÌÌÏÇÒÅÆÆÅÓ de CSH chez des patients atteints de LA, ceci en vue de prédire des 

rechutes. Depuis, plusieurs études ont porté sur le suivi de la MRD chez ces patients et 

ÌȭÅØÐÒÅÓÉÏÎ ÄÅ WT1 parait être un bon indicateur de la MRD. .ÏÔÁÍÍÅÎÔȟ ÌȭÕÎÅ ÄÅÓ ïÔÕÄÅÓ 

montrent que la détection de WT1 dans la moelle osseuse et le sang de ces patients leucémiques 

par RT-qPCR permet de prédire la rechute avant les techniques de cytométrie en flux ou de 

chimérisme qui détectent la réapparition des cellules leucémiques plus tardivement. De plus, il 

semble que la détection de la MRD via ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ 74ρ ÓÏÉÔ ÐÌÕÓ ÓÅÎÓÉÂÌÅ ÅÔ ÓÐïÃÉÆÉÑÕÅ ÑÕÅ 

ces deux autres techniques.290ɀ294 

VI. WT1, UN ANTIGENE LEUCEMIQUE ET CIBLE DE LȭIMMUNOTHERAPIE 

 WT1, UN ANTIGENE IMMUNOGENE DANS LES LAM  

La surexpression de WT1 dans les LAM mais aussi dans de nombreux cancers a laissé penser 

ÁÕØ ÃÈÅÒÃÈÅÕÒÓ ÑÕȭÉÌ ÐÏÕÖÁÉÔ ðÔÒÅ ÕÎ ÁÎÔÉÇîÎÅ ÁÓÓÏÃÉï Û ÃÅÓ cancers. En effet, les cellules 

cancéreuses présentent à leur surface une grande ÖÁÒÉïÔï ÄȭÁÎÔÉÇîÎÅÓ issus de la dégradation 

de protéines de fusion (AML1-ETO), mutées (FLT3-ITD), ou surexprimées (WT1).295 Une étude 

du National Cancer Institute a réalisé un classement des antigènes tumoraux en fonction de 

différents critères tels que leur immunogénicité, leurs fonctions thérapeutiques ou leur 

ÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÁÆÉÎ ÄȭïÖÁÌÕÅÒ ÌÅÓ ÍÅÉÌÌÅÕÒÓ ÁÎÔÉÇîÎÅÓ ÐÏÕÖÁÎÔ ðÔÒÅ ÌÁ ÃÉÂÌÅ Äȭimmunothérapie 

vaccinale et WT1 se trouve au premier rang du classement.296 

Une étude de Gaiger et ses collaborateurs a étudié la réponse immunitaire vis-à-vis de 

ÌȭÁÎÔÉÇîÎÅ 74ρ ÃÈÅÚ ÌÁ ÓÏÕÒÉÓ ÅÔ ÃÈÅÚ Ìȭ(ÏÍÍÅȢ )ÌÓ ÏÎÔ réalisé ÌȭÉÍÍÕÎÉÓÁÔÉÏÎ ÄÅ ÓÏÕÒÉÓ ÁÖÅÃ ÕÎ 

vaccin contenant 3 peptides en partie N-terminale de la protéine WT1. Les souris immunisées 

étaient capables de développer une réponse cytotoxique spécifique contre ces 3 peptides et de 

ÌÙÓÅÒ ÄÅÓ ÌÉÇÎïÅÓ ÃÅÌÌÕÌÁÉÒÅÓ ÌÅÕÃïÍÉÑÕÅÓ ÅØÐÒÉÍÁÎÔ ÌȭÁÎÔÉÇîÎÅ WT1 sans affecter 

ÌȭÈïÍÁÔÏÐÏāîÓÅ ÎÏÒÍÁÌÅ. De plus, ces souris immunisées produisent également des anticorps 

anti-WT1 comme retrouvé dans le sérum de certains patients atteints de LAM.297,298    

Par la suite, plusieurs études se sont intéressées à la réponse immunitaire développée vis-à-vis 

de WT1 chez les patients atteints de LAM. Notamment, la présence de lymphocytes T CD8+ 

capables de reconnaitre quatre épitopes de WT1 (restreints à la molécule HLA-A*0201, HLA de 
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classe I fréquent dans la population caucasienne) a été détectée chez certains patients atteints 

de LAM (Figure 18).299,300  

FIGURE 18 - REPONSE CYTOTOXIQUE VIS A VIS DE QUATRE EPITOPES DE WT1 CHEZ DES 

PATIENTS ATTEINTS D'HEMOPATHIES MALIGNES DONT LES LAM. La réponse cytotoxique des 

lymphocytes T CD8+ ÉÓÓÕÓ ÄÅ ÐÁÔÉÅÎÔÓ ÁÔÔÅÉÎÔÓ ÄȭÈïÍÏÐÁÔÈÉÅÓ ÍÁÌÉÇÎÅÓ ɉ#-, : leucémie myéloïde 

chronique, AML : leucémie aiguë myéloïde et ALL : leucémie aiguë lymphoïde) et de donneurs sains (HD) 

a été évaluée via ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ Äȭ)&.-ɾ ÐÁÒ 24-qPCR après stimulation avec quatre peptides : WT37 

(VLDFAPPGA), WT126 (RMFPNAPYL), WT187 (SGLEQQYSV) et WT235 (CMTWNQMNL). Chaque point 

correspond à la réponse retrouvée chez un patient. Tiré de Rezvani et al., 2005.300    

5ÎÅ ïÔÕÄÅ ÓȭÅÓÔ ÉÎÔïressée à cette réponse lymphocytaire T après traitement par chimiothérapie 

ou greffe de CSH et a montré que les patients avec une survie globale prolongée présentaient 

une fréquence plus importante de lymphocytes T cytotoxiques (CTL) spécifiques de WT1 en 

comparaison des patients ayant rechuté. Cela suggère que cette réponse cytotoxique anti-WT1 

pourrait participer au maintien de la rémission complète chez les patients leucémiques faisant 

de cette protéine une cible thérapeutique intéressante.301  

Dans ce sens, une étude de vaccination a été menée chez des souris C57BL/6J par injection par 

voie intramusculaire dȭun plasmide codant pour la protéine WT1. Ces souris ont développé des 

CTL spécifiques de cet antigène et étant capables de protéger les souris du développement 

ÄȭÕÎÅ ,!- exprimant WT1.302 

 VACCINATION ANTI-WT1 

Les études précédentes ont révélé le potentiel de la vaccination anti-WT1 dans le cadre des 

LAM. #ȭÅÓÔ ÐÏÕÒÑÕÏÉ ÄÅ ÎÏÍÂÒÅÕØ ÇÒÏÕÐÅÓ ÏÎÔ ÔÒÁÖÁÉÌÌï ÓÕÒ ÃÅÔÔÅ ÖÁÃÃÉÎÁÔÉÏÎȟ ÅÎ ïÖÁÌÕÁÎÔ ÓÅÓ 

ÅÆÆÅÔÓ ÓÕÒ ÌȭïÖÏÌÕÔÉÏÎ ÄÅ ÌÁ ÍÁÌÁÄÉÅ ÅÔ ïÇÁÌÅÍÅÎÔ ÓÕÒ ÌÅÓ modifications pouvant améliorer 

ÌȭÉÍÍÕÎÏÇïÎÉÃÉÔï ÄÅÓ ÐÅÐÔÉÄÅÓ. 

Notamment, lȭïÑÕÉÐÅ ÄÅ 4ÓÕÂÏÉ ÅÔ ÓÅÓ ÃÏÌÌÁÂÏÒÁÔÅÕÒÓ Á ÍÏÎÔÒï ÑÕÅ ÌÅ ÃÈÁÎÇÅÍÅÎÔ ÄȭÕÎ ÁÃÉÄÅ 

aminé en position 2 du peptide CMTWNQMNL augmente sa liaison au HLA-A*2402 et amplifie 

la réponse lymphocytaire cytotoxique par rapport au peptide naturel.303  
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5ÎÅ ïÑÕÉÐÅ Á ïÖÁÌÕï ÌÅÓ ÅÆÆÅÔÓ ÄȭÕÎÅ ÖÁÃÃÉÎÁÔÉÏÎ combinant 4 peptides de WT1, induisant plutôt 

une réponse lymphocytaire de type CD8+ (HLA-A*2402) ou de type CD4+ (HLA-DR.B1) ou les 

deux. Ceci a été réalisé chez des patients en rémission complète ÄȭÕÎÅ ,!- mais présentant une 

MRD positive pour le marqueur moléculaire WT1. Ces patients ont reçu 6 vaccinations durant 

2 semaines ÅÎ ÁÓÓÏÃÉÁÔÉÏÎ ÄȭÁÄÊÕÖÁÎÔÓ. Une réponse T de type CD4+ a été observée chez tous les 

patients sauf un qui a rechuté Û ÌȭÁÒÒðÔ ÄÕ ÔÒÁÉÔÅÍÅÎÔȢ 5ÎÅ ÒïÐÏÎÓÅ T de type CD8+ a également 

été ÄïÔÅÃÔïÅ ɉÐÒÏÄÕÃÔÉÏÎ Äȭ)&.-ɾ ÅÔ ÌÙÓÅ ÃÙÔÏÔÏØÉÑÕÅɊ ÃÈÅÚ ÌÅÓ ÐÁÔÉÅÎÔÓȢ ,Á ÓÕÒÖÉÅ ÓÁÎÓ ÒÅÃÈÕÔÅ 

de ces patients a été éstimée supérieure à 35 mois, donc nettement améliorée par rapport à la 

survie sans vaccination (10 mois en moyenne).304 Par la suite, cette vaccination a été 

administrée à un plus grand nombre de patients en rémission complète et certains ont reçu 12 

vaccinations. Cette immunothérapie a induit une réponse lymphocytaire T de type CD4+ et CD8+ 

chez ces patients avec une survie globale depuis le diagnostic estimée à 67,6 mois.305   

,ȭÕÔÉÌÉÓÁÔÉÏÎ ÄÅ ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÄÅÎÄÒÉÔÉÑÕÅÓ ɉ$#Ɋ ÐÏÕÒ ÐÒÏÄÕÉÒÅ ÄÅÓ #4, ÓÐïÃÉÆÉÑÕÅÓ ÄÅ ÌȭÁÎÔÉÇîÎÅ 74ρ 

a été développée. En effet, une étude clinique de phase I/ II  réalisée sur des patients en 

ÒïÍÉÓÓÉÏÎ ÐÁÒÔÉÅÌÌÅ ÏÕ ÃÏÍÐÌîÔÅ ÄȭÕÎÅ LAM après traitement par chimiothérapie a évalué les 

ÅÆÆÅÔÓ ÄÅ ÌȭÁÄÍÉÎÉÓÔÒÁÔÉÏÎ ÄÅ DC autologues transfectées avec un ARNm de WT1 (DC WT1+). Les 

patients en rémission partielle ont atteint  ÌÁ ÒïÍÉÓÓÉÏÎ ÃÏÍÐÌîÔÅ ÁÐÒîÓ ÌȭÁÄÍÉÎÉÓÔÒÁÔÉÏÎ ÄÅÓ $# 

WT1+Ȣ 0ÏÕÒ ÌȭÅÎÓÅÍÂÌÅ ÄÅÓ ÐÁÔÉÅÎÔÓȟ ÌȭÉÎÄÕÃÔÉÏÎ ÄȭÕÎÅ ÒïÍÉÓÓÉÏÎ ÍÏÌïÃÕÌÁÉÒÅ Á ïÔï ÏÂÓÅÒÖïÅ ÐÁÒ 

le suivi des marqueurs leucémiques aberrants. De plus, une augmentation des lymphocytes T 

CD8+ ÓÐïÃÉÆÉÑÕÅÓ ÄÅ 74ρ ÅÔ ÐÒÏÄÕÉÓÁÎÔ ÄÅ Ìȭ)&.-ɾ ÁÉÎÓÉ ÑÕÅ ÄÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ .+ Á ïÔï ÄïÔÅÃÔïÅ ÁÐÒîÓ 

la vaccination. Cette approche thérapeutique post-rémission semble avoir une action 

préventive des rechutes ÅÎ ÆÁÃÉÌÉÔÁÎÔ ÌÁ ÐÒïÓÅÎÔÁÔÉÏÎ ÄÅ ÌȭÁÎÔÉÇîÎÅ ÁÕØ ÌÙÍÐÈÏÃÙÔÅÓ 4 ÅÔ ÌÅÕÒ 

activation.306  

Ces différents résultats présentent des effets immunitaires bénéfiques et une survie nettement 

améliorée, plus de 5 ans pour certains patients. Cependant, il reste encore à tester sur des plus 

ÇÒÁÎÄÅÓ ÃÏÈÏÒÔÅÓ ÄÅ ÐÁÔÉÅÎÔÓ ÌȭÅÆÆÉÃÁÃÉÔï ÄÅ ÃÅÔÔÅ ÉÍÍÕÎÏÔÈïÒÁÐÉÅȢ 
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Plusieurs mécanismes peuvent expliquer la persistance des cellules leucémiques chez les 

patients. ,Á ÐÒÅÍÉîÒÅ ÃÁÕÓÅ ÐÅÕÔ ðÔÒÅ ÕÎÅ ÒïÓÉÓÔÁÎÃÅ ÁÕ ÔÒÁÉÔÅÍÅÎÔ ÄȭÉÎÄÕÃÔÉÏÎ ÅÔ ÄÅ 

consolidation. Nous savons ÁÕÊÏÕÒÄȭhui que les patients présentent une hétérogénéité clonale 

dès le diagnostic. Il est donc possible que certains de ces sous-clones leucémiques présentent 

des anomalies génétiques intrinsèques leur conférant une résistance ou un phénotype 

quiescent les rendant moins sensibles à la chimiothérapie. Notamment, la mutation FLT3-ITD 

induit  ÕÎÅ ÒïÓÉÓÔÁÎÃÅ Û ÌÁ ÃÙÔÁÒÁÂÉÎÅ ÏÕ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ MDR1 (Multi Drug Resistance 1) 

entraine un efflux de différents traitements.307,308 De plus, les analyses de LAM par séquençage 

ont montré lȭÅØÉÓÔÅÎÃÅ de cellules pré-leucémiques qui persistaient régulièrement après 

traitement chez ces patients signifiant que ces cellules possédent des capacités de 

chimioresistance et peuvent participer à cette MRD. La seconde explication de cette persistance 

pourrait être liée à ÌȭÅØÉÓÔÅÎÃÅ ÄÅ ÃÅÌÌÕÌÅÓ souches leucémiques naturellement quiescentes au 

sein de la niche hématopoïétique leur conférant une résistance aux traitements cytotoxiques 

actifs sur les cellules en prolifération. Ceci a été mis en évidence dans un modèle de xénogreffes 

dans des souris NOD/SCID où lÅÓ #3, ÍÉÇÒÁÉÅÎÔ ÖÅÒÓ ÌÁ ÎÉÃÈÅ ÅÔ ïÔÁÉÅÎÔ ÐÒÏÔïÇïÅÓ ÄÅ ÌȭÁÐÏÐÔÏÓÅ 

induite par la chimiothérapie via leur quiescence.309 Enfin, une troisième cause pouvant être 

évoquée serait ÌȭÉÍÐÌÉÃÁÔÉÏÎ ÄÕ système immunitaire. Il a été montré que celui-ci participe au 

contrôle de la croissance tumorÁÌÅȟ ÃȭÅÓÔ ÌÅ ÃÏÎÃÅÐÔ ÄÅ Ìȭimmuno-édition se déroulant en trois 

grandes étapes ȡ ÌȭïÌÉÍÉÎÁÔÉÏÎȟ ÌÁ ÐÈÁÓÅ ÄȭïÑÕÉÌÉÂÒÅ ÅÔ Ìȭéchappement. Lors de la phase 

ÄȭïÌÉÍÉÎÁÔÉÏÎ, les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques vont éliminer les cellules leucémiques, 

cependant certaines cellules peuvent échapper à cette lyse tumorale. Une étude a notamment 

montré que certaines cellules étaient résistantes à la mort induite par les granules de granzyme 

B produites par les cellules T cytotoxiques.310 $ȭautre part, une étude a mis en évidence le 

ÍÁÉÎÔÉÅÎ ÄȭÕÎ ïÔÁÔ ÄÏÒÍÁÎÔ ÄÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅs cancéreuses par les lymphocytes T CD8+ dans des sites 

particuliers (moelle osseuse et ganglions lymphatiques).311 Dans un modèle murin de 

lymphomeȟ ÉÌ Á ïÔï ÄïÍÏÎÔÒï ÑÕÅ ÌÁ ÐÒÏÄÕÃÔÉÏÎ Äȭ)&.-ɾ ÐÁÒ ÌÅÓ ÌÙÍÐÈÏÃÙÔÅÓ 4 cytotoxiques 

(CD8+) permettaient ÌȭÉÎÄÕÃÔÉÏÎ et la maintenance Äȭune quiescence des cellules cancéreuses.312 

Dans ce sens, une autre étude réalisée dans un modèle de sarcome pancréatique a mis en 

évidence un arrêt de la prolifération tumorale sous ÌȭÁÃÔÉÏÎ ÓÉÍÕÌÔÁÎïÅ ÄÅ Ìȭ)&.-ɾ ÅÔ ÄÕ 4.&-ɻ 

ɉÔÕÍÏÒ ÎÅÃÒÏÓÉÓ ÆÁÃÔÏÒ ɻɊȢ313 Enfin, le rôle des lymphocytes T (de type CD4+ et CD8+) dans le 

contrôle de la croissance des cellules de sarcome moins immunogènes ÖÉÁ ÌÁ ÐÒÏÄÕÃÔÉÏÎ Äȭ)&.-

ɾ a été mis en évidence.314  

De nombreux modèles murins ont été développés afin de décrypter les mécanismes de la 

leucémogenèse, ils ont notamment permis de comprendre la hiérarchie existant au sein des 
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cellules leucémiques en injectant des cellules de patients à des souris SCID (severe combined 

immunodeficient) et ont montré que seule une faible proportion de ces cellules sont capables 

de proliférer chez ces souris.77 De manière similaire, en utilisant le système Cre-lox, un modèle 

murin de translocation MLL-ENL a été mis en place et a montré que cette translocation induisait 

un phénotype leucémique chez ces souris.315 $ȭÁÕÔÒÅÓ ÍÏÄîÌÅÓ ÄÅ souris « Knock-out » et de 

« Knock-in » ont mis en évidence Ìȭimplication des voies RAS et des mutations génétiques tels 

que NPM1 et FLT3 dans le processus leucémique.316,317 Ces modèles ont aussi servi à évaluer la 

ÒïÐÏÎÓÅ ÔÈïÒÁÐÅÕÔÉÑÕÅ ÔÅÌÌÅ ÑÕÅ ÌȭÅÆÆÉÃÁÃÉÔï ÄÅ ÌÁ ÃÈÉÍÉÏÔÈïÒÁÐÉÅ ÃÏÎÖÅÎÔÉÏÎÎÅÌÌÅ ÐÏÕÒ ÌÅÓ 

patients atteints de LAM et présentant la mutation du gène FLT3-ITD.318  

Ces modèles murins permettent donc ÌȭïÔÕÄÅ ÄÕ ÄïÖÅÌÏÐÐÅÍÅÎÔ et de la persistance 

leucémique sur le plan cellulaire, phénotypique et moléculaire. Cependant, ils ne peuvent 

répondre aux questions expliquant la persistance sur le plan immunitaire telles que : « La 

réponse lymphocytaire participe t-elle à la persistance leucémique ? Quels sont les mécanismes 

mis en jeu par le systéme immunitaire  dans la maintenance de cette MRD  et également ceux 

responsables des rechutes leucémiques ? » 

Afin de pouvoir étudier certains mécanismes immunitaires mis en jeu lors de cette persistance 

leucémique, mon projet de thèse a porté sur le développement Äȭun modèle murin syngénique 

et immun de LAM et de MRD se rapprochant au mieux de la pathologie humaine. ,ȭÏÂÊÅÃÔÉÆ final 

ïÔÁÎÔ ÄÅ ÐÏÕÖÏÉÒ ïÔÕÄÉÅÒ ÌȭÉÍÐÌÉÃÁÔÉÏÎ ÄÅ ÌÁ ÒïÐÏÎÓÅ ÉÍÍÕÎÉÔÁÉÒÅ ÄÁÎÓ le contexte de MRD mais 

aussi éventuellement de ÐÏÕÖÏÉÒ ïÖÁÌÕÅÒ ÌȭÅÆÆÉÃÁÃÉÔï ÄÅ ÃÅÒÔÁÉÎÓ ÔÒÁÉÔÅÍÅÎÔÓ ɉnotamment les 

immunothérapies) à éliminer ÌÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÒïÓÉÄÕÅÌÌÅÓȢ #ȭÅÓÔ ÐÏÕÒquoi, nous avons décidé de 

développer un modèle murin syngénique surexprimant ou non le gène Wt1, marqueur de la 

MRD chez les patients mais aussi considéré comme un antigène associé aux LAM. De plus, la 

ÐÒÏÔïÉÎÅ 74ρ ÍÕÒÉÎÅ ÐÒïÓÅÎÔÅ ωφϷ ÄȭÈÏÍÏÌÏÇÉÅs de séquence avec la protéine humaine.319 

Pour réaliser ce projet, des souris immunocompétentes C57BL/6J ont été injectées par voie 

intraveineuse avec des sous-clones leucémiques isolés à partir de la lignée leucémique C1498 

et surexprimant ou non le gène Wt1. Puis dans un second temps, ces souris ont été traitées par 

une chimiothérapie conventionnelle, la cytarabine, par voie intrapéritonéale en vue dȭïÌÉÍÉÎÅÒ 

ÕÎÅ ÍÁÊÏÒÉÔï ÄÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÌÅÕÃïÍÉÑÕÅÓ ÅÔ ÄȭÏÂÔÅÎÉÒ la ÐÅÒÓÉÓÔÁÎÃÅ ÄȭÕÎÅ ÆÁÉÂÌÅ ÑÕÁÎÔÉÔï ÄÅ 

cellules leucémiques (Figure 19). 
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FIGURE 19 - ETAPES CLES DANS LE DEVELOPPEMENT DE CE MODELE DE LAM ET DE MRD. Les 

souris immunocompétentes C57BL/6J sont injectées par voie intraveineuse avec des sous-clones 

syngéniques isolées à partir de la lignée leucémique C1498. Ces souris développant la leucémie vont 

ÒÅÃÅÖÏÉÒ ÌÁ ÃÙÔÁÒÁÂÉÎÅ ÐÁÒ ÖÏÉÅ ÉÎÔÒÁÐïÒÉÔÏÎïÁÌÅ ÁÆÉÎ ÄȭÉÎÄÕÉÒÅ ÕÎÅ ïÌÉÍÉÎÁÔÉÏÎ ÄÅ ÌÁ ÐÌÕÐÁÒÔ ÄÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ 

ÌÅÕÃïÍÉÑÕÅÓ ÅÎ ÖÕÅ ÄȭÏÂÔÅÎÉÒ ÌÅ ÍÏÄîÌÅ ÍÕÒÉÎ ÄÅ -2$Ȣ  

 

Les objectifs de ce projet de thèse étaient : 

1) En premier lieu de caractériser la lignée leucémique murine C1498 ainsi que la leucémie 

induite in vivo chez les souris suite à son injection ; 

2) Dans un second temps, de caractériser phénotypiquement et génotypiquement les sous-

clones isolés à partir de la lignée leucémique et de leur faire surexprimer de manière 

stable WT1 ; 

3) Enfin, de développer le modèle murin syngénique de maladie résiduelle mesurable 

surexprimant ou non le gène Wt1



 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

MATERIELS ET 

METHODES 
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I. LIGNEE CELLULAIRE ET SOUS-CLONES 

La lignée cellulaire murine #ρτωψ ÅÓÔ ÉÓÓÕÅ ÄȭÕÎÅ ÓÏÕÒÉÓ #υχ",Ⱦφ* (CD45.2+) ayant développée 

de manière spontanée une leucémie aigüe myélo-monocytaire.320 Les cellules leucémiques ont 

ainsi été isolées en 1941321 et sont commercialisées par ATCC (TIB-τωΆ, American Type Culture 

Collection, Molsheim, France).  

0ÒïÃïÄÅÍÍÅÎÔ ÁÕ ÓÅÉÎ ÄÅ ÌȭïÑÕÉÐÅȟ ÕÎÅ ÔÒÁÎÓÆÅÃÔÉÏÎ ÓÔÁÂÌÅ ÄÅ ÌÁ ÌÉÇÎïÅ #ρτωψ Á ïÔï ÒïÁÌÉÓïÅ ÁÖÅÃ 

le plasmide pVitro1.2.ZsGreen par électroporation et une dilution limite en milieu 

ÃÏÍÐÌïÍÅÎÔï ÅÎ ÂÌÁÓÔÉÃÉÄÉÎÅ Á ÐÅÒÍÉÓ ÌȭÉÓolement de différents sous-clones exprimant de 

manière stable la protéine fluorescente ZsGreen (Zoanthus green fluorescent protein) afin de 

faciliter leur  détection et leur suivi in vivo. Les 6 sous-clones utilisés pour ce projet ont été 

nommés ainsi : B11, C5, E2, E7, F1 et G10. 

Cette lignée leucémique, ainsi que les sous-clones qui en sont issus ont été cultivés dans du 

milieu RPMI complémenté avec ρπϷ ÄÅ ÓïÒÕÍ ÄÅ ÖÅÁÕ ÆĞÔÁÌȟ ςÍ- ÄÅ ÇÌÕÔamine, 100U/mL de 

ÐïÎÉÃÉÌÌÉÎÅȟ ρππАÇȾÍ, ÄÅ ÓÔÒÅÐÔÏÍÙÃÉÎÅȟ υπА- ÄÅ ɼ-ÍÅÒÃÁÐÔÏïÔÈÁÎÏÌȟ ρπÍ- Äȭ(%0%3ȟ ρÍ- 

ÄȭÁÃÉÄÅÓ ÁÍÉÎïÓ ÎÏÎ-essentiels et 1mM de pyruvate de sodium (Gibco, Thermo Fisher, Saint-

Aubin, France). 

La lignée EL4 (TIB-σωΆ, ATCC) est une lignée murÉÎÅ ÉÓÏÌïÅ Û ÐÁÒÔÉÒ ÄȭÕÎ ÌÙÍÐÈÏÍÅ ÉÎÄÕÉÔ ÃÈÅÚ 

des souris C57BL/6J qui a été cultivée en milieu RPMI dont la composition était identique à celle 

utilisée pour la lignée et les sous-clones C1498.  

,ȭÅÎÓÅÍÂÌÅ ÄÅÓ ÌÉÇÎïÅÓ ÃÅÌÌÕÌÁÉÒÅÓ ÅÔ ÄÅÓ ÓÏÕÓ-clones ont été cultivés dans un incubateur à 37°C, 

ÓÏÕÓ ÁÔÍÏÓÐÈîÒÅ ÈÕÍÉÄÅ ɉωπϷ ÄȭÈÕÍÉÄÉÔï ÅÔ υϷ #/2) et maintenus à une concentration 

cellulaire comprise entre 0,5 et 1 million (M) de cellules/mL. 

II.  INJECTION DES SOURIS ET SUIVI DE LA MALADIE 

Plusieurs souches de souris ont été utilisées pour cette étude. Ce sont principalement des souris 

femelles syngéniques de la souche C57BL/6J ÏÂÔÅÎÕÅÓ ÄÅ ÌȭïÌÅÖÁÇÅ #ÈÁÒÌÅÓ 2ÉÖÅÒ ɉ,ȭ!ÒÂÒÅÓÌÅȟ 

&ÒÁÎÃÅɊ Û ÌȭÝÇÅ ÄÅ τ ÓÅÍÁÉÎÅÓ qui ont été utilisées. Pour la caractérisation de la lignée 

leucémique C1498, il a été utilisé des souris C57BL/6J présentant un fond génétique CD45.1.  

,ÏÒÓ ÄÅ ÌȭïÔÕÄÅ ÄÅÓ ÄÉÆÆïÒÅÎÔÓ ÓÏÕÓ-clones isolés à partir de la lignée leucémique C1498, il a été 

utilisé des souris NOD-SCID (NOD.CB17-Prkdcscid)provenant également ÄÅ ÌȭïÌÅÖÁÇÅ #ÈÁÒÌÅÓ 

River. Les souris sont élevées dans une animalerie exempte de pathogènes.  
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,ȭïÌÅÖÁÇÅ ÅÔ ÌȭÅÎÓÅÍÂÌÅ ÄÅÓ ÐÒÏÃïÄÕÒÅÓ ÅØÐïÒÉÍÅÎÔÁÌÅÓ ÏÎÔ ïÔï ÁÐÐÒÏÕÖïÅÓ ÐÁÒ ÌÅ ÃÏÍÉÔï 

ÄȭïÔÈÉÑÕÅ ÅÔ ÄÅ ÐÒÏÔÅÃÔÉÏÎ ÄÅÓ ÁÎÉÍÁÕØ ɉ.ÕÍïÒÏ ÄȭÁÇÒïÍÅÎÔ 512012). 

 INJECTION DES CELLULES LEUCEMIQUES  

Les souris ont été ÉÎÊÅÃÔïÅÓ Û ÌȭÝÇÅ ÄÅ φ ÓÅÍÁÉÎÅÓ ÐÁÒ ÖÏÉÅ ÉÎÔÒÁÖÅÉÎÅÕÓÅ dans la veine de la 

queue ou par voie intrapéritonéale avec la lignée C1498 ou les différents sous-clones issus de 

cette lignée. 

0ÏÕÒ ÓÅ ÆÁÉÒÅȟ ÌÅ ÍÉÌÉÅÕ ÄÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÅÎ ÃÕÌÔÕÒÅ ïÔÁÉÔ ÒÅÎÏÕÖÅÌï ÌÅ ÊÏÕÒ ÐÒïÃïÄÁÎÔ ÌȭÉÎÊÅÃÔÉÏÎȢ ,Å 

ÊÏÕÒ ÄÅ ÌȭÉÎÊÅÃÔÉÏÎȟ ÌÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÅÎ ÃÕÌÔÕÒÅ ïÔÁÉÅÎÔ ÁÕ ÐÒïÁÌÁÂÌÅ ÌÁÖïÅÓȟ ÃÏÍÐÔïÅÓ sur cellule de 

Thoma et reprises dans du PBS (phosphate buffer saline 1X) à la concentration adaptée pour 

ÒïÁÌÉÓÅÒ ÌȭÉÎÊÅÃÔÉÏÎ ÄȭÕÎ ÖÏÌÕÍÅ ÄÅ ρππ А,. Le nombre de cellules injectées a varié lors de la mise 

en place de ce modèle entre 104 et 5 106 cellules par souris. 

 TRAITEMENT PAR CHIMIOTHERAPIE 

La chimiothérapie qui a été utilisée pour le développement de ce modèle de maladie résiduelle 

est la cytarabine (AraC) (Abcam, Paris, France). Cette chimiothérapie fut administrée aux souris 

par voie intrapéritonéale à la dose de 100 ou 200mg/kg/souris et ceci durant 3 à 5 jours 

successifs ou 4 injections successives par semaine durant 2 semaines (correspondant à 8 

injections au total). 

III.  PRELEVEMENTS DU SANG ET DES ORGANES MURINS 

 PRELEVEMENT SANGUIN ET ISOLEMENT DES CELLULES 

III. A. 1. PRELEVEMENTS SANGUINS 

Le suivi de la leucémie ou de la maladie résiduelle a été réalisé par un prélèvement sanguin en 

submandibulaire au maximum une fois par semaine. Ce type de prélèvement nous a permis en 

ÇïÎïÒÁÌ ÄȭÏÂÔÅÎÉÒ ÕÎ ÖÏÌÕÍÅ ÄÅ ρππ µL de sang.  

Des échantillons de sang ont également été prélevés au moment du sacrifice des souris. Afin 

ÄȭÏÂÔÅÎÉÒ ÕÎ ÖÏÌÕÍÅ ÓÁÎÇÕÉÎ ÓÕÐïÒÉÅÕÒȟ ÌÅ ÐÒïÌîÖÅÍÅÎÔ Á ïÔï ÒïÁÌÉÓï ÐÁÒ ÐÏÎÃÔÉÏÎ ÅÎ 

ÉÎÔÒÁÃÁÒÄÉÁÑÕÅ ÐÅÒÍÅÔÔÁÎÔ ÁÉÎÓÉ ÌÁ ÒïÃÕÐïÒÁÔÉÏÎ ÄȭÕÎ ÖÏÌÕÍÅ ÍÁØÉÍÁÌ ÄÅ ρ mL. 

Nous avions à disposition au laboratoire, un hémocytomètre qui nous a permis de quantifier les 

différentes lignées composant le sang des souris de cette étude (Sysmex, Roissy, France).  
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III. A. 2. ISOLEMENT DES CELLULES LEUCEMIQUES 

Afin de détecter par cytométrie en flux ou par qPCR les cellules leucémiques, une lyse des 

globules rouges étaient réalisée en utilisant un tampon de lyse « maison ». Celui-ci est composé 

ÄȭÕÎ ÍïÌÁÎÇÅ ÄÕ ÒïÁÃÔÉÆ ! ÅÔ ÄÕ ÒïÁÃÔÉÆ " Û ÖÏÌÕÍÅ ïÑÕÉÖÁÌÅÎÔ ÁÕÑÕÅÌ ÅÓÔ ÁÊÏÕÔï σ ÖÏÌÕÍÅÓ ÄȭÅÁÕ 

stérile. Le réactif A est composé de 1,55 mol/L de NH4Cl et de 0,37 g/L  de NA2EDTA dans 100mL 

ÄȭÅÁÕ ÓÔïÒÉÌÅȢ ,Å ÒïÁÃÔÉÆ " ÅÓÔ ÕÎÅ ÓÏÌÕÔÉÏÎ de KHCO3 à 0,1 mol/L.  

Le tampon de lyse devait être ÌÁÉÓÓï ÅÎ ÃÏÎÔÁÃÔ ÁÖÅÃ ÌȭïÃÈÁÎÔÉÌÌÏÎ ÓÁÎÇÕÉÎ ÄÕÒÁÎÔ ρ Û ς ÍÉÎÕÔÅÓ 

ÐÕÉÓ ÄÉÌÕï ÄÉÒÅÃÔÅÍÅÎÔ ÄÁÎÓ ÄÕ 0"3 ÁÖÁÎÔ ÄȭÅÆÆÅÃÔÕÅÒ ÕÎÅ ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÔÉÏÎ ÐÏÕÒ ÃÕÌÏÔÔÅÒ ÌÅÓ 

cellules et éliminer les hématies lysées.  

%Î ÃÁÓ ÄȭÕÔÉÌÉÓÁÔÉÏÎ ÐÏÕÒ ÕÎÅ ÁÎÁÌÙÓÅ ÄȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÐÁÒ 2T-qPCR, le culot cellulaire était 

conservé en RNAlater® (Qiagen, Courtaboeuf, France) pour éviter la dégradation des ARN. 

3É ÌȭÁÎÁÌÙÓÅ ÓÅ ÆÁÉÓÁÉÔ ÐÁÒ ÃÙÔÏÍïÔÒÉÅ ÅÎ ÆÌÕØȟ ÌÅ ÍÁÒÑÕÁÇÅ ïÔÁÉÔ ÒïÁÌÉÓï ÁÐÒîÓ ÃÅÔÔÅ ïÔÁÐÅ ÄÅ ÌÙÓÅ 

des globules rouges en veillant à effectuer un lavage supplémentaire en PBS avant de débuter 

ÌȭÉÍÍÕÎÏÍÁÒÑÕÁÇÅȢ 

III. A. 3. ISOLEMENT DES CELLULES MONONUCLEEES DU SANG (PBMC) 

Les cellules sanguines mononucléées murines ont été  isolées par centrifugation sur un gradient 

de Pancoll®, polymère de glucide ramifié de densité 1,086 g/mL (Dutscher, Brumath, France).  

Pour se faire, le volume sanguin prélevé des souris était ajusté à 500 µL avec du PBS et déposé 

délicatement sur un volume équivalent de Pancoll®, en évitant tout mélange des deux 

solutions. La séparation était effectuée par centrifugation à 800 g durant 20 minutes à 

température ambiante (TA). Les cellules mononucléées étaient ainsi séparées des autres 

ïÌïÍÅÎÔÓ ÓÁÎÇÕÉÎÓ ÅÔ ÎÅÔÔÅÍÅÎÔ ÖÉÓÕÁÌÉÓÁÂÌÅÓ ÐÁÒ ÌÁ ÐÒïÓÅÎÃÅ ÄȭÕÎ ÁÎÎÅÁÕ ÂÌÁÎÃÈÝÔÒÅȟ ÑÕȭÉÌ 

suffisait de prélever et laver avec du PBS avant toutes analyses. 

 PRELEVEMENT DES ORGANES 

Les souris leucémiques qui présentaient des signes du développement de la leucémie tels 

ÑÕȭÕÎÅ ÐÉÌÏïÒÅÃÔÉÏÎȟ ÕÎ ÉÓÏÌÅÍÅÎÔ ÄÅ ÌȭÁÎÉÍÁÌ ÐÁÒ ÒÁÐÐÏÒÔ ÁÕØ ÁÕÔÒÅÓ animaux  présents, ou une 

diminution des déplacements étaient sacrifiées par dislocation cervicale. Les souris contrôles 

injectées avec du PBS ont également été euthanasiées par cette technique en parallèle des 

souris leucémiques.  
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Le prélèvement des orgaÎÅÓ Á ïÔï ÒïÁÌÉÓï Û ÌȭÁÉÄÅ ÄȭÏÕÔÉÌÓ ÓÔïÒÉÌÅÓ ÅÔ ÕÎÅ ÆÏÉÓ ÐÒïÌÅÖïÓȟ ÉÌÓ étaient 

conservés dans du PBS et dans la glace.  

Les tibias et fémurs des souris ont été prélevés puis les épiphyses étaient coupées afin de 

récupérer la moelle osseuse contenue dans les diaphyses et épiphyses de ces os.  

Les cellules des différents organes ont été isolées par broyage mécanique, filtrées et les globules 

ÒÏÕÇÅÓ ÏÎÔ ïÔï ïÌÉÍÉÎïÓ Û ÌȭÁÉÄÅ ÄȭÕÎ ÔÁÍÐÏÎ ÄÅ ÌÙÓÅ particulier  ("$ 0ÈÁÒÍ ,ÙÓÅΆ, BD 

Biosciences, Le Pont de Claix, France) ÑÕÉ ÎȭÁ ÐÁÓ ÄȭÁÃÔÉÖÉÔï ÓÕÒ ÌÁ ÌÉÇÎïÅ ÅÔ ÌÅÓ ÓÏÕÓ-clones 

leucémiques. Un dénombrement cellulaire sur cellule de Thoma a été réalisé avant de 

ÐÏÕÒÓÕÉÖÒÅ ÌÅÓ ÁÎÁÌÙÓÅÓ ÄȭÉÍÍÕÎÏÍÁÒÑÕÁÇÅ ÐÁÒ ÃÙÔÏÍïÔÒÉÅ ÅÎ ÆÌÕØ ÏÕ ÄȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅÓ ÁÃÉÄÅÓ 

nucléiques ÐÁÒ Ñ0#2Ȣ %Î ÃÁÓ ÄȭÕÔÉÌÉÓÁÔÉÏÎ ÄÅ ÃÅÓ  ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÐÏÕÒ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅÓ !2.ȟ ÄÅÓ ÃÕÌÏÔÓ 

sont conservés en RNAlater® au congélateur à -80°C.  

IV. MARQUAGE MORPHOLOGIQUE ET PROTEIQUE SUR LAME  

 PREPARATION CELLULAIRE SUR LAME 

Les cellules leucémiques (lignée cellulaire ou sous-clones) ont été au préalable lavées en 

tampon MACS froid (Milteny i Biotec, Paris, France), reprises à 1 M/mL  et conservées dans la 

glace.  

La lame était associée à une chambre à échantillon ÅÔ ÕÎÅ ïÔÁÐÅ ÄȭÈÕmidification de la chambre 

était réalisée ÐÁÒ ÌȭÁÊÏÕÔ ÄÅ 100µL de tampon MACS. Puis, une centrifugation de cette chambre 

durant 2 minutes à 200 rotations par minute (rpm) était effectuée sur une cytocentrifugeuse 

(#ÙÔÏÓÐÉÎΆ τ #ÙÔÏÃÅÎÔÒÉÆÕÇÅ, ThermoFisher Scientific, Saint-Aubin, France). 

Ensuite, une suspension de 100 000 cellules était déposée sur la chambre et centrifugée à 200 

rpm durant 2 minutes pour les lignées cellulaires ou 800 rpm pendant 10 minutes pour les 

cellules de moelle osseuse murine. Les lames étaient ensuite séchées Û ÌȭÁÉÒ ÌÉÂÒÅ ÁÖÁÎÔ 

ÄȭÅÆÆÅÃÔÕÅÒ les marquages (MGG, marquage des estérases ou immunomarquage fluorescent).  

 MARQUAGE MAY-GRÜNWALD GIEMSA 

Le marquage au May-Grünwald Giemsa a été réalisée en utilisant le kit du fournisseur RAL 

Diagnostics (Nemours, France). 

Pour cela, la première étape a consisté en une fixation des cellules avec le colorant May-

Grünwald durant 3 minutes pour les lignées cellulaires ou 5 minutes pour les cellules isolées 

de la moelle osseuse de souris.  
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La deuxième étape était réalisée par ÌȭÁÊÏÕÔ sur ce colorant, Äȭune quantité ïÇÁÌÅ ÄȭÕÎ ÔÁÍÐÏÎ 

pH 6,8  provenant du fournisseur, suivi par une étape de mélange permettant de dissocier les 

sels contenus dans le May-Grünwald et activer leurs pouvoirs colorants durant 1 minute. Afin 

ÄȭÏÂÔÅÎÉÒ ÕÎ ÄïÖÅÌÏÐÐÅÍÅÎÔ ÉÄïÁÌ ÄÅ ÌÁ ÃÏÌÏÒÁÔÉÏÎȟ ÉÌ ïÔÁÉÔ ÎïÃÅÓÓÁÉÒÅ ÄȭïÌÉÍÉÎÅÒ ÌÅ colorant sans 

effectuer de rinçage.  

,Á ÔÒÏÉÓÉîÍÅ ÅÔ ÄÅÒÎÉîÒÅ ïÔÁÐÅ ïÔÁÉÔ ÄȭÁÊÏÕÔÅÒ le colorant Giemsa dilué au 1/30e avec le tampon 

pH 6,8 durant 10 minutes. Une étape de rinçage des lames Û ÌȭÅÁÕ du robinet durant 10 secondes 

était réalisée pour permettre le développement polychromique de la coloration. Les lames 

ïÔÁÉÅÎÔ ÌÁÉÓÓïÅÓ Û ÌȭÁÉÒ ÌÉÂÒÅ ÐÏÕÒ ÌȭïÔÁÐÅ ÄÅ ÓïÃÈÁÇÅ ÁÖÁÎÔ ÄȭÅÆÆÅÃÔÕÅÒ ÌȭÁÓÓÏÃÉÁÔÉÏÎ entre lame et 

lamelles avec une milieu de montage (Merck, Saint-Quentin Fallavier, France). 

 MARQUAGE DES ESTERASES, DE LA MYELOPEROXYDASE ET DE WT1 

IV. C. 1. MARQUAGE DE LA MYELOPEROXYDASE (MPO) 

Les cellules préalablement déposées sur lame par cytocentrifugation (§ IV.A) ont été fixées avec 

une solution méthanol : acétone (1 ȡρɊ ÆÒÏÉÄÅ ÄÕÒÁÎÔ ς ÍÉÎÕÔÅÓ ÐÕÉÓ ÓïÃÈïÅÓ Û ÌȭÁÉÒȢ Un rinçage 

a ensuite été effectué avec du PBS froid pendant 10 minutes.  

Un tampon contenant du PBS, σϷ ÄÅ ÓïÒÕÍ ÄȭÁÌÂÕÍÉÎÅ ÂÏÖÉÎe (BSA) ÅÔ ρπАÇȾÍ, ÄȭÁÎÔÉÃÏÒÐÓ 

ciblant le CD16 et le CD32 a été ajouté pour bloquer les récepteurs Fc. 

Les cellules ont ensuite été incubées sur la nuit, à 4°C en chambre humide avec un anticorps 

primaire dirigé contre la myélopéroxydase de souris (Santa Cruz-Clinisciences, Nanterre, 

France) dilué au 1/10e en PBS/BSA 3%.  

Les lames ont été lavées avec un tampon PBS/BSA 0,1% froid ÁÖÁÎÔ ÌȭÉÎÃÕÂÁÔÉÏÎ ÁÖÅÃ ÌȭÁÎÔÉÃÏÒÐÓ 

secondaire anti-IgG couplé à un fluorochrome, Texas red (Jackson Immunoresearch-Interchim, 

Montlucon, France) durant 2 heures à TA, en chambre humide ÅÔ Û ÌȭÁÂÒÉ ÄÅ ÌÁ ÌÕÍÉîÒÅ.  

Enfin, les cellules ont été lavées deux fois avec une solution PBS/BSA 0,1% froide et un 

marquage nucléaire avec le réactif de Hoechst (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France) à une 

concentration de 1 µg/mL a été réalisé à TA durant 2 minutes. Les lames ont à nouveau été 

ÌÁÖïÅÓ ÁÖÁÎÔ ÄȭÅÆÆÅÃÔÕÅÒ ÌÅ ÍÏÎÔÁÇÅ ÅÎÔÒÅ Ìame et lamelles.  

IV. C. 2. MARQUAGE DE LA PROTEINE WT1 

,Å ÐÒÏÔÏÃÏÌÅ ÕÔÉÌÉÓï ÅÓÔ ÓÉÍÉÌÁÉÒÅ ÁÕ ÍÁÒÑÕÁÇÅ ÄÅ ÌÁ ÍÙïÌÏÐïÒÏØÙÄÁÓÅ ÍÁÉÓ ÌȭÁÎÔÉÃÏÒÐÓ ÕÔÉÌÉÓï 

était dirigé contre la protéine Myc Tag se trouvant en partie C-terminale de la protéine WT1 

exprimée par le plasmide pVitro1.1.WT1.  
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,ȭÁÎÔÉÃÏÒÐÓ ÐÒÉÍÁÉÒÅ ÁÎÔÉ-Myc Tag (clone 4A6, Sigma Aldrich - Merck, Saint-Quentin Fallavier, 

France) dilué au 1/50e en PBS/BSA 3%  a été incubé sur la nuit à 4°C en chambre humide après 

ÌȭïÔÁÐÅ ÄÅ ÂÌÏÃÁÇÅ ÄÅÓ ÒïÃÅÐÔÅÕÒÓ &ÃȢ  

,Å ÌÅÎÄÅÍÁÉÎȟ ÌÅÓ ÌÁÍÅÓ ïÔÁÉÅÎÔ ÌÁÖïÅÓ ÐÕÉÓ ÌÅ ÍÁÒÑÕÁÇÅ ÁÖÅÃ ÌȭÁÎÔÉÃÏÒÐÓ ÓÅÃÏÎÄÁÉÒÅ anti-IgG 

couplé à un Alexa Fluor 488 dilué au 1/100e (Jackson Immuno Research - Interchim, Montlucon, 

France) ïÔÁÉÔ ÒïÁÌÉÓï ÐÅÎÄÁÎÔ ς ÈÅÕÒÅÓ Û 4!ȟ ÅÎ ÃÈÁÍÂÒÅ ÈÕÍÉÄÅ ÅÔ Û ÌȭÁÂÒÉ ÄÅ ÌÁ ÌÕÍÉîÒÅȢ 5Î 

marquage des noyaux cellulaires a également été réalisée avec le réactif de Hoechst.  

IV. C. 3. MARQUAGE CYTOCHIMIQUE DES ESTERASES 

,ȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ ÄÅÕØ ÔÙÐÅÓ ÄȭÅÓÔïÒÁÓÅÓ Á ïÔï ÒÅÃherchée, ÌȭÅÓÔïÒÁÓÅ dégradant Ìȭalpha-naphthyl 

butyrate (ANBE) et celle catalysant la dégradation du naphthol AS-D chloroacétate (CAE).  

Dans un premier temps, ce marquage a été évalué sur deux types cellulaires exprimant ou non 

ces estérases afin de valider le protocole du fournisseur.  Pour cela, des cellules monocytaires 

CD115+ et granulocytaires Ly6G+ ont été purifiées sur colonne Miltenyi à partir de la moelle 

osseuse de souris saines C57BL/6J. Les cellules granulocytaires Ly6G+ exprimaient ÌȭÅÓÔïÒÁÓÅ 

dégradant le CAE ÍÁÉÓ ÐÁÓ Ìȭ!."% ÅÔ Û ÌȭÉÎÖÅÒÓÅȟ les cellules monocytaires CD115+ exprimaient 

ÌȭÅÓÔïÒÁÓÅ ÃÁÔÁÌÙÓÁÎÔ ÌȭANBE mais pas le CAE. 

Le marquage ÄÅ ÃÅÓ ÄÅÕØ ÔÙÐÅÓ ÄȭÅÓÔïÒÁÓÅ a été réalisé selon les recommandations du 

fournisseur (ɻ-Naphthyl Butyrate Esterase Kit et Naphthol AS-D chloroacétate Kit, Sigma 

Aldrich - Merck, Saint-Quentin Fallavier, France) sur les cellules en culture ou sur les cellules 

isolées de la moelle osseuse murine.  

Le marquage cytochimique des estérases et les coloration au MGG des cellules ont été observées 

sur un microscope inversé à lumière blanche (Leica Biosystems, Allemagne). Concernant les 

ÉÍÍÕÎÏÍÁÒÑÕÁÇÅÓ ÆÌÕÏÒÅÓÃÅÎÔÓȟ ÉÌÓ ÏÎÔ ïÔï ÏÂÓÅÒÖïÓ Û ÌȭÁÉÄÅ ÄȭÕÎ ÍÉÃÒÏÓÃÏÐÅ ÉÎÖÅÒÓï à 

fluorescence DMI8 (Leica Biosystems, Allemagne). 

V. MARQUAGE IMMUNOPHENOTYPIQUE 

Cet immunomarquage a été réalisé soit à partir de cellules en culture dont le milieu a été 

préalablement retiré par centrifugation et les cellules lavées en tampon MACS avant le 

marquage, soit à partir de cellules isolées des organes ou du sang des souris. 

Les immunomarquages ont été réalisés sur 1 million de cellules préalablement incubées avec 

un anticorps bloquant les récepteurs Fc (anti -CD16/32 à 10µg/mL).  
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Les cellules ont ensuite été incubées ÄÕÒÁÎÔ σπ ÍÉÎÕÔÅÓ Û τЈ# Û ÌȭÁÂÒÉ ÄÅ ÌÁ ÌÕÍÉîÒÅ avec un ou 

ÄÅÓ ÃÏÍÂÉÎÁÉÓÏÎÓ ÄȭÁÎÔÉÃÏÒÐÓ ÄÉÒÅÃÔÅÍÅÎÔ ÃÏÕÐÌïÓ Û ÕÎ fluorochrome dilués à la concentration 

désirée dans du tampon MACS. En parallèle, un marquage de ces cellules était réalisé avec le(s) 

isotype(s) contrôle(s) de ces anticorps au même concentration.  

Pour réaliser le marquage de protéines intracellulaires, une étape supplémentaire de fixation 

et perméabilisation durant 30 minutes et à 4°C a été réalisée en suivant les recommandations 

du fournisseur du kit (eBioscience, Thermo Fisher, Saint-Aubin, France). Puis, le marquage avec 

ÌȭÁÎÔÉÃÏÒÐÓ ÄÉÒÉÇï ÃÏÎÔÒÅ ÌÁ Ðrotéine intracellulaire  ÄȭÉÎÔïÒðÔ a été effectué dans le tampon de 

ÐÅÒÍïÁÂÉÌÉÓÁÔÉÏÎ ÄÕÒÁÎÔ σπ ÍÉÎÕÔÅÓ Û τЈ# ÅÔ Û ÌȭÁÂÒÉ ÄÅ ÌÁ ÌÕÍÉîÒÅȢ 

5ÎÅ ÆÏÉÓ ÌȭÉÎÃÕÂÁÔÉÏÎ ÔÅÒÍÉÎïÅȟ ÌÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÏÎÔ ïÔï ÌÁÖïÅÓ ÅÎ 0"3 ÐÕÉÓ ÃÅÎÔÒÉÆÕÇïÅÓ ÁÖÁÎÔ ÄȭðÔÒÅ 

reprises dans 500 µL de 0"3 ÅÔ ÃÏÎÓÅÒÖïÅÓ Û τЈ#Ȣ ,ȭÁÎÁÌÙÓÅ ÄÅÓ ÄÉÆÆïÒÅÎÔÓ ÍÁÒÑÕÁÇÅÓ Á ïÔï 

réalisée grâce au cytomètre analyseur Cyan ADP MCL9 (Beckman Coulter, Villepinte, France).  

Les différents anticorps et isotypes, ainsi que les concentrations qui ont été utilisés pour ce 

projet sont référencés dans le tableau 7 suivant.  

Anticorps  et fluorochrome  (clone)  Isotype contrôle  
Concentration  

finale utilisée  (µg/mL)  

Anti-B220 APC (RA3-6B2) Rat IgG2a, ʆ !0# 2 

Anti-CD11b PE (M1/70) Rat IgG2b, ʆ PE 1 

Anti-CD34 eFluor 660 (RAM34) Rat IgG2a, ʆ Å&ÌÕÏÒ φφπ 10 

Anti-Sca1 PE (D7) Rat IgG2a, ʆ 0% 2 

Anti-CD117 eFluor 450 (2B8) Rat IgG2b, ʆ eFluor 450 2 

Anti-CD150 APC (9D1) Rat IgG1, APC 10 

Anti-CD18 FITC (M18/2)  Rat IgG2a, ʆ &)4# 10 

Anti-#$σʀ Å&ÌÕÏÒ τυπ ɉρχ!ςɊ Rat IgG2b, ʆ eFluor 450 2 

Anti-#$σʀ 0%-Cy5 (145-2C11) Armenian hamster IgG PE-Cy5 2 

Anti-4#26ɼ &)4# ɉH57-597) Armenian Hamster IgG2, FITC 10 

Anti-Mac3 PE (M3/84) Rat IgG1, ʆ 0% 5 

Anti-CD45.2 FITC (104) Souris IgG2aȟ ʆ &)4# 5 

Anti-Ly6C APC (HK1.4) Rat IgG2c, ʆ !0# 2 

Anti-Ly6G APC (RB6-8C5) Rat IgG2b, ʆ !0# 0,4 

Anti-CD115 PE (AFS98) Rat IgG2a, ʆ 0% 2 

Anti-CD19 PE (1D3) 2ÁÔ )Ç'ςÁȟ ʆ 0% 1 

Anti-CD4 APC (GK1.5) Rat IgG2b, ʆ !0# 0,4 
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Anti-CD8 eFluor 450 (53-6.7) Rat IgG2a, ʆ Å&ÌÕÏÒ τυπ 0,4 

Anti-CD16/32 biotin (82) Rat IgG2a, ʆ biotin  1 

Streptavidin PeCy5 /  1 

Anti-CD21/35 PE (8D9) 2ÁÔ )Ç'ςÁȟ ʆ 0% 4 

Anti-panNK PE (DX5) 2ÁÔ ,Å×ÉÓ )Ç-ȟ ʆ 0% 4 

Anti-NK1.1 PE (PK136) 3ÏÕÒÉÓ )Ç'ςÁȟ ʆ 0% 4 

TABLEAU 8 - ANTICORPS ET ISOTYPES CONTROLES UTILISES POUR CE PROJET. Ce tableau 

référence les différents anticorps utilisés pour les immunomarquages, ainsi que les isotypes contrôles 

associés et la concentration à laquelle ont été utilisés ces anticorps. Ces anticorps proviennent des 

fournisseurs eBioscience (Thermo Fisher, Saint-Aubin, France) et BD Biosciences (Le Pont de Claix, 

France). CD : cluster de différenciation 

VI. EVALUATION DE LA SENSIBILITE CELLULAIRE A UN TRAITEMENT 

!ÆÉÎ ÄȭïÖÁÌÕÅÒ ÌÁ ÓÅÎÓÉÂÉÌÉÔï ÄÅÓ ÌÉÇÎïÅÓ ÅÔ ÓÏÕÓ-clones vis-à-vis du traitement par 

chimiothérapie (cytarabine), nous avons effectué un test se basant sur  la capacité des cellules 

vivantes à dégrader un sel de tétrazolium (MTT, Sigma Aldrich ɀ Merck, Saint-Quentin Fallavier, 

France) formant ainsi un précipité de formazan de coloration violette.  

Pour cela, 40 000 cellules ont été ensemencées dans des puits de plaques 96 puits à fond rond 

en milieu RPMI sans rouge de phénol contenant une concentration croissante de cytarabine 

(concentration allant de 10pg/mL à 100µg/mL).  

Ces cellules ont été traitées durant 72h à 37°C et chaque point de concentration a été réalisé en 

triplicat. Des puits contrôles contenant uniquement des cellules sans traitement ont également 

été ensemencés pour avoir notre viabilité cellulaire basale.  

A la fin des 72h, le MTT a été ajouté ÄÁÎÓ ÌȭÅÎÓÅÍÂÌÅ ÄÅÓ ÐÕÉÔÓ Û ÕÎÅ ÃÏÎÃÅÎÔÒÁÔÉÏÎ ÆÉÎÁÌÅ ÄÅ 

0,5mg/mL et la réaction a été incubée durant 4h à 37°C Û ÌȭÁÂÒÉ ÄÅ ÌÁ ÌÕÍÉîÒÅȢ La réaction a 

ÅÎÓÕÉÔÅ ïÔï ÓÔÏÐÐïÅ ÅÎ ÒÅÐÒÅÎÁÎÔ ÌÅ ÐÒïÃÉÐÉÔï ÄÅ ÆÏÒÍÁÚÁÎ ÁÖÅÃ ÕÎÅ ÓÏÌÕÔÉÏÎ ÄȭÉÓÏÐÒÏÐÁÎÏÌȾ(#ÌȢ  

,Á ÍÅÓÕÒÅ ÄȭÁÂÓÏÒÂÁÎÃÅ a été réalisée sur un spectrophotomètre à 570 nm (A570, Nanodrop, 

Thermo Fisher). Le pourcentage dȭÉÎÈÉÂÉÔÉÏÎ ÄÅ ÌÁ ÃÒÏÉÓÓÁÎÃÅ ÃÅÌÌÕÌÁÉÒÅ selon la concentration 

de cytarabine utilisée a été calculé grâce à la formule suivante : 

ὖέόὶὧὩὲὸὥὫὩ ὨὭὲὬὭὦὭὸὭέὲ
ὃυχπ ïὧὬὥὲὸὭὰὰέὲ Û ὸὩίὸὩὶ

ὃυχπ ïὧὬὥὲὸὭὰὰέὲ ὧέὲὸὶĖὰὩ
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VII.  EVALUATION DE LȭACTIVITE CYTOTOXIQUE DES LYMPHOCYTES T 

,ȭÁÃÔÉÖÉÔï ÃÙÔÏÔÏØÉÑÕÅ ÄÅÓ ÌÙÍÐÈÏÃÙÔÅÓ 4 (CTL) de souris a été évaluée ÌÏÒÓ ÄÅ ÃÅ ÐÒÏÊÅÔ ÄȭïÔÕÄÅȢ  

Pour cela, les splénocytes ÄÅÓ ÓÏÕÒÉÓ ÓÕÒÖÉÖÁÎÔÅÓ Û ÌȭÉÎÊÅÃÔÉÏÎ ÄÕ ÓÏÕÓ-clone C5 ont été isolés et 

activés in vitro en présence de lysat cellulaire provenant du sous-clone lui -même, de 

ÌȭÉÎÔÅÒÌÅÕËÉÎÅ-2 (IL-2, Thermo Fischer Scientific, Saint-Aubin, France) à 1 ng/mL et des cellules 

spléniques saines déplétées en lymphocytes T comme cellules présentatrices ÄÅ ÌȭÁÎÔÉÇîÎÅ. La 

déplétion des splénocytes de souris saines a été réalisée par un traitement préalable durant 20 

minutes à 37°C avec 50 µg/mL de mitomycine C (Sigma Aldrich - Merck, Saint-Quentin Fallavier, 

France).  

Après cette stimulation de 5 jours, les cellules activées ont été récupérées et remises en culture 

durant 2 jours dans ÄÕ ÍÉÌÉÅÕ ÄÅ ÃÕÌÔÕÒÅ ÃÏÎÔÅÎÁÎÔ Û ÎÏÕÖÅÁÕ ÄÅ Ìȭ),-2 à 1 ng/mL. Cette seconde 

stimulation  a permis la prolifération  des lymphocytes T afin de pouvoir réaliser lȭÁÎÁÌÙÓÅ CTL.  

Pour ÒïÁÌÉÓÅÒ ÌȭÁÎÁÌÙÓÅ #4,, les lymphocytes T amplifiés ont été mis en culture durant 4h avec 

5 000 cellules cibles (lignée C1498, sous-clone C5 ou lignée EL4). Celles-ci étaient 

préalablement marquées avec un marqueur fluorescent, le CFSE (carboxyfluorescein diacetate 

succinimidyl ester, Thermo Fisher Scientific, Saint-Aubin, France) à 0,25 µmol/L. Les cellules 

ÃÉÂÌÅÓ ÏÎÔ ïÔï ÄïÎÏÍÂÒïÅÓ ÁÐÒîÓ ÌȭÉÎÃÕÂÁÔÉÏÎ ÅÎ ÐÒïÓÅÎÃÅ ÄÅÓ ÌÙÍÐÈÏÃÙÔÅÓ 4 Û ÌȭÁÉÄÅ ÄÅÓ 

microbilles par cytométrie en flux (Flow Absolute Count Beads (BD Biosciences, Le Pont de 

Claix, France) ÐÅÒÍÅÔÔÁÎÔ ÁÉÎÓÉ ÄȭïÖÁÌÕÅÒ ÌÅ ÐÏÕÒÃÅÎÔÁÇÅ de cellules cibles lysées par les 

lymphocytes T.  

VIII.  SUREXPRESSION DȭUN GENE PAR TRANSFECTION STABLE 

 PRODUCTION DȭUN VECTEUR PLASMIDIQUE EXPRIMANT LE GENE WT1 

La technique de fusion (In-Fusion HD Cloning, Ozyme, Montigny-le-Bretonneux, France ) a été 

utilisée pour prÏÄÕÉÒÅ ÕÎ ÐÌÁÓÍÉÄÅ ÐÏÒÔÁÎÔ ÅÔ ÅØÐÒÉÍÁÎÔ ÌÅ ÇîÎÅ ÄȭÉÎÔïÒðÔ Wt1.  

$ÅÓ ÁÍÏÒÃÅÓ ÓÐïÃÉÆÉÑÕÅÓ ÃÏÍÐÏÓïÅÓ ÄÅ ρυ ÐÁÉÒÅÓ ÄÅ ÂÁÓÅ ÈÏÍÏÌÏÇÕÅÓ ÁÕ ÐÌÁÓÍÉÄÅ ÄȭÉÎÓÅÒÔÉÏÎ 

ÅÔ ÄÅ ρψ Û ςυ ÐÁÉÒÅÓ ÄÅ ÂÁÓÅ ÈÏÍÏÌÏÇÕÅÓ ÁÕ ÇîÎÅ ÄȭÉÎÔïÒðÔ Û ÃÌÏÎÅÒ ÏÎÔ ïÔï ÓÙÎÔÈïÔÉÓïÅÓ ÓÅÌÏÎ 

les recommandations du fournisseur. La séquence des amorces synthétisées est la suivante : 

- υȭ-CAATCCGGAGTATACGGATCCGCCACCCTGGACTTCCTCCTGTCGCAG-σȭ ÐÏÕÒ ÌȭÁÍÏÒÃÅ 

sens ; 
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-  υȭ-GCTCCTAGGCGTACGGGATCCTTAAACCTTATCGTCGTCATCCTTG-σȭ ÐÏÕÒ ÌȭÁÍÏÒÃÅ 

antisens. 

Le gène Wt1 a été amplifié à partir du plasmide pCMV6-WT1 (Origene-Clinisciences, Nanterre, 

France) par PCR, purifié sur une colonne PCR Clean-up selon les recommandations du 

fournisseur (Macherey-Nagel, Hoerdt, FranceɊ ÅÔ ÌÁ ÃÏÎÃÅÎÔÒÁÔÉÏÎ ÄȭÁÍÐÌÉÇîÎÅ Á ïÔï ÍÅÓÕÒïÅ 

par spectrophotométrie à 260 nm (Nanodrop, Thermo Fisher, Saint Aubin, France). 

En parallèle, le plasmide pVitro1.1.neo.mcs a été linéarisé, purifié sur colonne et dosé par 

spectrophotométrie à 260 nm.  

Grâce aux amorces synthétisées, ρππ ÍÇ ÄȭÁÍÐÌÉÇîÎÅ ÄÅ Wt1 a été fusionné avec ρππ ÎÇ Äȭ!$. 

plasmidique de pVitro1.1.neo.mcs (Invivogen, Toulouse, France) en suivant le protocole du 

fournisseur formant ainsi le plasmide pVitro1.1.WT1.  

,ȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÕ ÇîÎÅ Wt1 ÅÓÔ ÓÏÕÓ ÌÅ ÃÏÎÔÒĖÌÅ ÄÕ ÐÒÏÍÏÔÅÕÒ ÄÕ ÆÁÃÔÅÕÒ ÄȭïÌÏÎÇÁÔÉÏÎ %&ρɻ 

ɉÒ%&ρɊȢ %Î ÐÁÒÔÉÅ σȭ ÄÅ ÌÁ ÓïÑÕÅÎÃÅ ÄÕ ÇîÎÅ Wt1, se trouve la séquence Myc-Tag que nous avons 

ÄïÃÉÄï ÄÅ ÃÏÎÓÅÒÖÅÒ ÅÎ ÖÕÅ ÄȭÕÎÅ ÕÔÉÌÉÓÁÔÉÏÎ ÌÏÒÓ ÄÅ ÌÁ ÄïÔÅÃÔÉÏÎ ÄÅ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ 74ρ ÄÁÎÓ 

les cellules transfectées. Son expression est sous la dépendance du même promoteur (Figure 

20). 

 

FIGURE 20 - STRUCTURE DU PLASMIDE PVITRO1.1.WT1 SYNTHETISE PAR LA TECHNIQUE DE 

FUSION. Ò%&ρ ÅÔ Í%&ρ ÓÏÎÔ ÄÅÕØ ÐÒÏÍÏÔÅÕÒÓ ÄÕ ÆÁÃÔÅÕÒ ÄȭïÌÏÎÇÁÔÉÏÎ ρɻ ÄÅ ÒÁÔ ÏÕ ÄÅ ÓÏÕÒÉÓȟ 

pVitro1.1.WT1 

(7954pb) 
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ÒÅÓÐÅÃÔÉÖÅÍÅÎÔȢ 36τπÅÎÈ ÅÔ #-6ÅÎÈ ÐÅÒÍÅÔÔÅÎÔ ÌȭÁÍÐÌÉÆÉÃÁÔÉÏÎ ÄÅ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÕ ÇîÎÅ ÉÎÓïÒïȟ 

proÖÅÎÁÎÔ ÒÅÓÐÅÃÔÉÖÅÍÅÎÔ ÄÕ ÖÉÒÕÓ 3ÉÍÉÅÎ τπ ÅÔ ÄÕ ÃÙÔÏÍïÇÁÌÏÖÉÒÕÓ ÈÕÍÁÉÎȢ Ð"-ρ ÅÓÔ ÌȭÏÒÉÇÉÎÅ ÄÅ 

ÒïÐÌÉÃÁÔÉÏÎ ÂÁÃÔïÒÉÅÎÎÅ ÄÕ ÐÌÁÓÍÉÄÅȢ &$-6 )2%3 ÅÓÔ ÕÎ ÓÉÔÅ ÄȭÅÎÔÒïÅ ÉÎÔÅÒÎÅ ÄÕ ÒÉÂÏÓÏÍÅ ÐÅÒÍÅÔÔÁÎÔ ÌÁ 

ÔÒÁÄÕÃÔÉÏÎ ÄÅ Ìȭ!2.Í ÄÅ Wt1 et du gène de résistance Neo. NeoR est la séquence entrainant la résistance 

ÄÅ ÌÁ ÃÅÌÌÕÌÅ Û ÌȭÁÎÔÉÂÉÏÔÉÑÕÅ 'τρψȢ %&ρ Ð!Î ÅÓÔ ÕÎ ÓÉÇÎÁÌ ÄÅ ÐÏÌÙÁÄïÎÙÌÁÔÉÏÎ ÐÅÒÍÅÔÔÁÎÔ ÄȭÁÕÇÍÅÎÔÅÒ ÌÁ 

stabilité des ARNm, de faciliter leur transport nucléo-cytoplasmique et de favoriser leur traduction. 

 AMPLIFICATION ET VALIDATION DU PLASMIDE PRODUIT 

Ce plasmide pVitro1.1.WT1 a été amplifié dans des bactéries de la souche Escherichia coli 

compétentes (Zymo research-Ozyme, Saint Quentin En Yvelines, France) qui ont été mises en 

culture sur une gélose LB (Luria Bertani, ThermoFischer Scientific, Saint Aubin, France) 

ÃÏÎÔÅÎÁÎÔ ÌȭÁÎÔÉÂÉÏÔÉÑÕÅ ÄÅ ÓïÌÅÃÔÉÏÎ ËÁÎÁÍÙÃÉÎÅ Û ςυАÇȾÍ, ÄÕÒÁÎÔ ςτ ÈÅÕÒÅÓ ɉ3ÉÇÍÁ !ÌÄÒÉÃÈ 

- Merck, Saint-Quentin Fallavier, France).  

Après cette incubation, une dizaine de colonies ont été récupérées et amplifiées séparément en 

milieu LB liquide complémenté en kanamycine durant 24h. Ces bactéries ont ensuite été lysées 

puis une purification sur colonne du plasmide amplifiée par celles-ci a été réalisée en suivant 

les recommandations du fournisseur (Plasmid DNA purification, Macherey-Nagel, Hoerdt, 

France).  

5Î ÄïÐĖÔ ÓÕÒ ÇÅÌ ÄȭÁÇÁÒÏÓÅ Û ρϷ ÄÅÓ ÄÉÆÆïÒÅÎÔÅÓ ÐÕÒÉÆÉÃÁÔÉÏÎÓ ÐÌÁÓÍÉÄÉÑÕÅÓ ÄÉÇïÒïÅÓ ÐÁÒ 

ÌȭÅÎÚÙÍÅ ÄÅ ÒÅÓÔÒÉÃÔÉÏÎ "ÁÍ() ɉ.Å× %ÎÇÌÁÎÄ "ÉÏÌÁÂÓȟ %ÖÒÙȟ &ÒÁÎÃÅɊ ÁÉÎÓÉ ÑÕÅ ÄȭÕÎ ÍÁÒÑÕÅÕÒ 

de poids moléculaire (1Kb DNA ladder, New England Biolabs, Evry, France) a été réalisé afin de 

ÖÁÌÉÄÅÒ ÅÔ ÓïÌÅÃÔÉÏÎÎÅÒ ÌÅ ÐÌÁÓÍÉÄÅ ÁÍÐÌÉÆÉï ÅØÐÒÉÍÁÎÔ ÌÅ ÇîÎÅ ÄȭÉÎÔïÒðÔ Wt1 mesurant 1557pb. 

Ce plasmide a ensuite été transfecté aux différents sous-clones leucémiques C1498. 

 TRANSFECTION STABLE PAR ELECTROPORATION ET SELECTION DES SOUS-

CLONES 

La transfection du plasmide pVitro1.1.WTρ Á ïÔï ÒïÁÌÉÓïÅ ÐÁÒ ïÌÅÃÔÒÏÐÏÒÁÔÉÏÎ Û ÌȭÁÉÄÅ ÄÅ 

ÌȭÁÕÔÏÍÁÔÅ .ÕÃÌeofector® II (Amaxa biosystems-Lonza, Amboise, France) avec le programme 

T-030 ÐÏÕÒ ÌȭÅÎÓÅÍÂÌÅ ÄÅÓ ÓÏÕÓ-ÃÌÏÎÅÓ #ρτωψ Û ÌȭÅØÃÅÐÔÉÏÎ ÄÕ ÓÏÕÓ-clone G10. 

Pour se faire, 5 millions de cellules a été centrifugé, repris dans une solution de nucléofection 

et mis en présence de 2,5 µg de plasmide pVitro1.1.WT1. 

Un plasmide contrôle ÅØÐÒÉÍÁÎÔ ÌÁ $Ó2ÅÄ Á ïÔï ÔÒÁÎÓÆÅÃÔï ÅÎ ÐÁÒÁÌÌîÌÅ ÐÅÒÍÅÔÔÁÎÔ ÄȭïÖÁÌÕÅÒ 

ÌȭÅÆÆÉÃÁÃÉÔï ÄÅ ÌÁ ÔÒÁÎÓÆÅÃÔÉÏÎ ÐÁÒ ÃÙÔÏÍïÔÒÉÅ ÅÎ ÆÌÕØ ÄÁÎÓ ÌÅÓ ςτ Û χς ÈÅÕÒÅÓ ÓÕÉÖÁÎÔ 

ÌȭïÌÅÃÔÒÏÐÏÒÁÔÉÏÎȢ 
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Les sous-clones leucémiques exprimant le gène Wt1 ont été sélectionnés par technique de 

dilution limite en milieu RMPI contenant 400 АÇȾÍ, ÄȭÁÎÔÉÂÉÏÔÉÑÕÅ ÄÅ ÓïÌÅÃÔÉÏÎ ɉ'τρψȟ ÁÎÎÏÔï 

NeoR sur la figure 26, InvivoGen, Toulouse, France) permettant ainsi ÄȭïÌÉÍÉÎÅÒ ÌÅÓ cellules 

Îȭayant pas intégrées le plasmide. En effet, le promoteur EF-1ɻ ÐÅÒÍÅÔ ÌÁ ÔÒÁÎÓÃÒÉÐÔÉÏÎ ÄȭÕÎ 

gène de résistance au G418 associée à ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÕ ÇîÎÅ ÄȭÉÎÔïÒðÔ Wt1.  

IX. ANALYSE DȭEXPRESSION PROTEIQUE 

 EXTRACTION ET DOSAGE DES PROTEINES 

Les protéines totales sont extraites Û ÐÁÒÔÉÒ Äȭun culot cellulaire de 5 millions  en utilisant  le 

tampon de lyse du kit M-PER (Thermo Fisher Scientific, Saint-Aubin, France) selon les 

recommandations du fournisseur, auquel a été ajouté des inhibiteurs de protéases (Sigma 

Aldrich ɀ Merck, Saint-Quentin Fallavier, France) et de phosphatases (Cocktail B et C dilués 

respectivement au 1/100e et 1/50 e, Santa Cruz ɀ Clinisciences, Nanterre, France) afin 

ÄȭÅÍÐðÃÈÅÒ ÌÁ ÄïÇÒÁÄÁÔÉÏÎ ÄÅÓ ÐÒÏÔïÉÎÅÓ ÅØÔÒÁÉÔÅÓ.  

,ȭÅØÔÒÁÃÔÉÏÎ ÐÒÏÔïÉÑÕÅ Á ïÔï ÅÆÆÅÃÔÕïÅ ÄÁÎÓ ÌÁ ÇÌÁÃÅ ÄÕÒÁÎÔ ρ0 minutes avec le tampon de lyse 

et le surnageant contenant les protéines extraites a été récupéré après une étape de 

centrifugation à 14000g durant 15 minutes à 4°C.  

5ÎÅ ÆÏÉÓ ÌȭÅØÔÒÁÃÔÉÏÎ ÒïÁÌÉÓïÅȟ ÌÅÓ ÐÒÏÔïÉÎÅÓ ÓÏÎÔ ÄÏÓïÅÓ ÐÁÒ ÕÎÅ ÍïÔÈÏÄÅ ÃÏÌÏÒÉÍïÔÒÉÑÕÅ ÄïÒÉÖïÅ 

de celle de Bradford (PierceTM BCA Protein Assay, Thermo Fisher, Saint-Aubin, FranceɊ Û ÌȭÁÉÄÅ 

ÄȭÕÎÅ ÇÁÍÍÅ ïÔÁÌÏÎ ÄÅ ÓïÒÕÍ ÄȭÁÌÂÕÍÉÎÅ ÂÏÖÉÎÅ en suivant les recommandations du 

fournisseur.  

La réaction colorimétrique est analysée sur un spectrophotomètre à 562 nm. Les protéines 

ÐÅÕÖÅÎÔ ðÔÒÅ ÄÉÒÅÃÔÅÍÅÎÔ ÐÒïÐÁÒïÅÓ ÐÏÕÒ ÅÆÆÅÃÔÕÅÒ ÕÎÅ ÍÉÇÒÁÔÉÏÎ ÓÕÒ ÇÅÌ ÄȭïÌÅÃÔÒÏÐÈÏÒîÓÅ ÏÕ 

alors conservées au congélateur à -20°C pour une utilisation différée.  

 MIGRATION DES PROTEINES PAR WESTERN-BLOT 

Une quantité constante de protéines (30µg) a été dénaturée dans un tampon LDS en présence 

ÄȭÕÎ ÁÇÅÎÔ ÄïÎÁÔÕÒÁÎÔ, le sodium dodécyl-sulfate (Invitrogen ɀ Thermo Fisher, Saint-Aubin, 

France) à 95°C pendant 10 minutes.  

LÁ ÍÉÇÒÁÔÉÏÎ ÄÅÓ ÐÒÏÔïÉÎÅÓ Á ïÔï ÒïÁÌÉÓïÅ ÓÕÒ ÕÎ ÇÅÌ ÄȭïÌÅÃÔÒÏÐÈÏÒîÓÅ "ÉÓ-Tris 4-12% 

(Invitrogen  ɀ Thermo Fisher, Saint-Aubin, France) dans un tampon de migration MES adapté 
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aux protéines de petites et moyennes tailles (Invitrogen ɀ Thermo Fisher, Saint-Aubin, France) 

pendant 45 minutes à 200V.  

,ÅÓ ÐÒÏÔïÉÎÅÓ ÏÎÔ ÅÎÓÕÉÔÅ ïÔï ÔÒÁÎÓÆïÒïÅÓ ÓÕÒ ÕÎÅ ÍÅÍÂÒÁÎÅ ÄÅ ÎÉÔÒÏÃÅÌÌÕÌÏÓÅ ÇÒÝÃÅ Û ÌȭÁÐÐÁÒÅÉÌ 

iBlot® ( Thermo Fisher, Saint-Aubin, France). 

!ÖÁÎÔ ÄȭÅÆÆÅÃÔÕÅÒ ÌÅ ÍÁÒÑÕÁÇÅ ÁÎÔÉÃÏÒÐÓȟ ÕÎÅ ïÔÁÐÅ ÄÅ ÓÁÔÕÒÁÔÉÏÎ ÄÅ ÌÁ ÍÅÍÂÒÁÎÅ Á ïÔï ÒïÁÌÉÓïÅ 

durant 45 minutes, sous agitation, dans un tampon TBS 1X (Tris à 50 mmol/L, NaCl à 150 

mmol/L et Tween à 0,2%) contenant 5% de lait.  

,ȭÁÎÔÉÃÏÒÐÓ ÐÒÉÍÁÉÒÅ ÐÏÌÙÃÌonal de lapin anti-WT1 (clone H-290, Santa Cruz ɀ Clinisciences, 

Nanterre, France) dilué au 1/500e dans du TBS 1X - 5% de lait, a été incubé sur la nuit à 4°C, 

sous agitation constante.  

Le lendemain, la membrane a été rincée en TBS 1X ÁÖÁÎÔ ÄȭÅÆÆÅÃÔÕÅÒ Ìȭincubation avec 

ÌȭÁÎÔÉÃÏÒÐÓ ÓÅÃÏÎÄÁÉÒÅ conjugué à la peroxydase de Raifort (HRP) (chèvre anti-IgG-HRP de 

lapin, Santa Cruz ɀ Clinisciences, Nanterre, France) dilué au 1/10000e dans du TBS 1X - 5% lait 

durant 45 minutes sous agitation et à TA.  

La révélation du marquage est réalisée par une réaction de chimiluminescence en incubant la 

membrane avec le réactif ECL Prime (Fischer Scientific, Illkirch , France) contenant le substrat 

de la peroxydase. Cette réaction est effectuée Û ÌȭÏÂÓÃÕÒÉÔï durant 5 minutes avant de révéler la 

réaction avec le LAS 4000 (GE Healthcare, Buc, France).  

0ÏÕÒ ÓȭÁÓÓÕÒÅÒ ÄȭÕÎÅ ÅØÔÒÁÃÔÉÏÎ ÅÔ ÄȭÕÎ ÄïÐĖÔ ÑÕÁÎÔÉÔÁÔÉÖÅÍÅÎÔ ÈÏÍÏÇîÎÅ ÄÅÓ ÐÒÏÔïÉÎÅÓȟ ÌÅ 

ÍÁÒÑÕÁÇÅ ÄÅÓ ÐÒÏÔïÉÎÅÓ ÄȭÁÃÔÉÎÅ ɼ Á ïÔï ÒïÁÌÉÓï ÁÐÒîÓ ÕÎÅ ïÔÁÐÅ ÄÅ ÌÁÖÁÇÅ ÄÅ ÌÁ Íembrane et 

de « décrochage Ȼ ÄÅÓ ÁÎÔÉÃÏÒÐÓ ÐÒïÃïÄÅÍÍÅÎÔ ÆÉØïÓ Û ÌȭÁÉÄÅ ÄȭÕÎ ÔÁÍÐÏÎ ÓÐïÃÉÆÉÑÕÅ ɉThermo 

Fisher, Saint-Aubin, France) sous forte agitation durant 5 minutes et à TA. Il est nécessaire 

ÄȭÅÆÆÅÃÔÕÅÒ ÐÌÕÓÉÅÕÒÓ ÌÁÖÁÇÅÓ ÅÎ 4"3 ρ8 ÁÖÁÎÔ ÄȭÅÆÆÅÃÔÕÅÒ ÕÎe seconde saturation de la 

ÍÅÍÂÒÁÎÅ ÅÔ ÕÎÅ ÉÎÃÕÂÁÔÉÏÎ ÁÖÅÃ ÌȭÁÎÔÉÃÏÒÐÓ ÐÒÉÍÁÉÒÅ ÁÎÔÉ-ÁÃÔÉÎÅ ɼ ɉÃÌÏÎÅ #τ dilué au 1/2000e) 

ÅÔ ÌȭÁÎÔÉÃÏÒÐÓ ÓÅÃÏÎÄÁÉÒÅ ÁÎÔÉ-IgG-HRP (au 1/5000e)(Santa Cruz ɀ Clinisciences, Nanterre, 

France). 

X. HYBRIDATION GENOMIQUE COMPARATIVE (CGH) 

,ȭ!$. ÇïÎÏÍÉÑÕÅ ÄÅ ÌÁ ÌÉÇÎïÅ #ρτωψ ÅÔ ÄÅÓ ÄÉÆÆïÒÅÎÔÓ ÓÏÕÓ-clones leucémiques a été hybridé 

ÃÏÎÔÒÅ Ìȭ!$. ÃÏÎÔÒĖÌÅ ÄÅ ÌÙÍÐÈÏÃÙÔÅÓ 4Ȣ ,ȭÁÎÁÌÙÓÅ ÇïÎÏÍÉÑÕÅ Á ïÔï ÒïÁÌÉÓïÅ ÐÏÕÒ ÌÁ ÌÉÇÎïÅ 

C1498 sur la puce à ADN Agilent CGH Mouse Genome 1M et pour les sous-clones sur les puces 
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Agilent CGH Mouse Genome 4×180K (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) en respectant les 

recommandations du fournisseur.  

La lecture des puces a ensuite été effectuée sur le système Agilent G2505C Micro-Array Scanner 

ÅÔ ÌȭÁÎÁÌÙÓÅ ÄÅÓ Émages grâce au logiciel CGH Analytics V4 avec comme référence le génome 

ÍÕÒÉÎ ÍÍωȢ ,ÅÓ ÄÏÎÎïÅÓ ÏÎÔ ïÔï ÃÏÒÒÉÇïÅÓ ÅÎ ÕÔÉÌÉÓÁÎÔ ÌȭÁÌÇÏÒÉÔÈÍÅ Á#'( éliminant ainsi les 

aberrations faussement positives.322 

XI. ANALYSE DȭEXPRESSION DȭACIDES NUCLEIQUES 

 EXTRACTION DES ACIDES NUCLEIQUES ET TRANSCRIPTION INVERSE 

XI. A. 1. EXTRACTION DES ADN 

LȭÅØÔÒÁÃÔÉÏÎ ÄÅÓ !$. ÇïÎÏÍÉÑÕÅÓ (ADNg) des cellules en culture a été réalisée en suivant les 

recommandations du fournisseur du kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen, Courtaboeuf, 

France). Les ADNg extraits ont été quantifiés sur un spectrophotomètre à 260 nm et congelés 

au -80°C.  

XI. A. 2. EXTRACTION DES ARN ET TRANSCRIPTION INVERSE 

Les culots cellulaires provenant de cellules en culture ou également de cellules isolées à partir 

des organes de souris ont été conservés en RNAlater au congélateur à -ψπЈ# ÁÆÉÎ ÄȭïÖÉÔÅÒ ÁÕ ÐÌÕÓ 

la dégradation de ceux-ÃÉȢ !ÖÁÎÔ ÄȭÅÆÆÅÃÔÕÅÒ ÌÅÓ ÅØÔÒÁÃÔÉÏÎÓȟ ÌÅÓ ÃÕÌÏÔÓ ÏÎÔ été centrifugés à 4°C 

et le surnageant a été retiré .  

,ȭÅØÔÒÁÃÔÉÏÎ ÄÅÓ !2. ÔÏÔÁÕØ Á ïÔï ÒïÁÌÉÓïÅ Û ÌȭÁÉÄÅ ÄÅ ÄÅÕØ ËÉÔÓ ÄÉÓÔÉÎÃÔÓ selon la quantité 

ÃÅÌÌÕÌÁÉÒÅ ÄÅ ÌȭïÃÈÁÎÔÉÌÌÏÎȢ %Î ÅÆÆÅÔȟ ÌȭÅØÔÒÁÃÔÉÏÎ ÄÅÓ !2. ÉÓÓÕÓ ÄÅ ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÓÁÎÇÕÉÎÅÓ ÍÕÒÉÎÅÓ Á 

ïÔï ÒïÁÌÉÓïÅ Û ÌȭÁÉÄÅ ÄÕ ËÉÔ Nucleospin RNA XS (Macherey-Nagel, Hoerdt, France) car plus 

efficace pour les faibles quantités de cellulesȢ 0ÏÕÒ ÌȭÅÎÓÅÍÂÌÅ ÄÅÓ autres extractions, le kit 

Nucleospin RNA standard (Macherey-Nagel, Hoerdt, France) a été employé selon les 

recommandations du fournisseur. 5ÎÅ ÆÏÉÓ ÌȭÅØÔÒÁÃÔÉÏÎ ÔÅÒÍÉÎïÅȟ ÌÁ ÑÕÁÎÔÉÔï Äȭ!2. ÅØÔÒÁÉÔÅ Á 

été évaluée sur un spectrophotomètre à 260 nm.  

La transcription inverse a ensuite été directement réalisée ÓÕÒ ρ АÇ Äȭ!2. ÔÏÔÁÌ ÓÅÌÏÎ ÌÅÓ 

recommandations du fournisseur du kit QuantiTect® Reverse Transcription (Qiagen, 

Courtaboeuf, France). Les ADN complémentaires ainsi que les ARN ont été conservés au 

congélateur à -80°C avant tout autre analyse.  
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 NORMALISATION DE LȭEXPRESSION AVEC UNE GAMME PLASMIDIQUE 

Afin de comparer les expressions du gène Wt1 détectées dans la moelle osseuse et le sang des 

différentes souris (contrôles, leucémiques et présentant une survie prolongée), nous avons mis 

ÅÎ ÐÌÁÃÅ ÕÎÅ ÍïÔÈÏÄÅ ÄÅ ÎÏÒÍÁÌÉÓÁÔÉÏÎ ÓÔÁÎÄÁÒÄÉÓïÅ ÄÅ ÃÅÔÔÅ ÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÅÎ ÆÏÎÃÔÉÏÎ ÄȭÕÎÅ 

gamme plasmidique exprimant un nombre de copies connu du gène Abelson 1 (Abl1). Cette 

ÎÏÒÍÁÌÉÓÁÔÉÏÎ ÄȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÕ ÇîÎÅ WT1 par rapport à 104 copies du gène ABL1 est utilisé dans 

le cadre du diagnostic et du suivi des patients atteints de LAM.131 Il a été ÖïÒÉÆÉï ÑÕȭÉÌ ÎȭÅØÉÓÔÁÉÔ 

ÐÁÓ ÄȭÁÍÐÌÉÆÉÃÁÔÉÏÎ ÏÕ ÄÅ ÄïÌïÔÉÏÎ ÄÅ ÃÅ ÇîÎÅ ÄÁÎÓ ÌÅÓ ÄÉÆÆïÒÅÎÔÓ ÓÏÕÓ-clones C1498 avant de 

sélectionner ce gène de référence.  

Pour réaliser cette gamme étalon, nÏÕÓ ÁÖÏÎÓ ÄÁÎÓ ÕÎ ÐÒÅÍÉÅÒ ÔÅÍÐÓ ÃÁÌÃÕÌï ÌÁ ÍÁÓÓÅ ÄȭÕÎÅ 

molécule de plasmide Abl1 (pCMV6-Abl1, Origene-Clinisciences, Nanterre, FranceɊ Û ÌȭÁÉÄÅ ÄÅ 

la formule qui suit. 

 

ὓὥίίὩ ρ άέὰïὧόὰὩ ὴὰὥίάὭὨὩ ὃὦὰρ
ὴέὭὨί Ὀὥὰὸέὲ

ὔέάὦὶὩ ὨᴂὃὺέὫὥὨὶέ

ψσππφφπ

φȟπςςρπ
ω ρπ Ὣ 

0ÏÉÄÓ ÍÏÙÅÎ ÄȭÕÎÅ ÐÁÉÒÅ ÄÅ ÂÁÓÅ ɉÐÂɊ Є ϊϊτ 

Taille du plasmide pCMV6-Abl1 = 8300pb 

.ÏÍÂÒÅ Äȭ!ÖÏÇÁÄÒÏ : constante correspoÎÄÁÎÔ ÁÕ ÎÏÍÂÒÅ ÄȭÅÎÔÉÔï ÃÏÎÔÅÎÕÅ ÄÁÎÓ ÕÎÅ ÍÏÌÅ 

 

Nous permettant ainsi de déterminer une ÍÁÓÓÅ Äȭ!$. ÐÌÁÓÍÉÄÉÑÕÅ correspondant à un 

nombre de copies souhaité du gène grâce à la formule suivante : 

ὓὥίίὩ ὨὃὈὔ ὴὰὥίάὭὨὭήόὩὔέάὦὶὩ ὨὩ ὧέὴὭὩί ὨïίὭὶï άὥίίὩ ρ άέὰïὧόὰὩ ὴὰὥίάὭὨὩ 

,ÏÒÓ ÄÅ ÌȭïÔÕÄÅȟ ÃÅÔÔÅ ÇÁÍÍÅ Äȭ!$. ÐÌÁÓÍÉÄÉÑÕÅ ïÔÁÉÔ ÃÏÍÐÏÓïÅ ÄÅ χ ÐÏÉÎÔÓ ÄÅ ÄÉÌÕÔÉÏÎ ÄÕ 

plasmide Abl1 (ÓȭïÔÅÎÄÁÎÔ ÄÅ 107 copies à 500 copies) et a toujours été réalisée lors de la 

ÍÅÓÕÒÅ ÄȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÕ ÇîÎÅ Wt1 ou ZsGreen par qPCR. La figure 21 vous présente un exemple 

ÄÅ ÇÁÍÍÅ Äȭ!$. ÐÌÁÓÍÉÄÉÑÕÅ réalisée lors de cette étude.  
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FIGURE 21 - EXEMPLE D'UNE GAMME PLASMIDIQUE ABL1 REALISEE LORS DE CETTE ETUDE. La 

normalisation des gènes d'intérêt est effectuée en fonction de 104 ÃÏÐÉÅÓ ÄȭAbl1. Nous réalisons une 

gamme de ÎÏÒÍÁÌÉÓÁÔÉÏÎ ÓȭïÔÅÎÄÁÎÔ ÄÅ ρπ7 à 250 copies du gène Abl1. #ÅÓ ÃÏÕÒÂÅÓ ÄȭÁÍÐÌÉÆÉÃÁÔÉÏÎ ÖÏÕÓ 

ÐÒïÓÅÎÔÅ ÌÅ ÎÏÍÂÒÅ ÄÅ ÃÙÃÌÅÓ ÄȭÁÍÐÌÉÆÉÃÁÔÉÏÎ ÎïÃÅÓÓÁÉÒÅ ÐÏÕÒ ÉÎÄÕÉÒÅ ÕÎ ÓÉÇÎÁÌ ÆÌÕÏÒÅÓÃÅÎÔ ÄÉÆÆïÒÅÎÔ ÄÕ 

ÂÒÕÉÔ ÄÅ ÆÏÎÄ ɉÖÁÌÅÕÒ ɝ2ÎɊȢ  

 REACTION DE PCR QUANTITATIVE 

,ȭexpression des gènes Wt1 et ZsGreen dans les différents échantillons (cellules en culture ou 

issues de souris) a été mesurée par deux types de réactions qPCR.  

En effet, le gène Wt1 a été évalué en utilisant un kit 4ÁÑ-ÁÎΆ 5ÎÉÖÅÒÓÁÌ 0#2 -ÁÓÔÅÒ -ÉØ 

(ThermoFischer, Saint-Aubin, France) avec des sondes commerciales amplifiant un produit 

ÓÉÔÕï ÄÁÎÓ ÌȭÅØÏÎ σ ɀ 4 de ce gène.  

Pour le gène de la ZsGreen il a été détecté grâce au kit GoTaq® qPCR Master mix selon les 

recommandations du fournisseur (Promega, Charbonnières-les-Bains, France), les amorces ont 

été synthétisées par Eurogentec (Angers, France) et se fixent en partie terminale de la séquence 

du gène. Les amorces ou les sondes Taqman qui ont été utilisées pour amplifier le gène de 

référence Abl1 se siÔÕÅÎÔ ÄÁÎÓ ÌȭÅØÏÎ ψ ɀ 9 du gène (Tableau 8). 

Pour les deux techniques, le volume réactionnel était de 50µL et contenaiÔ υА, Äȭ!$.Ã et 40 

ÃÙÃÌÅÓ ÄȭÁÍÐÌÉÆÉÃÁÔÉÏÎ ïÔÁÉÅÎÔ ÒïÁÌÉÓïÓȢ  

Gène amplifié  

 (technique utilisée)  

Séquence des amorces sens et antisens  

ɉυȭ-σȭɊ ou référence des sondes  

et localisation  

Taille de 

ÌȭÁÍÐÌÉÃÏÎ ɉÐÂɊ 

Abl1 (Taqman) Mm00802037_m1 ; exon 8-9 62 

Wt1 (Taqman) Mm01337051_m1 ; exon 3-4 92 

Abl1 (SYBR Green) υȭ-ATGGCATGTCACCTTACCCG-σȭ , 134 

107 106 105 104 103 

ɝ
 
2
Î

 

Nombre de cycles ÄȭÁÍÐÌÉÆÉÃÁÔÉÏÎ 

500 
250 
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υȭ-GTTCCACTGCCAACATGCTC-σȭ ; exon 8-9 

ZsGreen (SYBR Green) 

υȭ-CCCGTGAAGACCGCAGCGAT-σȭ , 

υȭ-CGACCGGCGCTCAGTTGGAA-σȭ  

; fin de la séquence ZsGreen 

121 

TABLEAU 9 - TABLEAU PRESENTANT LES AMORCES UTILISEES POUR CE PROJET. Pour  chaque 

ÇîÎÅ ÄȭÉÎÔïÒðÔȟ ÉÌ ÅÓÔ ÐÒïÃÉÓï ÌÁ ÌÏÃÁÌÉÓÁÔÉÏÎ ÄÅ ÃÅÓ ÁÍÏÒÃÅÓ ÅÔ ÌÁ ÔÁÉÌÌÅ ÄÅ ÌȭÁÍÐÌÉÃÏÎ ÅÎ ÐÁÉÒÅÓ ÄÅ ÂÁÓÅ 

(pb). Pour les sondes Taqman, les séquences précises ne sont pas mentionnées par le fournisseur, le 

tableau présente donc la référence des sondes (Applied Biosystems, Thermo Fisher, Saint-Aubin, 

France). 

XII. GAMME ETALON DETERMINANT LE SEUIL DE DETECTION DU GENE 

WT1 ET ZSGREEN 

Afin de déterminer le seuil de détection par RT-qPCR des gènes Wt1 et de la ZsGreen, il a été 

réalisé des gammes étalons des sous-clones surexprimant ces gènes dans la moelle osseuse de 

souris C57BL/6J saines.  

Pour réaliser ces gammes, la moelle osseuse de souris saines a été prélevée, les cellules ont été 

isolées et les hématies ont été lysées selon le protocole § III.B (p-85-) ÁÖÁÎÔ ÄȭÅÆÆÅÃÔÕÅÒ ÕÎÅ 

numération cellulaire sur cellule de Thoma.  

En parallèle, les différents sous-ÃÌÏÎÅÓ ÄȭÉÎÔïÒðÔ ɉ%ςȾ74ρ, le mélange C5/WT1, B11/WT1 et 

E7WT1 ou le mélange C5, B11 et E7) en culture ont été comptés et mélangés selon des quantités 

précises à la moelle osseuse contrôle afin de réaliser les différents points de la gamme étalon. 

La gamme étalon était constituée ÄȭÕÎ point contenant uniquement les cellules (100% 

ÄȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÕ ÇîÎÅ ÄȭÉÎÔïÒðÔɊ ÅÔ ÕÎ ÐÏÉÎÔ ÃÏÎÔÅÎÁÎÔ ÕÎÉÑÕÅÍÅÎÔ ÌÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÄÅ ÌÁ ÍÏÅÌÌÅ 

osseuse murine (0%).  

Pour réaliser cette gamme, une dilution en série au 10e a été réalisée, ÓȭïÔÅÎÄÁÎÔ ÄÅ ρπ-1(10%) 

à 10-5(0,001%) ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÅØÐÒÉÍÁÎÔ ÌÅ ÇîÎÅ ÄȭÉÎÔïÒðÔ ÄÁÎÓ ÌÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÄÅ ÌÁ ÍÏÅÌÌÅ ÏÓÓÅÕÓÅ ÓÁÉÎÅȢ 

Chaque point était constitué de 5 millions de cellules totales. Des dilutions intermédiaires (au 

1/4 e) ont été réalisées entre 10-3-10-4 et 10-4-10-5.  

Une fois la gamme étalon réalisée, une extraction et une transcription inverse des ARN étaient 

effectuées ÁÖÁÎÔ Äȭanalyser lȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÐÁÒ Ñ0#2 ÄÅÓ ÇîÎÅÓ ÄȭÉÎÔïÒðÔ ɉWt1 et ZsGreen).  
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I. CARACTERISATION DE LA LIGNEE MURINE LEUCEMIQUE C1498 ET 

DE LA LEUCEMIE INDUITE SUITE A SON INJECTION 

!ÆÉÎ ÄÅ ÖÁÌÉÄÅÒ ÌȭÕÔÉÌÉÓÁÔÉÏÎ ÄÅ ÌÁ ÌÉÇÎïÅ ÌÅÕÃïÍÉÑÕÅ #ρτωψ ÅÔ ÄÅÓ ÓÏÕÓ-clones isolées à partir de 

celle-ci, le premier objectif de ce projet a été ÄȭïÔÕÄÉÅÒ ÌÅÓ ÃÁÒÁÃÔïÒÉÓÔÉÑÕÅÓ ÍÏÒÐÈÏÌÏÇÉÑÕÅÓ et 

phénotypiques de cette lignée murine ainsi que les caractéristiques de la leucémie développée 

suite à son injection par voie intraveineuse à des souris congéniques C57BL/6J (CD45.1+). En 

effet, la littérature a très peu étudié les caractéristiques de cette lignée et est resté assez confuse 

quant au type de leucémie induitÅ ÐÕÉÓÑÕÅ ÃÅÒÔÁÉÎÓ ÁÕÔÅÕÒÓ ÁÔÔÅÓÔÅÎÔ ÄȭÕÎÅ ÌÅÕÃïÍÉÅ 

granulocytaire, myélo-monocytaire ou plus récemment, une étude a décrit cette leucémie 

comme étant de type NKT (natural killer T).321,323,324 

Pour cela, nous avons effectué dans un premier temps, une caractérisation phénotypique de la 

lignée cellulaire C1498 après immunomarquage puis analyse par cytométrie en flux et 

microscopie afin de déterminer lÅ ÔÙÐÅ ÄÅ ÌÉÇÎïÅ ÈïÍÁÔÏÐÏāïÔÉÑÕÅ ÅÔ ÌȭïÔÁÔ ÄÅ ÄÉÆÆïÒÅÎÃÉÁÔÉÏÎ ÄÅ 

ces cellules.  

 LA LIGNEE LEUCEMIQUE C1498  

I. A. 1. IMMUNOPHENOTYPAGE DE LA LIGNEE 

Afin de préciser le phénotype cellulaire de cette lignée in vitro, les marqueurs des cellules 

ÈïÍÁÔÏÐÏāïÔÉÑÕÅÓ ÏÎÔ ïÔï ïÖÁÌÕïÓ ÁÖÅÃ ÕÎ ÐÁÎÅÌ ÄȭÁÎÔÉÃÏÒÐÓ ÄÉÒÉÇïÓ ÃÏÎÔÒÅ ÄÉÆÆïÒÅÎÔÅÓ 

ÍÏÌïÃÕÌÅÓȢ ,ȭÁÎÁÌÙÓÅ ÐÁÒ ÃÙÔÏÍïÔÒÉÅ ÅÎ ÆÌÕØ a révélé ÕÎÅ ÁÂÓÅÎÃÅ ÄȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅÓ ÍÁÒÑÕÅÕÒÓ 

de cellules souches et progéniteurs hématopoïétiques suivants : CD117 (c-Kit), CD34, Sca-1 

(Figure 22) ainsi que les marqueurs CD150, CD16 et CD32 (données non présentées). 

 

FIGURE 22 - ABSENCE D'EXPRESSION DE MARQUEURS DE CELLULES SOUCHES ET PROGENITEURS 

HEMATOPOÏETIQUES. Résultats représentatifs des marqueurs de cellules souches et progéniteurs 

testés sur la lignée leucémique C1498. Les cellules ont été comptées, lavées puis marquées directement 

avec des anticorps dirigés contre le CD34, CD117(c-kit) et Sca-1 ou les isotypes contrôles associés. 

,ȭÁÎÁÌÙÓÅ ÄÅÓ ÍÁÒÑÕÁÇÅÓ Á ïÔï ÒïÁÌÉÓïÅ ÐÁÒ ÃÙÔÏÍïÔÒÉÅ ÅÎ ÆÌÕØȢ 
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De plus, cette lignée exprime certains marqueurs de différenciation extracellulaire qui sont 

Mac-1 (CD11b/CD18) à hauteur de 6% et B220 (supérieur à 25%) tandis que les marqueurs 

Ly6G, Ly6C, CD115, CD21/CD35, CD19, CD4, CD8, NK1.1 et panNK ne sont pas exprimés 

(données non présentées). $ȭÁÕÔÒÅÓ ÍÁÒÑÕÅÕÒÓ de différenciation sont exprimés au niveau 

intracellulaire tels que le #$σʀȟ le TCR chaine 6ɼ ÅÔ -ÁÃ-3. Cette lignée exprime donc des 

marqueurs de la lignée myéloïde et lymphoïde (Figure 23).  

 

FIGURE 23 - MARQUEURS DE DIFFERENCIATION EXPRIMEES PAR LA LIGNEE C1498 IN VITRO. 

Résultats de cytométrie en flux représentatifs des marqueurs membranaires (A) et intracellulaires (B) 

exprimés par la lignée C1498. Les cellules ont été lavées puis marquées directement avec des anticorps 

dirigés contre le CD18, CD11b et B220 ou les isotypes contrôles associés. Pour les marqueurs 

intracellulaires (C$σʀȟ 4#26ɼ ÅÔ -ÁÃ-3), une étape de fixation et de perméabilisation ont été 

préalablement réaliséesȢ 3ÕÒ ÌÅÓ ÈÉÓÔÏÇÒÁÍÍÅÓȟ ÌȭÉÓÏÔÙÐÅ ÃÏÎÔÒĖÌÅ ÅÓÔ ÒÅÐÒïÓÅÎÔï ÐÁÒ ÌÅ ÔÒÁÃï ÇÒÉÓ ÅÔ ÌÅ 

ÍÁÒÑÕÁÇÅ ÁÖÅÃ ÌȭÁÎÔÉÃÏÒÐÓ ÓÐïÃÉÆÉÑÕÅ ÅÎ ÎÏÉÒ ÐÌÅÉÎȢ 

I. A. 2. EXPRESSION DE LA MYELOPEROXYDASE PAR LA LIGNEE 

Afin de déterminer ÌȭÏÒÉÇÉÎÅ ÄÅ cette lignée, nous avons effectué un marquage des cellules 

C1498 avec un anticorps spécifique de la myéloperoxydase. Chez la souris, cette enzyme est 

exprimée par les cellules myéloïdes (granulocytaires et monocytaires) mais ÎȭÅÓÔ ÐÁÓ présente 

dans les lignées lymphoïdes. Les cellules C1498 ont toutes présenté un marquage fluorescent 

positif pour la myélopéroxydase, observable par microscopie (Figure 24). Ceci nous a indiqué 

une différenciation myéloïde de ces cellules leucémiques.  
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FIGURE 24 - EVALUATION DE L'EXPRESSION DE LA MYELOPEROXYDASE PAR LA LIGNEE 

LEUCEMIQUE C1498. ! ÇÁÕÃÈÅ ÅÓÔ ÐÒïÓÅÎÔï ÌÅ ÍÁÒÑÕÁÇÅ ÄÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÁÖÅÃ ÌȭÉÓÏÔÙÐÅ ÃÏntrôle et à droite 

ÌÅ  ÍÁÒÑÕÁÇÅ ÄÅ ÌÁ ÌÉÇÎïÅ #ρτωψ ÁÖÅÃ ÌȭÁÎÔÉÃÏÒÐÓ ÃÉÂÌÁÎÔ ÌÁ ÍÙïÌÏÐïÒÏØÙÄÁÓÅ ɉÆÌÕÏÒÅÓÃÅÎÃÅ ÒÏÕÇÅɊȢ ,ÅÓ 

noyaux cellulaires sont visibles après une coloration des acides nucléiques avec le réactif de Hoechst. 

,ȭÏÂÓÅÒÖÁÔÉÏÎ ÄÅÓ ÌÁÍÅÓ Á ïÔï ÒïÁÌÉÓïÅ ÓÕÒ ÕÎ ÍÉÃÒÏÓÃÏÐÅ Û ÆÌÕÏÒÅÓÃÅÎÃÅ Û ÌȭÏÂÊÅÃÔÉÆ ςπ (grossissement 

final ×200). 

I. A. 3. CYTOMORPHOLOGIE ET ACTIVITE ENZYMATIQUE DE LA LIGNEE 

Afin de préciser le type de lignée myéloïde, nous avons évalué lȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ deux types 

Äȭestérases nous permettant ainsi de discerner une différenciation monocytaire ou 

granulocytaire de ces cellules. En effet, les cellules appartenant à la lignée granulocytaire 

présentent une activité enzymatique ÃÁÐÁÂÌÅ ÄȭÈÙÄÒÏÌÙÓÅÒ ÓÐïÃÉÆÉÑÕÅÍÅÎÔ le naphthol AS-D-

chloroacétate ÅÎÔÒÁÉÎÁÎÔ ÌÁ ÆÏÒÍÁÔÉÏÎ ÄȭÕÎ ÐÒïÃÉÐÉÔï ÒÏÕÇÅ-rosé dans ces cellules. Tandis que 

les monocytes ou leurs précurseurs, eux, expriment une estérase capable de dégrader Ìȭɻ-

naphthyl butyrate dont la réaction enzymatique est visualisable sous forme de granulations 

rouges-brunes.325  

La lignée C1498 a présenté ÕÎÅ ÒïÁÃÔÉÖÉÔï ÐÏÓÉÔÉÖÅ ÐÏÕÒ ÃÅÓ ÄÅÕØ ÔÙÐÅÓ ÄȭÅÓÔïÒÁÓÅs comme en 

atteste la présence de granulations brunes dans la plupart des cellules (Figure 25A) et de 

ÇÒÁÎÕÌÁÔÉÏÎÓ ÒÏÓïÅÓ ÄÁÎÓ ÃÅÒÔÁÉÎÅÓ ÄȭÅÎÔÒÅ-elles (Figure 25B). Ceci indique donc que la lignée 

ÅÓÔ ÃÏÍÐÏÓïÅ ÄȭÕÎ ÍïÌÁÎÇÅ ÄÅ ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÍÙïÌÏāÄÅÓ ÁÐÐÁÒÔÅÎÁÎÔ à la lignée monocytaire et 

granulocytaire.  

Øςπ Øςπ 
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FIGURE 25 - LA LIGNEE C1498 EXPRIME LES DEUX TYPES D'ESTERASESȢ ,ȭÁÃÔÉÖÉÔï ÅÎÚÙÍÁÔÉÑÕÅ ÄÅÓ 

estérases a été évaluée par une réaction cytochimique des cellules après cytocentrifugation sur lame et 

fixation. (A) Une réaction enzymatique positive dégradant lȭɻ-naphthyl butyrate est observable par la 

ÐÒïÓÅÎÃÅ ÄÅ ÇÒÁÎÕÌÁÔÉÏÎÓ ÍÁÒÒÏÎÓȢ ɉ"Ɋ ,ȭÅÓÔïÒÁÓÅ ÄïÇÒÁÄÁÎÔ ÌÅ ÎÁÐÈÔÏÌ !3-D chloroacétate est 

visualisable par la formation de granulations roses. Les flèches noires indiquent certaines granulations 

ÐÏÓÉÔÉÖÅÓ ÐÏÕÒ ÃÅÓ ÄÅÕØ ÔÙÐÅÓ ÄȭÅÓÔïÒÁÓÅsȢ ,ȭÏÂÓÅÒÖÁÔÉÏÎ ÄÅÓ ÌÁÍÅÓ Á ïÔï ÅÆÆÅÃÔÕïÅ ÓÕÒ ÕÎ ÍÉÃÒÏÓÃÏÐÅ Û 

ÌÕÍÉîÒÅ ÂÌÁÎÃÈÅ Û ÌȭÏÂÊÅÃÔÉÆ ρππ (grossissement final ).  

Une coloration au May-Grünwald Giemsa nous a ensuite permis de mettre en évidence Ìȭaspect 

cellulaire et le stade de maturation des cellules C1498. En effet, elle a révélé des cellules de 

grandes tailles avec un noyau volumineux qui présente souvent plusieurs nucléoles (indiqué 

par les flèches) et une chromatine généralement fine. Le cytoplasme de ces cellules est 

basophile avec un halo plus clair en périphérie du noyau et des vacuoles sont visibles dans 

plusieurs de ces cellules (Figure 26). Cet aspect cellulaire est représentatif de cellules myéloïdes 

immatures (myéloblastes et/ou monoblastes).326,327  

 

,ȭÅÎÓÅÍÂÌÅ ÄÅ ÃÅÓ ÒïÓÕÌÔÁÔÓ ÉÎÄÉÑÕÅ ÑÕÅ ÌÁ ÌÉÇÎïÅ #ρτωψ ÅÓÔ ÃÏÍÐÏÓï ÄȭÕÎ ÍïÌÁÎÇÅ cellulaire 

de myéloblastes et de monoblastes. En effet,  cette lignée exprime la myélopéroxydase attestant 

Øρππ Øρππ 

A B 

FIGURE 26 - COLORATION DE LA LIGNEE C1498 AU MAY-GRÜNWALD GIEMSA. Les cellules C1498 

ont été déposées sur lame par cytocentrifugation puis colorées au MGG. Les flèches noires indiquent les 

ÎÕÃÌïÏÌÅÓȢ ,ÅÓ ÉÍÁÇÅÓ ÏÎÔ ïÔï ÐÒÉÓÅÓ ÁÖÅÃ ÕÎ ÍÉÃÒÏÓÃÏÐÅ ÏÐÔÉÑÕÅ Û ÌÕÍÉîÒÅ ÂÌÁÎÃÈÅ Û ÌȭÏÂÊectif 100 

(grossissement final 1000).  

X100 X100 



- 114 - 
 

de son origine myéloïde et présente une morphologie de blastes immatures. De plus, 

ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅÓ ÄÅÕØ ÔÙÐÅÓ ÄȭÅÓÔïÒÁÓÅs (CAE et ANBE) dégradant le naphthol AS-D 

chloroacétate et lȭɻ-naphthyl butyrate indique la présence de cellules engagées, 

respectivement, dans la lignée granulocytaire et monocytaire. 

 ,ȭINJECTION DES CELLULES C1498 INDUIT LE DEVELOPPEMENT DȭUNE LAM 

Suite à la caractérisation de la lignée C1498 in vitro, nous avons étudié le développement de la 

leucémie induite par celle-ci in vivo dans les souris C57BL/6J. Ces souris congéniques CD45.1+ 

ont été injectées soit avec du PBS (contrôle), soit avec une suspension cellulaire contenant 106 

cellules C1498 (CD45.2+) par voie intraveineuse. LȭÅÎÓÅÍÂÌÅ des souris injectées avec la lignée 

C1498 succombe à la maladie entre 16 et 20 jours (moyenne de 18,5 jours) (Figure 27). 

 

FIGURE 27 - L'INJECTION INTRAVEINEUSE DE LA LIGNEE C1498 ENTRAINE LE DECES DE LA 

TOTALITE DES SOURIS. Les souris congéniques C57BL/6J ont été injectées par voie intraveineuse avec 

1 million de cellules leucémiques (lignée C1498) ou un volume équivalent de PBS (contrôle) . La survie 

de ces souris a été suivie au cours du temps. Une analyse Logrank comparant la survie des 6 souris 

contrôles avec celle des 11 souris injectées avec la lignée a été réalisée (p=0,0002). 

Nous nous sommes donc intéressés aux différents organes vitaux pouvant être envahis par les 

cellules leucémiques C1498 et pouvant impacter leur fonctionnement, voire entrainer la mort 

de ces souris.  

I. B. 1. INFILTRATION DES ORGANES DES SOURIS INJECTEES AVEC LA LIGNEE  

Pour cela, nous ÁÖÏÎÓ ïÖÁÌÕï ÌȭÉÎÆÉÌÔÒÁÔÉÏÎ ÄÅÓ ÏÒÇÁÎÅÓ Û ÌȭÁÉÄÅ ÄÕ ÍÁÒÑÕÅÕÒ #$τυȢς ÅØÐÒÉÍï ÐÁÒ 

la lignée C1498 tandis que les souris congéniques C57BL/6J utilisées pour cette étude 

présentent un fond génétique CD45.1. Ainsi, un envahissement important de différents organes 

tels que la moelle osseuse et la rate avec une infiltration moyenne de 30% et le foie ou les 

poumons avec une infiltration pouvant atteindre plus de 60% selon les souris a été observé. 

Tandis que le thymus et les reins semblent être dans une moindre mesure infiltrés par la lignée 

C1498 (Figure 28).  

Temps (jours)  

S
u
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ie

 (
%

)
 

PBS 

Lignée C1498 
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FIGURE 28 - INFILTRATION PAR LES CELLULES C1498 DES ORGANES DES SOURIS C57BL/6J. 

,ȭÉÎÆÉÌÔÒÁÔÉÏÎ ÄÅÓ ÄÉÆÆïÒÅÎÔÓ ÏÒÇÁÎÅÓ ÐÁÒ ÌÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ #ρτωψ Á ïÔï ÁÎÁÌÙÓïÅ ÇÒÝÃÅ Û ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÕ 

marqueur CD45.2. Les cellules ont été isolées à partir des organes, puis une lyse des globules rouges a 

ïÔï ÒïÁÌÉÓïÅ ÁÖÁÎÔ ÄȭÅÆÆÅÃÔÕÅÒ ÌÅ ÍÁÒÑÕÁÇÅ ÁÖÅÃ ÌȭÁÎÔÉÃÏÒÐÓ ÆÌÕÏÒÅÓÃÅÎÔ ÄÉÒÉÇï ÃÏÎÔÒÅ ÌÁ ÍÏÌïÃÕÌÅ #$τυȢς 

ÅÔ ÌȭÁÎÁÌÙÓÅ ÐÁÒ ÃÙÔÏÍïÔÒÉÅ ÅÎ ÆÌÕØȢ ,ÅÓ ÍÏÙÅÎÎÅÓ ÄÅÓ ÐÏÕÒÃÅÎÔÁÇÅÓ ÄȭÉÎÆÉÌÔÒÁÔÉÏÎ ÄÅÓ ÏÒÇÁÎÅÓ ÅÔ ÌÅÓ 

ÅÒÒÅÕÒÓ ÓÔÁÎÄÁÒÄÓ ɉ3%-Ɋ ÓÏÎÔ ÒÅÐÒïÓÅÎÔïÅÓ ÓÏÕÓ ÆÏÒÍÅ ÄȭÈÉÓÔÏÇÒÁÍÍÅ ÅÔ Äȭun tableau référençant la 

ÍÏÙÅÎÎÅ ÄȭÉÎÆÉÌÔÒÁÔÉÏÎ ÄÅ ÃÈÁÑÕÅ ÏÒÇÁÎÅ ÁÖÅÃ ÌÁ ÖÁÌÅÕÒ ÍÉÎÉÍÁÌÅ ɉ-ÉÎɊ ÅÔ ÌÁ ÖÁÌÅÕÒ ÍÁØÉÍÁÌÅ ɉ-ÁØɊ 

détectée chez 6 souris. MO : moelle osseuse. 

I. B. 2. ETUDE PHENOTYPIQUE DES ORGANES HEMATOPOÏETIQUES ET DU SANG 

a. Analyse des populations cellulaires de la moelle osseuse  

La moelle osseuse ainsi que la rate sont les principaux sites hématopoïétiques chez la souris et 

sont touchés lors du développement leucémique. Nous avons observé une infiltration 

importante de la moelle osseuse, en moyenne de 30%, par les cellules C1498 (Figure 28).  

Dans ce sens, nous avons pu mettre en évidence une diminution des différents stades de 

maturation des cellules hématopoïétiques de la lignée lymphocytaire B, granulocytaire et 

monocytaire par immunomarquage et analyse par cytométrie en flux. En effet, les cellules 

CD19+B220+ regroupant les stades de maturation des lymphocytes B, allant du progéniteurs 

aux cellules matures, montrent une diminution par 5 de leurs proportions dans la moelle 

osseuse des souris leucémiques en comparaison des souris contrôles (Figure 29A).  

La moelle osseuse des souris leucémiques présentent trois fois moins de cellules appartenant 

à la lignée monocytaire CD115+ (marqueurs des monocytes résidents et inflammatoires) que 

celle des souris contrôles (Figure 29B).328 

Enfin, la lignée granulocytaire est également impactée par le développement leucémique 

puisque nous avons observé une diminution par 4 des cellules CD11b+Ly6G+ dans la moelle 

osseuse des souris leucémiques par rapport à celle des souris contrôles (Figure 29C).  
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Le développement leucémique impacte donc les lignées lymphocytaires, monocytaires et 

granulocytaires de la moelle osseuse.  

 

FIGURE 29 - POPULATIONS DE LA MOELLE OSSEUSE DES SOURIS CONTROLES ET LEUCEMIQUES. 

Une lyse des globules rouges a été réalisée sur la moelle osseuse isolée des souris contrôles (n=7) et 

leucémiques (n=7) ÁÖÁÎÔ ÄȭÅÆÆÅÃÔÕÅÒ ÕÎ ÃÏÍÐÔÁÇÅ ÃÅÌÌÕÌÁÉÒÅ ÅÔ ÌȭÉÍÍÕÎÏÍÁÒÑÕÁÇÅ ÐÅÒÍÅÔÔÁÎÔ ÄȭïÖÁÌÕÅÒ 

la fréquence des différentes populations myéloïdes et lymphoïdes. (A) La lignée lymphocytaire B a été 

évaluée après un marquage avec les anticorps dirigés contre le CD19 et B220. Les cellules doubles 

positives encadrées en rouge représentent la lignée lymphocytaire B (regroupant les stades de 

progéniteurs aux lymphocytes B matures). (B) La lignée monocytaire a été détectée sur les critères CD3- 

et CD115+ (population encadrée en rouge) et regroupe les monocytes du stade de progéniteurs aux 

ÃÅÌÌÕÌÅÓ ÍÁÔÕÒÅÓȢ ɉ#Ɋ %ÎÆÉÎȟ ÌÁ ÌÉÇÎïÅ ÇÒÁÎÕÌÏÃÙÔÁÉÒÅ Á ïÔï ÓïÌÅÃÔÉÏÎÎïÅ ÓÕÒ ÓÏÎ ÁÂÓÅÎÃÅ ÄȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÕ 

CD3 et son expression des marqueurs CD11b et Ly6G (encadré en rouge). Pour chaque lignée, un 

ÈÉÓÔÏÇÒÁÍÍÅ ÐÒïÓÅÎÔÅ ÌȭÅÓÔÉÍÁÔÉÏÎ ÍÏÙÅÎÎÅ ÄÅ ÃÅÓ ÐÏÐÕÌÁÔÉÏÎÓ ÄÁÎÓ ÌÁ ÐÏÐÕÌÁÔÉÏÎ ÇÌÏÂÁÌÅ ÄÅ ÌÁ ÍÏÅÌÌÅ 

osseuse dénombrée au préalable. Un test t de Student non-apparié a été réalisé pour évaluer la 

significativité des différences observées entre les souris contrôles et leucémiques avec ** correspondant 

à une valeur p< 0,01 et *** à une valeur p< 0,0001.  
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b. Effets de la leucémie sur les population spléniques  des souris  

Le second organe hématopoïétique touché par ÌȭÉÎÆÉÌÔÒÁÔÉÏÎ des cellules C1498 est la rate. En 

effet, on observe chez les souris leucémiques une splénomégalie (Figure 30A) avec un poids 

moyen de 300 ± 44,0 mg comparé aux rates des souris contrôles pesant en moyenne 113,6 ± 

1,0 mg. Cette splénomégalie est nettement visiblÅ ÁÕ ÍÏÍÅÎÔ ÄÕ ÐÒïÌîÖÅÍÅÎÔ ÄÅ ÌȭÏÒÇÁÎÅȢ  

Le dénombrement des splénocytes a montré une augmentation de la cellularité splénique dans 

les souris leucémiques (191,4x106 ± 28,6) par rapport aux rates des souris contrôles (120,2x106 

± 18,2). De plus, le phénotypage de ces splénocytes a montré une augmentation de différentes 

populations cellulaires telles que les lymphocytes B, les monocytes et les granulocytes 

ÃÏÎÔÒÉÂÕÁÎÔ Û ÌȭïÌÁÒÇÉÓÓÅÍÅÎÔ ÄÅ ÌȭÏÒÇÁÎÅ (Figure 30B). 

 

FIGURE 30 ɀ LA LEUCEMIE ENTRAINE UNE SPLENOMEGALIE ET UNE AUGMENTATION DU 

NOMBRE DE PLUSIEURS POPULATIONS SPLENIQUES. ɉ!Ɋ ,Á ÒÁÔÅ ÄȭÕÎÅ ÓÏÕÒÉÓ ÃÏÎÔÒĖÌÅ ɉÈÁÕÔɊ ÅÔ 

ÄȭÕÎÅ ÓÏÕÒÉÓ ÌÅÕÃïÍÉÑÕÅ ɉÂÁÓɊ ÒÅÐÒïÓÅÎÔÁÔÉÖÅÓ ÄÅ ÌȭÅÎÓÅÍÂÌÅ ÄÅÓ ÓÏÕÒÉÓ ÐÒïÌÅÖïÅÓ ÓÏÎÔ ÐÒïÓÅÎÔïes. La 

ÂÁÒÒÅ ÄȭïÃÈÅÌÌÅ ÃÏÒÒÅÓÐÏÎÄ Û un dimension de 1 cm. (B) Une lyse des globules rouges a été réalisée avant 

une numération des splénocytes puis un immunomarquage des lymphocytes B (CD19+B220+), des 

monocytes (CD3-CD11b+Ly6C+/ -) et des granulocytes (CD3-CD11b+Ly6G+). Les histogrammes 

représentent la moyenne et les écart-types des quantifications des populations spléniques de 5 souris 

contrôles et de 8 souris leucémiques. Un test t de Student non-apparié a été réalisée pour évaluer la 

significativité des différences observées entre les souris contrôles et leucémiques avec  * correspondant 

à une valeur p< 0,05 et ** pour une valeur p de 0,0033. 

c. Impact de la leucémie sur la composition cellulaire sanguine  

Lors du développement leucémique, un envahissement de la circulation sanguine est observé 

chez les patients atteints de LAM ÁÉÎÓÉ ÑÕȭÕÎÅ ÄÉÍÉÎÕÔÉÏÎ ÄÅÓ ÐÏÐÕÌÁÔÉÏÎÓ ÓÁÎÇÕÉÎÅÓ ÓÁÉÎÅÓȢ 

#ȭÅÓÔ ÐÏÕÒÑÕÏÉȟ nous avons analysé la proportion des populations sanguines circulantes chez 

les souris leucémiques.  
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,ȭÅÎÖÁÈÉÓÓÅÍÅÎÔ ÄÅ ÌÁ ÃÉÒÃÕÌÁÔÉÏÎ ÓÁÎÇÕÉÎÅ ÐÁÒ ÌÅÓ ÃÅÌÌÕÌÅÓ #ρτωψ Á ïÔï ÏÂÓÅÒÖïÅ ÐÁÒ ÃÙÔÏÍïÔÒÉÅ 

ÅÎ ÆÌÕØ Û ÌȭÁÉÄÅ ÄÕ ÍÁÒÑÕÅÕÒ #$τυȢςȟ ÁÖÅÃ ÕÎÅ ÉÎÆÉÌÔÒÁÔÉÏÎ ÍÏÙÅÎÎÅ ÄÅ ρυϷ ÍÁÉÓ avec une 

variabilité importante entre les souris (1,34 à 57,48%) (Figure 28, p-108-).  

 

FIGURE 31 - POPULATIONS CELLULAIRES CIRCULANTES CHEZ LES SOURIS CONTROLES ET 

LEUCEMIQUES. Les cellules mononucléées du sang ont été isolées sur gradient de Pancoll puis 

marquées avec les anticorps dirigés contre le CD3 et le B220 pour identifier les lymphocytes T et B par 

cytométrie en flux (A). De même les monocytes ont été identifiés via ÌȭÅxpression des marqueurs CD115 

et Ly6C (B). Cette analyse a été réalisée en excluant les cellules leucémiques de la lignée C1498 CD45.2+. 

Les lymphocytes T et B circulants, respectivement, CD3+ et B220+ ne semblent pas impactés par 

ÌÁ ÌÅÕÃïÍÉÅ ÐÕÉÓÑÕÅ ÎÏÕÓ ÎȭÁÖÏÎÓ ÐÁÓ ÏÂÓÅÒÖï ÄÅ variations des proportions entre les souris 

contrôles et leucémiques (Figure 31A). Cependant, nous avons observé une augmentation de la 

proportion des monocytes circulants dans les souris leucémiques. La leucémie induit donc une 

accumulation de monocytes dans le sang des souris, comme observé chez les patients atteints 

de LAM à composante monocytaire (Figure 31B).95 
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I. B. 3. MORPHOLOGIE ET CYTOCHIMIE DE LA MOELLE OSSEUSE DES SOURIS 

LEUCEMIQUES ET CONTROLES 

Afin de déterminer ÌȭÉÎÆÉÌÔÒÁÔÉÏÎ médullaire ainsi que le type de leucémie induite par les cellules 

C1498, la MO des souris leucémiques a été prélevée avant que celles-ci ne succombent à la 

maladie parallèlement à celle des souris contrôles. Après avoir isolé et centrifugé les cellules 

sur lame,  une coloration au MGG a été réalisée pour nous permettre ÄȭÁÐÐÒïÃÉÅÒ ÌȭÁÓÐÅÃÔ 

cellulaire de la moelle osseuse. Celle des souris saines présentent une grande variété cellulaire 

avec la présence des différentes lignées (myéloïde, lymphoïde et érythroïde)  à différents stades 

de maturation (Figure 32A). La moelle osseuse des souris leucémiques conserve les différentes 

lignées cellulaires mais un envahissement par des cellules immatures (indiquées par les flèches 

noires) est observé correspondant à la morphologie de la lignée C1498 (Figure 32B).   

 

FIGURE 32 - CYTOMORPHOLOGIE DE LA MOELLE OSSEUSE DES SOURIS INJECTEES AVEC DU PBS 

OU AVEC LA LIGNEE C1498. A gauche est présentée une coloration MGG représentative de la moelle 

osseuse des souris contrôles. A droite, une moelle osseuse représentative des souris injectées avec la 

lignée C1498. Les flèches noires indiquent certaines cellules présentant la morphologie de la lignée 

C1498. Les cellules de moelle osseuse ont été déposées sur lame par cytocentrifugation, colorées au 

MGG puis observées au microscope optique à ÌȭÏÂÊÅÃÔÉÆ ρππ (grossissement final 1000).  

,ȭÁÎÁÌÙÓÅ ÃÙÔÏÃÈÉÍÉÑÕÅ ÄÅÓ ÅÓÔïÒÁÓÅÓ Á ïÇÁÌÅÍÅÎÔ ïÔï ÒïÁÌÉÓïÅ ÓÕÒ ÌÁ ÍÏÅÌÌÅ ÏÓÓÅÕÓÅ ÄÅÓ ÓÏÕÒÉÓ 

contrôles et infiltrées par les cellules C1498. 

Dans la moelle osseuse des souris contrôles, on retrouve une faible proportion de cellules 

positives pour la réaction dégradant le naphthol AS-D-chloroacétate (Figure 33A). Pour ce qui 

est de la moelle osseuse infiltrée par les cellules leucémiques, plusieurs cellules volumineuses 

présentent de grosses granulations rouge-rosé témoignant ÄÅ ÌȭÈÙÄÒÏÌÙÓÅ ÄÕ ÎÁÐÈÔÈÏÌ AS-D 

chloroacétate (Figure 33B). Ces cellules appartiennent très certainement à la lignée leucémique 

C1498. 

A B 

X100 X100 
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En ce qui concerne la réaction enzymatique dégradant lȭɻ-naphthyl butyrate, on retrouve peu 

de cellules positives pour cette réaction dans la moelle osseuse contrôle tandis que de 

nombreuses cellules positives sont observées dans celle des souris injectées avec la lignée 

C1498 (Figure 33C et D). 

Ces résultats confirment les caractéristiques enzymatiques de la lignée caractérisées in vitro, et 

ÉÎÄÉÑÕÅÎÔ ÑÕȭÅÌÌÅÓ ne sont pas modifiées in vivo. Les cellules leucémiques ont bien conservées 

leur phénotype de myéloblastes et de monoblastes, suggérant une leucémie de type myélo-

monocytaire. 

  

FIGURE 33 - PROFIL D'EXPRESSION DES ESTERASES DANS LA MOELLE OSSEUSE DES SOURIS 

SAINES ET INFILTREES PAR LES CELLULES C1498. Les cellules de moelle osseuse ont été isolées puis 

ÄïÐÏÓïÅÓ ÓÕÒ ÌÁÍÅ ÐÁÒ ÃÙÔÏÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÔÉÏÎ ÁÖÁÎÔ ÌȭÁÎÁÌÙÓÅ ÃÙÔÏÃÈÉÍÉÑÕÅ ÄÅÓ ÅÓÔïÒÁÓÅÓȢ Les marquages 

représentatifs des moelles osseuses contrôles sont présentées à gauche, et à droite se trouvent les 

marquages effectués sur les moelles osseuses de souris injectées avec la lignée C1498. On retrouve la 

réaction enzymatique du naphthol AS-D chloroacétate sur les images A et B et celÌÅ ÄÅ Ìȭɻ-naphthyl 

butyrate en C et D. LÅÓ ÌÁÍÅÓ ÏÎÔ ïÔï ÏÂÓÅÒÖïÅÓ ÓÕÒ ÕÎ ÍÉÃÒÏÓÃÏÐÅ ÏÐÔÉÑÕÅ Û ÌȭÏÂÊÅÃÔÉÆ ρππ 

(grossissement final 1000). 
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En résumé : 

 

La lignée C1498 est composée ÄȭÕÎ ÍïÌÁÎÇÅ ÄÅ cellules myéloblastiques et monoblastiques qui, 

après injection par voie intraveineuse à des souris congéniques C57BL/6J, induit le 

ÄïÖÅÌÏÐÐÅÍÅÎÔ ÄȭÕÎÅ ÌÅÕÃïÍÉÅ ÁÉÇÕò de type myélo-monocytaire. 

Une infiltration de s organes hématopoïétiques (rate et moelle osseuse) et des organes non-

hématopoïétiques tels que les poumons et le foie par les cellules leucémiques C1498 est 

observée. De plus, des fréquences élevées de cellules C1498 circulantes et une monocytose sont 

également retrouvées dans le sang de ces souris leucémiques.  

Une augmentation de volume du foie, des poumons et de la rate est détectable chez ces souris 

leucémiques. La moelle osseuse présente une diminution des populations granulocytaires, 

lymphocytaires B et monocytaires tandis que la rate de ces souris est caractérisée par une 

augmentation de ces différentes populations.  
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II.  ISOLEMENT DE SOUS-CLONES LEUCEMIQUES HETEROGENES A 

PARTIR DE LA LIGNEE C1498 

Nous nous sommes ensuite demandé si la lignée C1498ȟ Û ÌȭÉÍÁÇÅ ÄÅÓ ÐÁÔÉÅÎÔÓ ÁÔÔÅÉÎÔÓ ÄÅ ,!-ȟ 

ÎȭïÔÁÉÔ ÐÁÓ ÅÌÌÅ-ÍðÍÅ ÃÏÍÐÏÓïÅ ÄȭÕÎ ÅÎÓÅÍÂÌÅ ÄÅ ÓÏÕÓ-clones.  

Pour répondre à cette question, ÌȭïÑÕÉÐÅ Á ÉÓÏÌï 6 sous-clones leucémiques (dénommés B11, C5, 

E2, E7, F1 et G10) après dilution limite  in vitro de la lignée C1498. Ces sous-clones ont été 

transfectés de manière stable avec un plasmide codant pour le gène de la ZsGreen, dont la 

traduction forme une protéine fluorescente facilitant ainsi la détection de ces cellules in vivo. 

Une comparaison génomique et phénotypique de ces sous-clones a été réalisée. Puis leurs 

potentiels leucémogènes et immunogènes ont été étudiés in vivo chez les souris.  

 CARACTERISATION GENOMIQUE DE LA LIGNEE ET DES SOUS-CLONES C1498 

Une analyse par hybridation génomique comparative de Ìȭ!$. cellulaire de ces sous-clones 

ainsi que celui de la lignée C1498 a été réalisée. Des déséquilibres génomiquesȟ ÃȭÅÓÔ-à-dire la 

présence de délétions et Äȭamplifications au niveau du génome, ont été observés (Figure 34). 

 

FIGURE 34 - PROFIL GENOMIQUE DE LA LIGNEE C1498 ET DES 6 SOUS-CLONES DERIVES DE 

CELLE-CI. Les ADNg de la lignée C1498 et des 6 sous-clones isolées à partir de celle-ci (E2, G10, F1, C5, 
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B11, et E7) ont été extraits et analysés par la technique de CGH. Le profil génomique de cette lignée 

leucémique et des sous-clones est représenté pour chaque chromosome (Chr). Les parties génomiques 

représentées en rouge correspondent à des amplifications tandis que les parties vertes sont des 

ÄïÌïÔÉÏÎÓȢ ,ȭÉÎÔÅÎÓÉÔï ÄÅ ÌÁ ÃÏÌÏÒÁÔÉÏÎ est en corrélation avec le nombre de copies perdu ou gagné. 

,ȭÅØÐïÒÉÅÎÃÅ Á ïÔï ÒïÁÌÉÓïÅ ÄÅÕØ ÆÏÉÓ ÐÏÕÒ la lignée et les sous-clones C1498.  

Une analyse plus précise a notamment révélé une délétion homozygote et hétérozygote au 

niveau du bras long du chromosome 12, plus précisément dans la région qC3 pour les sous-

clones E2, F1, G10 et C5, B11, E7, respectivement (Figure 35).  

 

FIGURE 35 ɀ PROFIL DETAILLE DE LA REGION QC3 DU CHROMOSOME 12 DE LA LIGNEE C1498 ET 

DES SOUS-CLONES DERIVES DE CELLE-CI. Les surfaces plus larges correspondent à des délétions 

homozygotes (sous-clones C5, B11 et E7) tandis que les surfaces plus minces sont des délétions 

hétérozygotes (sous-clones E2, G10 et F1).  

Cette analyse nous indique une hétérogénéité parmi les sous-clones avec des délétions ou des 

amplifications spécifiques à un ou plusieurs sous-clone(s). 

 CYTOMORPHOLOGIE ET CYTOCHIMIE DES SOUS-CLONES LEUCEMIQUES 

Le phénotype de ces 6 sous-clones a été confirmé en réalisant une coloration au MGG et la 

cytochimie des estérases (CAE et ANBE). Ces analyses ont révélé un marquage positif pour les 

deux types de réactions enzymatiques (spécifique des lignées granulocytaire ou monocytaire) 

confirmant, comme pour la lignée C1498, un mélange de myéloblastes et de monoblastes. 

Prenant en compte la clonalité de ces cellules, ces résultats nous indiquent la présence de 

progéniteurs communs granulocytaire-monocytaire (GMP). Les marquages effectués sur les 

cellules des sous-clones E2 et C5 ÓÏÎÔ ÒÅÐÒïÓÅÎÔÁÔÉÆÓ ÄÅÓ ÒïÓÕÌÔÁÔÓ ÏÂÔÅÎÕÓ ÐÏÕÒ ÌȭÅÎÓÅÍÂÌÅ ÄÅÓ 

sous-clones (Figure 36). Ces sous-clones présentent donc un profil génomique différent mais 

un phénotype identique.  
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FIGURE 36 - CYTOMORPHOLOGIE ET CYTOCHIMIE DE 2 SOUS-CLONES ISOLES A PARTIR DE LA 

LIGNEE C1498. Résultats représentatifs du marquage MGG et de la cytochimie des estérases pour les 

sous-clones E2 (gauche) et C5 (droite) . (A) Les cellules ont été cytocentrifugées et colorées au MGG. Les 

nucléoles sont indiqués par les flèches. (B) Une analyse cytochimique des estérases a été réalisée 

ÄïÔÅÃÔÁÎÔ ÌÁ ÃÁÐÁÃÉÔï ÄȭÈÙÄÒÏÌÙÓÅ ÄÅ Ìȭ!3-D chloroacétate et (C) ÄÅ ÌȭÁÌÐÈÁ ÎÁÐÈÔÈÙÌ ÂÕÔÙÒÁÔÅ par les 

cellules. Les flèches indiquent des réactions positives ÐÏÕÒ ÌÅÓ ÄÅÕØ ÔÙÐÅÓ ÄȭÅÓÔïÒÁÓÅÓ. Les lames ont été 

ÏÂÓÅÒÖïÅÓ ÁÕ ÍÉÃÒÏÓÃÏÐÅ ÏÐÔÉÑÕÅ Û ÌȭÏÂÊÅÃÔÉÆ ρππ (grossissement final 1000). 

 LEUCEMOGENICITE VARIABLE SELON LES SOUS-CLONES 

II. C. 1. DEVELOPPEMENT LEUCEMIQUE DANS DES SOURIS IMMUNOCOMPETENTES 

Une injection de chaque sous-clone par voie intrapéritonéale a été réalisée dans des souris 

ÉÍÍÕÎÏÃÏÍÐïÔÅÎÔÅÓ #υχ",Ⱦφ* ÁÆÉÎ ÄȭïÖÁÌÕÅÒ ÌÅur potentiel leucémogène. Les sous-clones E2, 
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F1 et G10 ont induit  la mort de la totalité des souris entre 21 et 36 jours post-injection des sous-

clones tandis que les clones B11, C5 et E7 entrainent, respectivement, la mort de 60, 48 et 30% 

des souris injectées (Figure 37A et 37B).  

 

FIGURE 37 - INJECTION INTRAPERITONEALE DES DIFFERENTS SOUS-CLONES N'INDUIT PAS LE 

MEME TAUX DE MORTALITE CHEZ LES SOURIS C57BL/6J. ,ȭÉÎÊÅÃÔÉÏÎ ÄÅÓ φ ÓÏÕÓ-clones par voie 

intrapéritonéale à des souris immunocompétentes C57BL/6J a entrainé le développement leucémique 

ÃÈÅÚ ÃÅÒÔÁÉÎÅÓ ÄȭÅÎÔÒÅ-ÅÌÌÅÓȢ ,Á ÓÕÒÖÉÅ ÄÅ ÃÅÓ ÓÏÕÒÉÓ Á ïÔï ÓÕÉÖÉÅ ÁÐÒîÓ ÌȭÉÎÊÅÃÔÉÏÎ ÄÅÓ ÓÏÕÓ-clones E2, F1 

ou G10 (A) et ÁÐÒîÓ ÌȭÉÎÊÅÃÔÉÏÎ ÄÅÓ ÓÏÕÓ-clones B11, C5 ou E7 (B). Une analyse statistique (Logrank) 

comparant la survie des souris injectées avec le sous-clone B11, C5 ou E7 au groupe de souris ayant reçu 

le sous-clone E2 a été réalisée et a montré une différence significative (ᶻᶻᶻ, p<0,0001). (C) La présence 

des cellules leucémiques a été évaluée par cytométrie en flux dans les organes des souris succombant à 

la leucémie induite par les sous-clone C5 ou E2 via ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ de la protéine ZsGreen. (D) Le nombre 

de lymphocytes et de plaquettes circulants a été déterminée grâce à un hémocytomètre chez 13 souris 

injectées avec ces deux sous-clones (C5 ou E2) ou chez des souris du même âge injectées avec du PBS 

(n=14) 

(n=8) 
(n=7) 

(n=27) 
(n=25) 

(n=17) 
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(contrôles). Un test de Mann-Whitney  a permis de mettre en évidence une différence significative entre 

les souris contrôles et leucémiques (ᶻ,z p=0,0023 et z ᶻᶻ, p=0,0005). 

Les souris survivantes ont été suivies durant 6 mois et celles-ÃÉ ÎȭÏÎÔ ÐÁÓ ÐÒïÓÅÎÔï ÄÅ ÓÉÇÎÅÓ ÄÅ 

la leucémie ou de toute autre pathologie. Au contraire, ÌÅÓ ÓÏÕÒÉÓ ÁÙÁÎÔ ÓÕÃÃÏÍÂï Û ÌȭÉÎÊÅÃÔÉÏÎ 

des sous-clones ont développé une leucémie qui fut confirmée par la présence de cellules 

leucémiques dans plusieurs organes (MO, rate, reins, poumons et foie) (Figure 37C), 

ÁÃÃÏÍÐÁÇÎïÅ ÄȭÕÎÅ thrombopénie et Äȭune lymphopénie (Figure 37D). 

II. C. 2. DEVELOPPEMENT LEUCEMIQUE DANS DES SOURIS IMMUNO- DEFICIENTES 

Le développement leucémique a ensuite été testé via ÌȭÉÎÊÅÃÔÉÏÎ de ces sous-clones par voie 

intrapéritonéale dans des souris immunodéficientes NOD-SCID. 

Contrairement aux résultats obtenus dans les souris syngéniques C57BL/6J, les sous-clones 

B11, C5 et E7 ont induit le développement ÄȭÕÎÅ ÌÅÕÃïÍÉÅ avec une mortalité chez 100% des 

souris NOD-SCID entre 19 et 56 jours post-injection des cellules leucémiques. De même, les 

sous-clones E2, F1 et G10 ont entrainé la mort de la totalité des souris, mais ceci plus 

rapidement que les trois précédents sous-clones (entre 18 et 28 jours post-injection des 

cellules leucémiques) (Figure 38A). ,ÅÓ ÏÒÇÁÎÅÓ ÄÅ ÃÅÓ ÓÏÕÒÉÓ ÏÎÔ ïÔï ÁÎÁÌÙÓïÓ ÁÆÉÎ ÄȭïÖÁÌÕÅÒ ÌÅ 

pourcentage de cellules leucémiques les infiltrant . Aucune différence notable ÎȭÁ ïÔï ÏÂÓÅÒÖïÅ 

entre ceux des souris injectées avec les sous-clones E2, F1, G10 ou les sous-clones B11, C5 et E7 

(Figure 38B).  

 

Ces résultats indiquent donc ÑÕÅ ÌȭÅÎÓÅÍÂÌÅ ÄÅÓ ÓÏÕÓ-clones ÅÎÔÒÁÉÎÅ ÌÅ ÄïÖÅÌÏÐÐÅÍÅÎÔ ÄȭÕÎÅ 

leucémie et présentent un potentiel leucémogène, dont les sous-clones B11, C5 et E7 entrainent 

un développement leucémique plus lent in vivo. De plus, ces trois derniers sous-clones 

induisent une mortalité de 100% uniquement dans les souris immunodéficientes. Cela suggère 

un contrôle possible par le système immunitaire du développement de la leucémie induite par 

ces sous-clones dans les souris immunocompétentes C57BL/6J.  
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FIGURE 38 ɀ VARIATION DE LA SURVIE DES SOURIS IMMUNODEFICIENTES NOD-SCID SELON LE 

SOUS-CLONE INJECTE MAIS N'INFLUENÇANT PAS L'INFILTRATION LEUCEMIQUE DES ORGANES. 

(A) La survie des souris immuno-déficientes NOD-SCID injectées avec les différents sous-clones a été 

suivie. Les différents sous-clones ont été injectés par voie intrapéritonéale à 6 souris. Une analyse 

statistique (Logrank) comparant la survie des souris injectées avec le sous-clone E2  avec celles ayant 

été injectées avec les sous-clones B11, C5 ou E7 (p=0,001, p=0,0034 et p=0,0008, respectivement) a été 

réalisée. ɉ"Ɋ ,ȭÉÎÆÉÌÔÒÁÔÉÏÎ ÄÅÓ ÏÒÇÁÎes de ces souris par les cellules leucémiques a été déterminée par 

cytométrie en flux ÅÎ ÄïÔÅÃÔÁÎÔ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ ÌÁ :Ó'ÒÅÅÎ.  

II. C. 3. REPONSE CYTOTOXIQUE SPECIFIQUE DE LA LEUCEMIE ET IMMUNISATION 

DES SOURIS C57BL/6J 

Afin de mieux comprendre le rôle du système immunitaire dans la survie de ces souris, nous 

avons quantifié les lymphocytes T spléniques chez les souris succombant ou survivant à la 

ÌÅÕÃïÍÉÅ ÉÎÄÕÉÔÅ ÓÕÉÔÅ Û ÌȭÉÎÊÅÃÔÉÏÎ ÄÕ ÓÏÕÓ-clone C5.  

Ainsi, une analyse par cytométrie en flux nous a permis de constater une forte diminution des 

lymphocytes T CD4+ et CD8+ induite par le développement de la leucémie. Cette déplétion est 

environ 2 fois moins importante dans les souris qui survivent à la leucémie (Figure 39A).  
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,ȭÁÃÔÉÖÉÔï ÃÙÔÏÔÏØÉÑÕÅ ÓÐïÃÉÆÉÑÕÅ ÄÅÓ ÌÙÍÐÈÏÃÙÔÅÓ 4 ÄÅÓ ÓÏÕÒÉÓ ÓÕÒÖÉÖÁÎÔÅÓ à la leucémie induite 

par le sous-clone C5 a été mise en évidence après stimulation  in vitro. Nous avons observé une 

réponse cytotoxique spécifique du sous-clone C5 (résultat non présenté) mais également 

dirigée contre la lignée totale C1498. De plus, aucune réactivité ÎȭÁ ïÔï ÏÂÓÅÒÖïÅ ÃÏÎÔÒÅ ÕÎÅ 

autre lignée cellulaire de lymphome EL4 (Figure 39B). 

Nous avons ensuite voulu savoir si les souris survivantes à la première leucémie étaient 

capables de survivre à une seconde injection du même sous-clone (C5) ou de faire face à la 

leucémie induite par un sous-clone différent  (E2). Cette expérience a montré que les souris 

survivantes étaient protégées contre ÌÁ ÌÅÕÃïÍÉÅ ÉÎÄÕÉÔÅ ÐÁÒ ÌȭÉÎÊÅÃÔÉÏÎ Äu même sous-clone ou 

ÄȭÕÎ sous-clone plus aggressif E2 (Figure 39C).  

 

 

FIGURE 39 - INDUCTION D'UNE REPONSE LYMPHOCYTAIRE T DANS LES SOURIS LEUCEMIQUES 

INJECTEES AVEC LE SOUS-CLONE C5 CAPABLE D'INHIBER LA LEUCEMIE. (A) Une quantification des 

lymphocytes T CD3+ (CD4+ et CD8+) de la rate des souris contrôles (injection PBS) (n=6), leucémiques 

(n=7) ÅÔ ÓÕÒÖÉÖÁÎÔÅÓ Û ÌȭÉÎÊÅÃÔÉÏÎ ÄÕ ÓÏÕÓ-clone C5 (n=6) a été réalisée par immunomarquage et analysé 

par cytométrie en flux. Un test t de Student a évalué une différence entre le nombre de lymphocytes T 

des souris contrôles et leucémiques avec une valeur p<0,0001 symbolisée par z ᶻᶻ pour les lymphocytes 

T totaux, p=0,0056 (z )z pour les T CD4+ et p=0,0037 (z )z pour les T CD8+. (B) La réponse cytotoxique 

des lymphocytes T spléniques isolés de 6 souris survivantes Û ÌȭÉÎÊÅÃÔÉÏÎ ÄÕ ÓÏÕÓ-clone C5 a été évaluée 

après amplification in vitro et mises en culture avec la lignée C1498 ou EL4 marquées au CFSE au ratio 

5 :1 pendant 4h. (C) La survie des souris injectées par voie intrapéritonéale avec le sous-clone E2 ou C5 

ÁÉÎÓÉ ÑÕÅ ÌÅÓ ÓÏÕÒÉÓ ÓÕÒÖÉÖÁÎÔÅÓ ÁÕ ÐÒÅÍÉÅÒ ÃÈÁÌÌÅÎÇÅ ÁÖÅÃ ÌȭÕÎ ÏÕ ÌȭÁÕÔÒÅ ÄÅ ÃÅÓ ÄÅÕØ ÓÏÕÓ-clones et 

ayant été injectées une seconde fois avec le sous-clone C5 a été suivie. 
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En résumé : 

 

Six sous-clones ont été isolés à partir de la lignée leucémique murine C1498 et présentent une 

hétérogénéité clonale. Celle-ci ÅØÉÓÔÅ ÄȭÕÎ ÐÏÉÎÔ ÄÅ ÖÕÅ ÇïÎÏÍÉÑÕÅ ÐÕÉÓÑÕÅ ÌȭÁÎÁÌÙÓÅ ÐÁÒ #'( Á 

montré des profils différents selon les sous-clones (dénommés B11, C5, E2, E7, F1 et G10).  

De plus, les sous-clones B11, C5 et E7 induisent une cinétique de développement de la leucémie 

plus lente que les clones E2, F1 et G10 dans des souris immunodéficientes (NOD-SCID). Les 

sous-clones B11, C5 et E7 induisent une survie partielle des souris immunocompétentes 

C57BL/6J contrairement aux sous-clones E2, F1 et G10.  

Cela suggère un rôle de la réponse immunitaire dans le contrôle du développement de la 

leucémie induite par ces sous-clones. En effet, les souris leucémiques ayant succombées à la 

leucémie présentent une diminution du nombre de lymphocytes T CD4+ et CD8+ qui apparait 

moins importante dans ÌÅÓ ÓÏÕÒÉÓ ÓÕÒÖÉÖÁÎÔÅÓ Û ÌȭÉÎÊÅÃÔÉÏÎ ÄÕ ÓÏÕÓ-clone C5.  

De plus, ces souris survivantes développent une réponse lymphocytaire T cytotoxique 

spécifique du sous-clone C5, et également capable ÄȭïÌÉÍÉÎÅÒ les cellules C1498. Les souris 

ÓÕÒÖÉÖÁÎÔÅÓ Û ÌȭÉÎÊÅÃÔÉÏÎ du sous-clone C5 sont ainsi immunisées contre le développement 

leucémique ÄïÃÌÅÎÃÈï ÐÁÒ ÌȭÉÎÊÅÃÔÉon du même sous-clone ou dȭun sous-clone différent  (E2).  
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III.  OPTIMISATION DȭUN MODELE DE MRD LEUCEMIQUE APRES 

INJECTION INTRAVEINEUSE DES CELLULES LEUCEMIQUES ET SUIVI PAR 

CYTOMETRIE EN FLUX ET RT-QPCR DES CELLULES RESIDUELLES 

 SENSIBILITE DE LA LIGNEE C1498 ET DES DIFFERENTS SOUS-CLONES A LA 

CYTARABINE 

Afin de développer le modèle de maladie résiduelle mesurable, nous avons au préalable évalué 

la sensibilité de la lignée leucémique et des 6 sous-clones à la cytarabine. Ce traitement est 

ÕÔÉÌÉÓï ÃÏÕÒÁÍÍÅÎÔ ÃÈÅÚ ÌÅÓ ÐÁÔÉÅÎÔÓ ÁÔÔÅÉÎÔÓ ÄÅ ,!- ÌÏÒÓ ÄÕ ÔÒÁÉÔÅÍÅÎÔ ÄȭÉÎÄÕÃÔÉÏÎ ÅÎ 

association avec une anthracycline. Les anthracyclines sont des chimiothérapies qui induisent 

une nécrose tissulaire ÅÎ ÃÁÓ ÄȭÅØÔÒÁÖÁÓÁÔÉÏÎ du traitement.329 Pour cette raison, nous avons 

uniquement traité les souris leucémiques avec la cytarabine.  

Les différents sous-clones et la lignée leucémique ont été mis en culture in vitro en présence de 

plusieurs concentrations de chimiothérapie durant 72h. La concentration de chimiothérapie 

induisant la mort de 50% des cellules (IC50) a ensuite été déterminée.  

 

FIGURE 40 - ANALYSE DE LA SENSIBILITE DE LA LIGNEE C1498 ET DES SOUS-CLONES A LA 

CYTARABINE MONTRANT UNE RESISTANCE PLUS IMPORTANTE DU SOUS-CLONE G10. Les cellules 

ont été mises en culture avec des concentrations croissantes de chimiothérapie (cytarabine) pendant 

72h. (A) Une quantification des cellules vivantes en fonction de la concentration en cytarabine a été 

réalisée et la concentration induisant la mort de 50% des cellules (IC50) a été calculée. (B) Les 

histogrammes représentent la moyenne des valeurs Äȭ)#υπ calculées sur 3 expériences indépendantes 

réalisées en triplicats pour la lignée C1498 et pour chaque sous-clone.   
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Nous avons observé une sensibilité moindre du sous-clone G10 à la cytarabine avec une 

ÍÏÙÅÎÎÅ ÄȭIC50 de 13,12 µg/mL. Les sous-clones B11, C5 et E7 présentent un IC50 compris 

entre 4 et 5 µg/mL et la lignée C1498 ainsi que les sous-clones E2 et F1 sont les plus sensibles 

à la cytarabine avec un IC50 compris entre 0,1 et 1,1 µg/mL (Figure 40).  

 

Ainsi, nous avons pris la décision de ne pas utiliser le sous-clone G10 pour la mise au point de 

notre modèle murin de MRD leucémique, puisque celui-ci ÓȭÅÓÔ ÒïÖïÌï le plus résistant à la 

chimiothérapie in vitro.  

 EXPRESSION STABLE DE LA ZSGREEN PAR LES DIFFERENTS SOUS-CLONES 

C1498 SENSIBLES A LA CYTARABINE 

Ces sous-clones sensibles au traitement par chimiothérapie in vitro expriment de manière 

stable la protéine fluorescente ZsGreen permettant leur détection par cytométrie en flux.  

Nous avons évalué ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ de ce gène ÅÎ ÖÕÅ ÄȭÕÎÅ ÕÔÉÌÉÓÁÔÉÏÎ ÌÏÒÓ ÄÅ ÌÁ ÄïÔÅÃÔÉÏÎ ÄÅÓ 

cellules leucémiques in vivo par RT-qPCR. ,ȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÅ ÃÅ ÇîÎÅ ZsGreen est présentée en 

nombre de copies pour 104 copies du gène Abl1. Cette analyse révèle une expression dépassant 

les 20000 copies ZsGreen/10 4 copies Abl1 pour les sous-clones E2 et C5. Les sous-clones F1 et 

E7 expriment ce gène de manière intermédiaire avec une valeur moyenne approchant les 

15000 copies ZsGreen/10 4 copies Abl1. Enfin le sous-clone B11 exprime plus faiblement la 

ZsGreen avec une expression moyenne inférieure à 10000 copies ZsGreen/10 4 copies Abl1 

(Figure 41). 

 

FIGURE 41 - EXPRESSION DU GENE ZSGREEN PAR LES DIFFERENTS SOUS-CLONES LEUCEMIQUES. 

,ȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÕ ÇîÎÅ ZsGreen a été analysée par RT-qPCR et celle-ci est présentée en nombre de copies 

du gène normalisée pour 104 copies du gène Abl1. Cette analyse a été réalisée sur les 5 sous-clones 

leucémiques ÅÎ ÐÁÒÁÌÌîÌÅ ÄÅ ÌÁ ÒïÁÌÉÓÁÔÉÏÎ ÄȭÕÎÅ ÇÁÍÍÅ ÐÌÁÓÍÉÄÉÑÕÅ ÃÏÄÁÎÔ ÌÅ ÇîÎÅ Abl1 pour permettre 
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la normalisation. Les histogrammes représentent la moyenne (valeur figurant dans le tableau adjacent) 

et les écarts-types (SEM) de 3 expériences indépendantes. 

 EXPRESSION STABLE DE WT1 PAR LES DIFFERENTS SOUS-CLONES C1498 

SENSIBLES A LA CYTARABINE 

Une expression faible de Wt1 a été détectée dans les 5 sous-clones B11, C5, E2, E7 et F1. Ils ont 

donc été transfectés par électroperméabilisation avec le plasmide pVitro1.1.WT1 permettant 

ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÕ Çène Wt1 ÁÉÎÓÉ ÑÕȭÕÎÅ ÒïÓÉÓÔÁÎÃÅ Û ÌÁ ÎïÏÍÙÃÉÎÅȢ ,ÅÓ ÓÏÕÓ-clones exprimant 

Wt1 ont été sélectionnés en milieu contenant de la néomycine puis isolés par dilution limite . 

Ceux exprimant le mieux le gène Wt1 ont été conservés et dénommés ainsi : nom du sous-

clone/WT1 (ex : B11/WT1) pour une meilleure compréhension.  

La ÓÔÁÂÉÌÉÔï ÄȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÕ Çène Wt1 des différents sous-clones a été confirmée par RT-qPCR 

au cours des deux mois qui ont ÓÕÉÖÉ ÌȭïÌÅÃÔÒÏÐÏÒÁÔÉÏÎȢ $Å ÍðÍÅ ÑÕÅ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÕ ÇîÎÅ 

ZsGreen, celle de Wt1 est exprimée en nombre de copies normalisé pour 104 copies du gène 

Abl1. Cette analyse a révélé une expression proche des 40000 copies du gène Wt1 pour 104 

copies Abl1 des sous-clones E2/WT1  et F1/WT1  tandis que les 3 autres sous-clones expriment 

plus faiblement ce gène. En effet, le sous-clone B11/WT1 expriment en moyenne 4000 copies 

de Wt1/10 4 copies Abl1 (Figure 42).  

 

FIGURE 42 - EXPRESSION DU GENE WT1 PAR LES SOUS-CLONES LEUCEMIQUES TRANSFECTES OU 

NON AVEC LE PLASMIDE PVITRO1.1.WT1. LȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ ÄÕ ÇîÎÅ Wt1 a été analysée par RT-qPCR et 

exprimée en nombre de copies du gène normalisée pour 104 copies du gène Abl1. Cette analyse 

ÄȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ Á ïÔï ÒïÁÌÉÓée sur les sous-clones transfectés ou non avec le plasmide pVitro1.1.WT1 en 

ÐÁÒÁÌÌîÌÅ ÄÅ ÌÁ ÒïÁÌÉÓÁÔÉÏÎ ÄȭÕÎÅ ÇÁÍÍÅ ÐÌÁÓÍÉÄÉÑÕÅ codant le gène Abl1 pour permettre la 

normalisation. Les histogrammes représentent la moyenne (valeur figurant dans le tableau adjacent) et 

les écarts-types de 3 à 12 expériences indépendantes selon les sous-clones.  
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LȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ du gène Wt1 par ces différents sous-clones a été vérifiée au moment des 

décongélations cellulaires et avant chaque injection aux souris C57BL/6J. $Å ÐÌÕÓȟ ÌȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ 

du gène ZsGreen a été vérifiée dans les sous-clones transfectés avec le plasmide pVitro1.1.WT1 

et est similaire aux sous-clones non transfectés (données non présentées). 

 

Nous avons également confirmé lȭÅØÐÒÅÓÓÉÏÎ de WT1 au niveau protéique par western-blot. 

Comme observé au niveau ÄÅ Ìȭexpression du gène Wt1 dans les sous-clones non transfectés, 

Ìȭexpression de WT1 dans ces sous-clones est très faible. La surexpression de la protéine WT1 

ÅÓÔ ÒÅÔÒÏÕÖïÅ ÄÁÎÓ ÌȭÅÎÓÅÍÂÌÅ ÄÅÓ ÓÏÕÓ-clones transfectés stablement avec le plasmide 

pVitro1.1.WT1. Nous avons observé la présence de deux bandes rapprochées correspondant 

aux isoformes majoritaires de WT1 de 52 et 54 kilodaltons (kDa). De plus, lȭÉÓÏÆÏÒÍÅ ÄÅ υτ Ë$Á 

semble plus exprimée que celle de 52 kDa dans tous les sous-clones transfectés stablement. 

Enfin, une bande supplémentaire approchant la taille moléculaire de 40 kDa est observable 

pour le sous-clone E7/WT1 et peuÔ ÃÏÒÒÅÓÐÏÎÄÒÅ Û ÌȭÉÓÏÆÏÒÍÅ AWT1 ÐÒÏÄÕÉÔÅ Û ÐÁÒÔÉÒ ÄȭÕÎ ÓÉÔÅ 

ÄȭÉÎÉÔÉÁÔÉÏÎ ÄÅ ÌÁ ÔÒÁÄÕÃÔÉÏÎ ÁÌÔÅÒÎÁÔÉÆ ÅÔ ÄÏÎÔ ÌÁ ÐÒÏÔïÉÎÅ fait approximativement 36 kDa (Figure 

43).162  

 

FIGURE 43 - EXPRESSION DE LA PROTEINE WT1 DANS LES DIFFERENTS SOUS-CLONES 

TRANSFECTES OU NON AVEC LE PLASMIDE PVITRO1.1.WT1. Une extraction des protéines totales a 

été réalisée à partir des différents sous-clones en culture. Une migration des protéines sur gel de 

polyacrylamide a été réalisée puis un marquage avec un anticorps primaire anti-WT1 et secondaire 

couplé à une peroxydase. Puis la réaction enzymatique a été révélée par chimioluminescence. Afin de 

ÓȭÁÓÓÕÒÅÒ ÄȭÕÎÅ ÅØÔÒÁÃÔÉon protéique homogène pour tous les sous-ÃÌÏÎÅÓȟ ÌÁ ɼ-actine a également été 

détectée. PM : marqueur de poids moléculaire avec les tailles en kilodaltons annotées à gauche des gels. 

Les encadrés rouges présentent les bandes correspondant aux isoformes de WT1 et AWT1 pour le sous-

clone E7/WT1.  
































































