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(Reims), Frederic Davi (Paris), Delabesse Eric (Toulouse), Marie-Helene Estienne (Tours), 
Pascaline Etancelin (Rouen), Olivier Kosmider (Paris), Sophie Laibe (Marseille), L. Lodé 
(Montpellier), Marc Muller (Vandœuvre Lès-Nancy), Nathalie Nadal (Dijon), Dina Naguib (Caen), 
Cédric Pastoret (Rennes), Florence Cymbalista (Bobigny), Fanny Baran-Marszak (Bobigny), 
Thierry Soussi (Solna, SUÈDE). Congrès de la Société Française d’Hématologie, Paris, 30 mars – 
1er avril 2022 

27. Profil mutationnel des LLC et SLP-B avec réarrangement BCL3 : résultats préliminaires. Hedi 
Bensaber, Florence Nguyen-Khac, Andrei Tchirkov, Olivier Tournilhac, Bruno Pereira, Louis-
Thomas Dannus, Romain Guieze et Lauren Véronèse. Jeunes experts dans les 
Leucémies/Journées du FILO, Dijon, 23-25 novembre 2022 (récompensé du prix FILO-ELLYE) 

28. Etude GFCH/FILO du profil mutationnel des leucémies lymphoïdes chroniques et autres 
syndromes lymphoprolifératifs B avec translocation IG::BCL3. Lauren Véronèse, Florence 
Nguyen-Khac, Hedi Bensaber, Olivier Tournilhac, Bruno Pereira, Louis-Thomas Dannus, 
Romain Guieze et Andrei Tchirkov. Journées du Collège Universitaire et Hospitalier des 
Histologistes, Embryologistes, Cytologistes et Cytogénéticiens. Lille, 9-11 mars 2023 
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ABBREVIATIONS 
ATM  ATM Serine/Threonine Kinase 
BCL2   BCL2 Apoptosis Regulator 
BCL3   BCL3 Transcription Coactivator 
BCLXL  BCL2-like 1 (= BCL2L1) 
BIRC3  Baculoviral IAP repeat containing 3 
BRCA1  BRCA1 DNA Repair Associated 
BTK  Bruton Tyrosine Kinase 
CXCR4  chemokine (C-X-C motif) receptor 4 
ERCC1  excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, complementation group 1 
FBXW7  F-box and WD repeat domain containing 7, E3 ubiquitin protein ligase 
FILO  French Innovative Leukemia Organization 
GFCH  Groupe Francophone de Cytogénétique Hématologique 
hTERC  Human telomerase RNA Component 
hTERT   Human telomerase reverse transcriptase 
IGHV    Région variable du gène des chaînes lourdes des immunoglobulines 
LDH  Lactico-déshydrogénase 
MAPK   Mitogen activated protein kinase 
MCL1   Myeloid Cell Leukemia 1 
MLPA  Multiplex ligation probe amplification 
MYD88  Myeloid differentiation primary response gene 88 
NOTCH1 Notch receptor 1 
PCR  Polymerase chain reaction 
PEST   Proline (P), acide glutamique (E), sérine (S) et thréonine (T) 
PLCγ2   Phospholipase Cγ 2 
POT1  Protection of telomeres 1 
RAP1  Repressor/Activator Protein 1 (actuellement nommé TERF2IP pour TERF2 Interacting Protein) 
SF3B1  Splicing factor 3b, subunit 1 
TIN2  TERF1 interacting Nuclear protein 2 (actuellement nommé TINF2) 
TP53  Tumour protein p53 
TPP1  Tripeptidyl-peptidase 1 
TRF1-TRF2  Telomeric repeat binding factor 1 et 2 (actuellement nommé TERF1 et TERF2) 
XPO1  Exportine 1 
VEGF  Vascular endothelial growth factor 
VEGFR  Vascular endothelial growth factor receptor 
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TRAVAUX DE RECHERCHE  

 

1. Avant-propos 

L’étude de la leucémie lymphoïde chronique (LLC) constitue une thématique identifiante en 

Hématologie à Clermont-Ferrand, concentrant la majeure partie des efforts de recherche clinique et 

biologique. Elle constitue l’héritage scientifique du Pr Travade, qui est entretenu grâce à 

l’investissement durable du Pr Tournilhac et du Pr Guieze, localement et dans les groupes nationaux. 

Le Pr Tchirkov, reconnu pour son expertise dans le domaine des télomères, a construit à 

Clermont-Ferrand une thématique télomère et cancers, déclinée en hématologie initialement dans la 

LLC, en collaboration avec le Pr Travade puis le Pr Tournilhac, et plus récemment dans la leucémie 

myéloïde chronique (LMC), avec le Pr Berger. 

J’ai intégré ces thématiques dès mon master 2 dans l’équipe d’accueil EA 3846 ("Thérapie 

ciblée combinatoire en onco-hématologie", Université d’Auvergne/Centre Jean Perrin) sous la 

direction du Pr Tchirkov : mon intérêt s’est porté sur l’évaluation de marqueurs pronostique au cours 

de la LLC, en particulier la valeur pronostique et des mécanismes moléculaires de l’expression de MCL1. 

J’ai poursuivi ces travaux sur la LLC dans le cadre de mon Doctorat d’Université réalisé sous la co-

direction du Pr P. Vago et du Pr A. Tchirkov et portant sur l’étude des marqueurs du pronostic et de 

l’instabilité génomique au cours de la LLC. Ces travaux ont été réalisés dans le cadre de l’équipe 

d’accueil 4677 ERTICa « Equipe de Recherche sur le Traitement Individualisé du Cancer » en étroite 

collaboration avec l’équipe d’accueil 7283 CREaT « Cancer Resistance Exploring and Targeting ». 

L’équipe ERTICa a évolué en UMR1240 IMOST « Imagerie Moléculaire et Stratégies Théranostiques » 

(Université Clermont Auvergne, INSERM) et l’équipe CREaT est devenue après restructuration l’équipe 

d’accueil 7453 CHELTER « Clonal Heterogeneity, Leukemic Environment, Therapy Resistance of Chronic 

Leukemias », équipe à laquelle j’appartiens actuellement, dirigée par le Pr Berger. 

D’autre part, j’ai développé des interactions scientifiques au sein du Groupe Francophone de 

Cytogénétique Hématologique (GFCH) pour participer à des travaux collaboratifs centrés sur la 

cytogénétique de la LLC, qui constitue le lien entre les thématiques clermontoises et mon activité 

hospitalière. 
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2. Résumé du travail doctoral 

Titre : « Leucémie lymphoïde chronique : Etude des marqueurs du pronostic et de l’instabilité 
génomique » 

La leucémie lymphoïde chronique (LLC), hémopathie lymphoïde fréquente, se caractérise par 

une évolution clinique extrêmement variable. Bien que les marqueurs de pronostic soit nombreux dans 

la LLC, aucun n’est univoque. Dans ce contexte, identifier de nouveaux facteurs prédictifs et 

comprendre la pathophysiologie de marqueurs pronostiques déjà établis constituent deux objectifs 

importants pour améliorer la prise en charge thérapeutique de cette hémopathie. 

 Nous avons tout d’abord choisi d’étudier la valeur pronostique et les mécanismes de régulation 

de l’expression du gène anti-apoptotique MCL1. Nous avons montré que l’expression de MCL1 est un 

marqueur prédictif de la survie globale parmi l’ensemble des patients et parmi les stades précoces ; ce 

marqueur est également prédictif de la survie sans traitement des patients en stade A. Ainsi, 

l’expression de MCL1 permet d’identifier précocement les formes de LLC à haut risque et faible risque 

d’évolution défavorable. Nous avons également démontré que l’expression de MCL1 est fortement 

corrélée à l’expression de VEGF, confirmant le rôle de cette voie de signalisation dans la survie des 

lymphocytes tumoraux et suggérant que VEGF pourrait réguler positivement l’expression de MCL1 

selon un mode autocrine. 

VERONESE L, TOURNILHAC O, VERRELLE P, DAVI F, DIGHIERO G, CHAUTARD E, VEYRAT-MASSON R, 
KWIATKOWSKI F, GOUMY C, VAGO P, TRAVADE P, TCHIRKOV A. Low MCL-1 mRNA expression 
correlates with prolonged survival in B-cell chronic lymphocytic leukemia. Leukemia. 2008; 22(6): 1291-
3. cf page 63 

Encadrement d’une étudiante en Master 1 : L. COGNERAS (2010) 

 

Nous avons évalué l’intérêt de la technique de MLPA (multiplex ligation probe amplification) 

pour la mise en évidence des anomalies cytogénétiques récurrentes à valeur pronostique de la LLC. 

Nous avons montré qu’il existe une bonne concordance entre la technique de référence et la MLPA, 

qui constitue une approche rapide et peu coûteuse pour la recherche d’anomalies génomiques 

présentes dans une majorité de cellules malignes. Nous avons cependant mis en évidence des cas 

intéressants de faux-positifs et de faux-négatifs avec la MLPA, indiquant que cette méthode ne peut 

pas remplacer les techniques classiques, mais constitue une approche complémentaire permettant 

une évaluation simultanée de divers déséquilibres. 

VERONESE L, TOURNILHAC O, COMBES P, PRIE N, PIERRE-EYMARD E, GUIEZE R, VEYRAT-MASSON R, 
BAY JO, VAGO P, TCHIRKOV A. Contribution of MLPA to routine diagnostic testing of recurrent genomic 
aberrations in chronic lymphocytic leukemia. Cancer Genet. 2013 Jan-Feb;206(1-2):19-25 

Encadrement d’un étudiant en Master 1 : J. DISSARD (2008) 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23313109
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23313109
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Enfin, nous avons ensuite exploré la fonction télomérique en rapport avec les anomalies 

chromosomiques à valeur pronostique, reflets de l’instabilité génomique.  

 

3. Télomères et anomalies cytogénétiques de la LLC 

a. Introduction 

En 1990, Juliusson et al. fut le premier à démontrer que les aberrations chromosomiques mises 

en évidence par le caryotype présentent une valeur pronostique indépendante dans la LLC (1). Par la 

suite, l’utilisation d’agents mitogènes spécifiques des lymphocytes B a permis d’obtenir un caryotype 

analysable dans plus de 90% des cas avec des anomalies clonales dans 53% à 83% des cas selon les 

séries (2–4). La description des anomalies cytogénétiques de la LLC s’est donc enrichie, avec 

notamment des translocations réciproques rares et des caryotypes complexes (>=3 anomalies) voire 

hautement complexe (>=5 anomalies) (5–8). Parallèlement, la FISH interphasique, qui s’affranchit de 

l’obtention d’une division cellulaire in vitro, permet de détecter des déséquilibres chromosomiques 

dans 82% des LLC, de stratifier les malades en groupe de risque (9) et, pour certaines, comme la 

délétion 17p ou 11q, de guider la stratégie thérapeutiques (10,11). En pratique, ces 2 approches de 

cytogénétique conventionnelle sont actuellement combinées pour mettre en évidence l’éventail des 

anomalies chromosomiques à valeur pronostique comportant les anomalies récurrentes classiques 

(délétion 13q, trisomie 12, délétion 11q et délétion 17p), les caryotypes complexes et les 

remaniements plus rares.  

Plus récemment, les techniques de séquençage, d’abord par technique de Sanger, puis par 

séquençage haut débit, ont permis de décrire le paysage moléculaire de la LLC. Des mutations du gène 

suppresseur de tumeur TP53 ont d’abord été rapportées, généralement en association avec une 

délétion de l'autre allèle en 17p (12). La disruption de TP53 constitue le facteur de chimiorésistance le 

plus important dans la LLC (13). De plus, la valeur pronostique péjorative majeure de cette inactivation 

de TP53, largement démontrée à l’époque de l’immunochimiothérapie (14–16), persiste à l’ère des 

thérapies ciblées (17–21). Par la suite, l’étude de l’exome ou du génome entier a identifié diverses 

mutations, soit initiatrices et spécifiques de la transformation des cellules B, soit au contraire 

passagères (22). 

Au total, au lieu de révéler un événement cytogénomique unique à l’origine de la 

leucémogène, l’ensemble de ces données cytogénétiques et moléculaires met en évidence une 

importance hétérogénéité inter-patients, qui semble sous-tendre en partie la diversité de l’évolution 

des patients. De plus, l’évolution clonale, qui survient de façon linéaire ou non selon la nature des sous-
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clones et des traitements administrés au patient, est un élément clé de la rechute et de la progression 

au cours de la LLC (22,23). 

Les télomères sont des complexes nucléoprotéiques protégeant les extrémités 

chromosomiques linéaires chez les eucaryotes de la dégradation ou de réparations aberrantes (24) : 

ils permettent par conséquent le maintien de l’intégrité du génome. Ils comprennent des séquences 

nucléotidiques répétitives (TTAGGG) et le complexe protéique shelterin constitué des protéines TRF1 

et TRF2 (ou TERF1 et TERF2), TIN2 (ou TINF2), POT1, TPP1 et RAP1 (encore nommé TERF2IP) (25,26). 

La fonction protectrice des télomères requiert une quantité suffisante de répétitions télomériques 

ainsi que l’intégrité du complexe shelterin. L’étude des télomères, qui raccourcissent à chaque division 

cellulaire par réplication incomplète de l’ADN télomérique, a fourni des arguments en faveur de 

l’existence d’un compartiment prolifératif dans la population tumorale de la LLC ; l’érosion 

télomérique importante observée dans certains cas de LLC indique notamment que le clone 

leucémique peut avoir une activité proliférative accrue (27). Sur le plan physiopathologique, cette 

érosion télomérique satellite de la croissance tumorale pourrait favoriser la survenue des aberrations 

chromosomiques et promouvoir l’évolution de la leucémie : les cellules de LLC subiraient une crise 

télomérique durant la progression de la maladie, qui serait responsable de l’instabilité génomique (27). 

 

b. Télomères et instabilité génomique de la LLC 

L. VERONESE, O. TOURNILHAC, M. CALLANAN, N. PRIE, F. KWIATKOWSKI, P. COMBES, M. CHAUVET, F. 
DAVI, L. GOUAS, P. VERRELLE, R. GUIEZE, P. VAGO, J.O. BAY, A. TCHIRKOV. Telomeres and chromosomal 
instability in chronic lymphocytic leukemia. Leukemia 2013 Feb;27(2):490-3. Cf page 65 

L’intégrité des télomères dépend du complexe protéique shelterin intervenant dans la 

structure des télomères et dans l’activité de la télomérase, enzyme capable d'assurer l'élongation des 

séquences d'ADN télomériques (24). Un raccourcissement télomérique est fréquent dans divers types 

de cellules tumorales où il est responsable par le biais d'une crise télomérique et d'une instabilité 

génomique d'un effet sur la progression tumorale selon plusieurs modèles murins (28). De plus, un tel 

raccourcissement induit normalement une réponse aux dommages à l'ADN, réponse qui peut s'avérer 

inefficace -notamment en cas d’anomalie de TP53- aggravant encore l’instabilité génomique (29). La 

protéine hTERT est une composante clef de la télomerase qui peut régénérer et stabiliser les télomères 

courts ce qui peut permettre à une cellule une prolifération sans limite. La dysfonction télomérique, 

l’altération de des voies de réparation de l’ADN et l’activation de hTERT coopèrent dans l’oncogenèse 

en permettant l’émergence de clones génétiquement instables et dotés de capacités de prolifération 

infinie (29–31).  
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Dans la LLC, les cellules tumorales ont les télomères les plus courts que l’on peut observer dans 

des tissus humains (27). La longueur des télomères et le niveau d’expression de la sous-unité 

catalytique de la télomérase hTERT constituent des facteurs de pronostic corrélés à la survie des 

patients (27,32–38). L’existence de variations dans l’expression de gènes impliqués dans le maintien 

des télomères (39) suggère l’existence d’une dysfonction télomérique globale pouvant participer à la 

survenue d’anomalies cytogénétiques à valeur pronostique (27,33,40). 

L’objectif de ce travail était d’étudier de façon globale et descriptive la relation entre la présence 

d’une dysfonction télomérique -évaluée par l’étude combinée de la longueur des télomères par PCR 

quantitative, de l’expression de hTERT, de l’expression des gènes du complexes shelterin TRF1, TRF2 

et POT1 par RT-PCR quantitative- et l’existence d’anomalies cytogénétiques, reflet de l’instabilité 

génomique dans une série de 77 patients suivis au CHU de Clermont-Ferrand. 

Une analyse de clustering hiérarchique non supervisé (Figure 1) combinant ou non les 

caractéristiques cytogénétiques et télomériques nous a permis de mettre en évidence 3 sous-groupes 

de patients présentant des profils cytogénétiques et télomériques distincts : le premier groupe associe 

une cytogénétique favorable, des télomères longs, une expression faible ou absente de hTERT et une 

expression forte des gènes du complexe shelterin ; le troisième groupe se caractérise par de multiples 

aberrations chromosomiques (en particulier délétion 17p et 11q), une augmentation de l’expression 

de hTERT et une diminution de la longueur des télomères et de l’expression de TRF1, TRF2 et POT1 ; le 

deuxième groupe est intermédiaire. L’altération du statut télomérique est par ailleurs associée à des 

facteurs de pronostic défavorable, comme l’absence de mutation des IGHV, l’expression de CD38 et le 

doublement rapide de la lymphocytose. 

Le raccourcissement des télomères et les modifications d'expression des gènes du complexe 

shelterin et de hTERT sont associés à l'augmentation du nombre d'anomalies chromosomiques, en 

particulier les anomalies cytogénétiques à valeur pronostique péjorative. Ces résultats confirment 

l'existence d'un lien entre statut télomérique et instabilité génomique au cours de la LLC et soulignent 

le rôle de la perte de TP53 ou ATM dans cette dysfonction télomérique. Cette étude vient compléter 

les données précédemment publiées, qui montraient soit l’impact clinique du raccourcissement des 

télomères ou de l’expression de hTERT, soit l’existence d’une association entre raccourcissement 

télomérique et nature des anomalies génomiques, soit enfin l’existence d’altérations d’expression du 

complexe shelterin, sans que ces divers paramètres télomériques ne soient confrontés les uns aux 

autres (32,33,39–41). 
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Figure 1. Clustering hiérarchique de 77 patients atteints de LLC en fonction du profil cytogénétique, du 
niveau d’expression de hTERT, du niveau d’expression des gènes du complexe shelterin (POT1, TRF1 et 
TRF2) et de la longueur des télomères.  
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c. Télomères et disruption TP53 au cours de la LLC 

GUIEZE R*, PAGES M*, VERONESE L, COMBES P, LEMAL R, GAY-BELLILE M, CHAUVET M, CALLANAN M, 
KWIATKOWSKI F, PEREIRA B, VAGO P, BAY JO, TOURNILHAC O, TCHIRKOV A. Telomere status in chronic 
lymphocytic leukemia with TP53 disruption. Oncotarget 2016 Aug 30;7(35):56976-56985. *equal 
contribution. Cf. page 69 

Participation à l’encadrement d’une étudiante en Master 2 : M. PAGES (2013) 

Encadrement d’un étudiant en Master 1 : V. POINTIS (2015) 

D’après les données de la littérature, on peut émettre l’hypothèse qu’une érosion télomérique 

sévère ne peut avoir lieu dans les cellules de LLC que si les mécanismes de contrôle des télomères sont 

défaillants (30). En ce sens, la disruption TP53 entraîne la disparition d’une des voies de signalisation 

majeure responsable de l’apoptose en cas de raccourcissement extrême des télomères, et favorise par 

conséquent la survie cellulaire, la poursuite des divisions cellulaires, l’érosion télomérique et la 

survenue d’instabilité génomique. Les travaux de Roos et al. et de Rampazzo et al. ont d’ailleurs montré 

que la longueur des télomères est corrélée à la nature des anomalies génomiques, les télomères courts 

étant particulièrement associés à la survenue d’anomalies cytogénétiques défavorables (délétion 17p 

et 11q, caryotypes complexes) (33,40). 

Nous avons donc poursuivi le travail précédent par la recherche de mutations du gène TP53 

par séquençage Sanger, l’étude de l’expression des autres membres du complexe shelterin avec la 

quantification des transcrits des gènes RAP1, TPP1 et TINF2 et la recherche de signes de fragilité 

télomérique par FISH pantélomérique dans une série de 115 patients suivis au CHU de Clermont-

Ferrand. 

Nous avons montré qu’une relation similaire existe entre mutation/délétion TP53 et 

perturbation du statut télomérique, avec raccourcissement des télomères, forte expression de hTERT, 

diminution d’expression des gènes du complexe shelterin chez les patients TP53-mut/del et signes de 

fragilité télomérique en FISH (Figure 2). La perte de signal télomérique (plus fréquente chez les patients 

TP53-mut/del) témoigne d’une érosion télomérique avancée. Enfin, l’expression des gènes TRF1 et 

TPP1 est significativement diminuée dans le groupe des patients TP53-mut/del. 

Ces résultats démontrent que les paramètres télomériques et les aberrations chromosomiques 

sont affectés par la présence d’une dysfonction de la voie TP53, qu’il s’agisse indifféremment de la 

conséquence d’une délétion 17p ou d’une mutation TP53. Ceci conforte nos précédents résultats 

concluant à l’impact des délétions 17p et 11q sur l’instabilité génomique. Ces résultats suggèrent que  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27486974
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27486974
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Figure 2 : Estimation de la taille des télomères en fonction du statut TP53 (A), clustering hiérarchique 
de 115 patients atteints de LLC en fonction du statut TP53, de la taille des télomères et du niveau 
d’expression de hTERT et des membres du complexe shelterin (TRF1, TRF2, POT1, TPP1, RAP1, TIN2) 
(B) et analyse télomérique qualitative (C). Les patients avec une diruption de TP53 (en rouge) sont 
regroupés dans un cluster caractérisé par des télomères courts, une expression de hTERT et un faible 
niveau d’expression des gènes du complexe shelterin. 
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la LLC pourrait suivre le modèle de coopération entre perte de TP53 et dysfonction télomérique tel 

que décrits dans des modèles murins d’oncogenèse (29). La survenue concomitante de ces 2 lésions 

génomiques pose toutefois la question de leur lien de causalité. D’autres coopérations sont possibles, 

qui pourraient impliquer par exemple l’altération d’ATM dont le rôle dans la maintenance télomérique 

et la réponse aux dommages à l’ADN est bien connu. D’autre part, ces résultats soulignent le rôle de 

la dérégulation de l’expression des gènes TPP1 et TINF2 dans le désassemblage du complexe shelterin 

et l’altération des télomères. 

 

 

4. Télomères et cancers solides 

a. Introduction 

Le thème de l’équipe de recherche ERTICa (Equipe de Recherche sur les Traitements 

Individualisés du Cancer) était l’optimisation de la prise en charge thérapeutique des tumeurs avec 

une forte instabilité génétique, à travers le modèle du cancer du sein triple négatif (TNBC). En 

particulier, aucune thérapeutique ciblée (telle que le pembrolizumab, autorisé en 2022) n’était 

disponible pour ces tumeurs triple-négatives lors de la réalisation de nos travaux, et le but de l’équipe 

était d’identifier les meilleures options thérapeutiques, adaptées à la biologie des différents sous-

groupes de TNBC.  

Parallèlement, l’objectif principal de nos travaux était d’identifier des biomarqueurs 

pronostiques et prédictifs de la réponse thérapeutique dans le cancer du sein et le cancer du poumon 

non à petites cellules.  

 

b. Statut télomérique et expression d’ERCC1 dans le cancer du sein 

GAY-BELLILE M, ROMERO P, CAYRE A, VERONESE L, PRIVAT M, SINGH S, COMBES P, KWIATKOWSKI F, 
ABRIAL C, BIGNON YJ, VAGO P, PENAULT-LLORCA F, TCHIRKOV A. ERCC1 and telomere status in breast 
tumours treated with neoadjuvant chemotherapy and their association with patient prognosis. J 
Pathol Clin Res 2016 Jul 13;2(4):234-246. Cf. page 79 

Participation à l’encadrement d’une étudiante en thèse de sciences : M. GAY-BELLILE (2015-2017) 

Les télomères dysfonctionnels et la réparation des dommages à l'ADN jouent un rôle important 

dans la progression du cancer de façon générale. Des corrélations ont été décrites entre ces facteurs 

et l'agressivité de la tumeur et la survie dans le cancer du sein (42–51).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27785368
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27785368
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L’hétérodimère ERCC1-XPF (excision repair cross complementation group 1 – xeroderma 

pigmentosum factor) est une endonuclease connue pour son rôle dans les voies de réparation de 

l’ADN, notamment la réparation par excision de nucléotide (NER nucleotide excision repair) (52). 

ERCC1-XPF participe également à la maintenance télomérique. Les souris KO pour ERCC1 présentent 

un phénotype télomérique unique caractérisé par la présence de chromosomes double minutes 

contenant de l’ADN télomérique (53). ERCC1 a été largement étudié comme biomarqueur de la 

réponse au traitement (54). Les études immunohistochimiques du statut ERCC1 dans le cancer du sein 

ont mis en évidence des corrélations entre expression forte et facteurs de pronostiques favorables 

(55), mais les mécanismes sous-jacents restent mal connus. Les interactions entre ERCC1 et les 

télomères n’ont pas été étudiées dans des cellules tumorales de cancer du sein. 

Ce travail a donc porté sur les caractéristiques télomériques et l'expression d'ERCC1, une 

protéine impliquée dans un certain nombre de voies de réparation de l'ADN et dans l'homéostasie des 

télomères, afin d'étudier leur valeur pronostique, seuls ou en combinaison, dans 90 tumeurs 

mammaires résiduelles après traitement par chimiothérapie néoadjuvante. 

Le statut d'ERCC1 a été étudié par l’évaluation de l’expression protéique (immunohistochimie), 

de l’expression génique (RT-PCR quantitative) et de la variation du nombre de copies du gène (PCR 

multiplex quantitative fluorescente (QMF-PCR)). Une analyse complète des caractéristiques des 

télomères a été réalisée avec évaluation de la longueur des télomères par PCR quantitative, de 

l’expression de la télomérase (hTERT), la tankyrase 1 (TNKS, une enzyme de la famille PARP impliquée 

dans l’élongation des télomères) et du complexe shelterin (TRF1, TRF2, POT1, TPP1, RAP1 et TIN2) par 

RT-PCR quantitative.  

Des télomères courts, une forte expression de hTERT et de TNKS et une faible expression de la 

protéine ERCC1 étaient indépendamment associés à une plus mauvaise survie. Les gains et les pertes 

d'ERCC1 ont été corrélés à des survies sans maladie et globale raccourcie par rapport aux patients sans 

anomalie du nombre de copie du gène ERCC1 (Figure 3).  

Une analyse de clustering hiérarchique non supervisée de tous les paramètres (ERCC1 et 

télomères) a mis en évidence quatre sous-groupes de pronostic différent. En particulier, le groupe 2 

combinant un faible niveau d’expression d’ERCC1, des altérations du gène ERCC1, des télomères 

dysfonctionnels et un niveau élevé d'hTERT, et le groupe 3 présentant un niveau d’expression élevé de 

TNKS et de shelterin présentait une survie sans maladie et une survie globale raccourcie, 

indépendamment du stade et du grade de la tumeur. 
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Figure 3 : Courbes de survie des patientes selon le nombre de copie du gène ERCC1 (A), clustering 
hiérarchique de 90 patientes en fonction des paramètres télomériques et du statut ERCC1 évalué sur 
reliquat tumoral post NCT (B), courbes de survie des patientes selon le cluster (C). 
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Cette étude descriptive globale démontre que le dysfonctionnement des télomères et la 

réparation des dommages à l'ADN pourraient contribuer de manière synergique à la progression 

tumorale et à la chimiorésistance. Ces paramètres sont prédictifs de l’évolution chez les patientes 

atteintes d'un cancer du sein et traitées par chimiothérapie néoadjuvante et pourraient ainsi être utiles 

cliniquement comme biomarqueurs pronostiques pour adapter la chimiothérapie adjuvante. 

 

c. Expression de TERT dans le cancer du sein: rôle des mutations du 
promoteur et du gain de copies du gène TERT  

GAY-BELLILE M, VÉRONÈSE L, COMBES P, EYMARD-PIERRE E, KWIATKOWSKI F, DAUPLAT MM, CAYRE 
A, PRIVAT M, ABRIAL C, BIGNON YJ, MOURET-REYNIER MA, VAGO P, PENAULT-LLORCA F, TCHIRKOV A. 
TERT promoter status and gene copy number gains: effect on TERT expression and association with 
prognosis in breast cancer. Oncotarget 2017 Aug 24;8(44):77540-77551. Cf. page 92 

Participation à l’encadrement d’une étudiante en thèse de sciences : M. GAY-BELLILE (2015-2017) 

Le gène de la transcriptase inverse de la télomérase (TERT) code la sous-unité catalytique de 

la télomérase qui permet le maintien des télomères. L’activité de la télomérase, retrouvée dans 90% 

des cancers, contribue à la croissance et la survie des cellules tumorales (56). La régulation positive du 

gène de la transcriptase inverse de la télomérase (TERT) constitue le mécanisme principal d’activation 

de la télomérase dans les cancers humains (57). Dans le cancer du sein, la surexpression de TERT est 

associée à l’agressivité de la tumeur (58) et à une survie courte après chimiothérapie néoadjuvante et 

adjuvante (43,59). 

Les mécanismes de régulation de TERT sont complexes et tumeur-spécifique : des mutations 

somatiques et des SNP ont été rapportés dans le promoteur de TERT, pouvant influer sur le niveau 

d’expression (60). La surexpression de MYC peut activer directement ce promoteur (61). Enfin, des 

gains de copie ou des amplifications du gène TERT peuvent être à l’origine d’une surexpression 

(60,62,63). 

Pour explorer ces mécanismes dans le cancer du sein, nous avons séquencé le promoteur de 

TERT, évalué le nombre de copie du gène TERT par QMF-PCR et évalué l’expression de MYC et TERT 

par RT-PCR quantitative dans 2 cohortes comportant au total 122 patients. 

Aucune mutation du promoteur de TERT n’a été mise en évidence, suggérant que ce 

mécanisme n’est pas impliqué dans la régulation de TERT dans le cancer du sein. La présence du 

polymorphisme T349C du promoteur de TERT, retrouvé chez quasi 50% des patients, n’est pas corrélée 

à l’expression de TERT. Cependant, les porteurs de ce polymorphisme présentent une survie sans 

maladie significativement plus courte. Les gains de copie de TERT, mis en évidence dans 15%-25% des 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29100407
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29100407
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cas, sont fortement corrélés à une expression augmentée de l’ARNm de TERT et à un pronostic 

péjoratif avec survie sans maladie et survie globale raccourcies. L’association gains de copie de TERT 

et surexpression de MYC caractérise des formes particulièrement agressives à haut risque de reprise 

évolutive (Figure 4). 

Ces résultats indiquent l’existence d’un effet significatif du gain de copie de TERT sur son 

niveau d’expression et fournissent de nouvelles données sur la signification clinique de la 

surexpression de TERT et MYC dans les cancers du sein. 

 

Figure 4 : Courbes de survie sans maladie et survie globale des patientes selon la présence ou l’absence 
du polymorphisme T349C du promoteur de TERT dans la cohorte 1 (A), selon la présence ou l’absence 
de gain de TERT dans la cohorte 2 (B), selon l’expression de MYC en cas de gain de TERT dedans la 
cohorte 2 (C). 

A/ 
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d. Paramètres télomériques et formes avancées du cancer du poumon non 
à petites cellules : valeur prédictive et pronostique 

FAUGERAS E, VÉRONÈSE L, JEANNIN G, JANICOT H, BAILLY S, BAY JO, PEREIRA B, CAYRE A, PENAULT-
LLORCA F, CACHIN F, MERLE P, TCHIRKOV A. Telomere Status of Advanced Non-Small-Cell Lung Cancer 
Offers a Novel Promising Prognostic and Predictive Biomarker. Cancers (Basel). 2022 Dec 31;15(1):290. 
Cf. page 104 

Particpation à l’encadrement d’une étudiante en Master 2 : E. FAUGERAS (2018) 

 

Le cancer du poumon est la première cause de décès par cancer dans le monde (64). De 

manière générale, le pronostic est défavorable, mais la réponse au traitement et la durée de survie 

varient selon les patients, ce qui peut être expliqué par l’hétérogénéité biologique interindividuelle 

des tumeurs (65). 

La longueur télomérique semble corrélée à la survie dans les formes précoces de cancer du 

poumon non à petites cellules (CPNPC) (66,67), mais l’impact pronostique du statut télomérique reste 

indéterminé dans les formes avancées qui sont les plus fréquentes.  

L’objectif de notre travail était d’évaluer la valeur pronostique et prédictive des paramètres 

télomériques dans les formes avancées de CPNPC, à partir d’une cohorte rétrospective de cancers du 

poumon du CHU de Clermont-Ferrand. Nous avons mesuré dans 79 biopsies obtenues avant 

traitement la longueur des télomères par PCR quantitative et évalué l’expression de la télomérase 

(TERT) et des gènes du complexe shelterin (TRF1, TRF2, POT1, TPP1, RAP1, and TIN2) par RT-PCR 

quantitative. 

Les patients non-répondeurs à la chimiothérapie de 1ere ligne se caractérisent par des 

télomères courts et un faible niveau d’expression de RAP1. Le niveau d’expression de TERT semble 

également un peu plus élevé. En analyse multivariée, les télomères courts et la surexpression de TERT 

et TRF2 sont associés à une survie sans événement et une survie globale réduites. Des faibles niveaux 

d’expression de RAP1 et TIN2 sont également corrélées à des survies sans événement et globale 

raccourcies. Des télomères courts sont associés à une survie raccourcie après traitement par 

nivolumab (Figure 5). 

Les paramètres télomériques dans les formes avancées de CPNPC constituent des 

biomarqueurs associés à des sous-groupes de patients d’évolutions différentes, permettant leur 

identification pour un traitement personnalisé. 
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Figure 5 : Comparaison de la longueur des télomères (TL) en (A) et de l’expression de RAP1 en (B) selon 
la réponse à la premiere ligne de chimiothérapie (progression (PD) versus stabilité de la maladie (SD), 
réponse partielle (PR) ou réponse complète (CR)). En (C), analyse multivariée pour la survie sans 
événement et la survie globale incluant la longueur télomérique et l’expression de TERT, TRF2, RAP1 
et TIN2. En (D), courbe de survie globale à partir de l’initiation d’une immunothérapie par nivolumab 
en fonction de la longueur télomérique. 
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PROJETS DE RECHERCHE 

1. Introduction 

Concernant mes travaux en cours et mes projets à moyen terme, ils suivent deux thèmes 

directeurs en lien avec les travaux précédents : l’étude de l’impact de la dysfonction télomérique d’une 

part et des anomalies cytogénomiques d’autre part sur le pronostic et la résistance thérapeutique des 

hémopathies chroniques, particulièrement la LLC. 

 

2. Dysfonction télomérique au cours des hémopathies chroniques 

a. Etude longitudinale des télomères et instabilité génomique de la LLC 

Nous avons vu que la dysfonction des télomères est une étape clé du processus tumoral et 

l’étude du statut télomérique dans la LLC peut permettre de mieux comprendre la physiopathologie 

de la maladie et sa réponse au traitement.  

Plusieurs options de traitement existent pour le traitement de la LLC, utilisant principalement 

des thérapies ciblées, plus rarement des combinaisons d’immunochimiothérapie, dont les indications 

sont principalement déterminées selon l’âge, l’état général du patient et la présence ou l’absence de 

certaines caractéristiques génomique, comme le statut TP53 ou le statut mutationnel des gènes des 

immunoglobulines (IGHV). Néanmoins, les rechutes restent inéluctables, la maladie devenant alors de 

plus en plus résistante.  

Le protocole ICLL001-BOMP du groupe FILO (dont le Pr Tournilhac, membre de l’EA CHELTER, 

est investigateur principal) a évalué entre 2012 et 2015 l’efficacité d’une combinaison d’immuno-

chimiothérapie comprenant de la Bendamustine, de l’Ofatumumab, et de la Méthylprednisolone à 

forte dose, chez des patients à haut risque en rechute précoce après fludarabine ou réfractaire après 

1 à 3 lignes de traitements. 

Nous disposons ainsi d’une collection biologique de prélèvements de 74 patients atteints de 

LLC en rechute ou réfractaire avant traitement par BOMP, et pour certains à la rechute, associée aux 

données cliniques et aux facteurs de pronostique biologiques reconnus. Les prélèvements séquentiels 

disponibles à l’inclusion et à la rechute post-BOMP pour 19 patients ont permis l’étude de la 

dynamique télomérique longitudinale dans un essai prospectif. L’intervalle médian entre les 2 

prélèvements était de 17.5 mois [4.9-37.8]. Le suivi médian était de 33.9 mois [15.7-48.5]. Six patients 

sur 19 avait une délétion 17p et/ou mutation TP53. La longueur des télomères (LT) a été évaluée par 
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PCR quantitative et l’expression de hTERT et des gènes du complexe shelterin TRF1, TRF2, TIN2, POT1, 

RAP1, TPP1, TIN2 spliced variant) par RT-PCR quantitative. 

Entre l’inclusion et la rechute, les télomères raccourcissent significativement (p=0.0006) et 

l’expression de l’ensemble des gènes du complexe shelterin diminue également : TRF1 (2 fold-change, 

p<0.0001), TRF2 (2.7 fold-change, p<0.0001), POT1 (1.8 fold-change, p=0.0002), RAP1 (2 fold-change, 

p=0.0009), TPP1 (1.8 fold-change, p=0.0003), TIN2 (2.3 fold-change, p=0.0004), TIN2 spliced variant 

(2.2 fold-change, p=0.002). A l’inverse, l’expression de hTERT ne change pas (p=0.64). 

La cinétique de raccourcissement télomérique varie selon les patients. Nous avons calculé le 

raccourcissement télomérique relatif par mois, correspondant au pourcentage de la longueur des 

télomères initiale et nous avons identifié 3 groupes de patients avec raccourcissement lent (<0.69%, 

n=4), intermédiaire (n=11)  et rapide (>4.24%, n=4). Un raccourcissement significativement plus rapide 

survient chez les patients présentant une expression faible de hTERT (3.2% vs 0.7%, p=0.002), POT1 

(3.140% vs 0.9560%, p=0.0054) et TIN2 (2.870% vs 1.199%, p=0.04), en utilisant les valeurs médianes 

comme cut-off (Figure 6)  

Nous montrons qu'après immunochimiothérapie, la longueur des télomères et l'expression 

des gènes du complexe shelterin chez les patients atteints de LLC montrent une évolution variable 

dans le temps, ce qui pourrait précéder une étape suivante d'instabilité génomique. Pour répondre à 

cette question, les paramètres des télomères à l'inclusion et à la rechute seront confrontés à d'autres 

données biologiques, notamment la cytogénétique, la FISH et le profil mutationnel. Nous avons déjà 

constaté dans la série de patients des travaux précédents (68) que certains patients TP53 WT dont 

l’expression des gènes du complexe shelterin est diminuée présente une apparition d’anomalies 

cytogénétiques ou une évolution clonale, quelle que soit la longueur des télomères. En revanche, les 

patients dont le niveau d’expression des gènes du complexe shelterin est normal semblent être 

protégés de l’évolution clonale, même en cas de télomères raccourcis (Figure 6). 

Participation à l’encadrement d’une étudiante en Master 2 : L. BOUNAIX (2017) 

Encadrement d’étudiants en Master 1 : M. MORARD (2018), C. CROIZIER (2018), L. LAFFOND (2019) 

et J. ANDRAL (2019) 
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Figure 6 : dynamique télomérique au cours de la LLC. Vitesse de raccourcissement selon l’expression 
de hTERT en (A), selon l’expression de POT1 et TIN2 en (B). En (C), évolution clonale de 44 patients 
sans anomalies de TP53, selon les paramètres télomériques. 

 

C/ 

 

 

 

 

 

 

 

b. Dynamique télomérique et leucémies chroniques 

La leucémie myéloïde chronique (LMC) est une hémopathie chronique caractérisée par une 

hétérogénéité intra-clonale et une résistance thérapeutique, comme la LLC. On observe dans la LMC 

et dans la LLC une hypométhylation globale, touchant le corps des gènes et les enhancers et affectant 

l’épissage alternatif. L’hétérogénéité de méthylation augmente de façon importante au moment de 

l’aggravation de la maladie, tant au moment de la phase blastique de la LMC, qu’au cours des stades 

avancés de la LLC (69,70). De façon générale, des données suggèrent que la méthylation de l’ADN est 

impliquée dans la régulation de la longueur des télomères (71,72) et que le raccourcissement 

télomérique modifie la méthylation de l’ADN subtélomérique (73,74).  

Le projet est d’évaluer la relation entre méthylation de l’ADN et dynamique des télomères et 

l’implication de cette relation dans l’hétérogénéité intra-clonale initiale et l’évolution/la réponse 

thérapeutique.  

Dans la LMC, le travail expérimental est en cours (thèse de Sciences du Dr Joevin Besombes, 

sous la direction du Pr Tchirkov et du Pr Berger). 

  

7- Analyse cytogénétique séquentielle 

Certains patients TP53 WT dont 
l’expression des gènes du complexe 
shelterin est diminuée présente une 
apparition d’anomalies 
cytogénétiques ou une évolution 
clonale, quelle que soit la longueur 
des télomères. En revanche, les 
patients dont le niveau d’expression 
des gènes du complexe shelterin est 
normal semblent être protégés de 
l’évolution clonale, même en cas de 
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3. Anomalies cytogénomiques des hémopathies chroniques 

a. LLC ou autres syndromes lymphoprolifératifs B et réarrangement de BCL3 

LAUREN VERONESE, HEDI BENSABER, LOUIS THOMAS DANNUS, GEATAN GIANNONE, CHRISTOPHER 

CHOISET, CORENTIN GRIMPET, NASSERA ABERMIL, ESTELLE BALDUCCI, AUDREY BIDET, ELISE CHAPIRO, 

LUCILLE COURONNE, AGNES DAUDIGNON, NATHALIE DOUET-GILBERT, VIRGINIE ECLACHE, BAPTISTE 

GAILLARD, JEAN-BAPTISTE GAILLARD, FATEN HSOUMI CHRISTINE LEFEBVRE, NATHALIE NADAL, MARIE-

JOELLE MOZZICONAZZI, DOMINIQUE PENTHER, BENEDICTE RIBOURTOUT, STEVEN RICHEBOURG, LAUREN 

RIGOLLET, CHRISTINE TERRE, GWENDOLINE SOLER, OLIVIER TOURNILHAC, ROMAIN GUIEZE, FLORENCE 

NGUYEN-KHAC* AND ANDREI TCHIRKOV*. Molecular landscape of B-cell lymphoproliferative syndromes 

with BCL3 translocation: a Groupe Francophone de Cytogénétique (GFCH) /French Leukemia Innovative 

Organization (FILO) study. Manuscrit en cours de finalisation. 

Encadrement d’un étudiant en Master 1 : C. CHOISET (2020) 

 Je coordonne avec le Pr Florence Nguyen-Khac (APHP Pitié-Salpêtrière) une étude du GFCH, 

portant sur les LLC et syndromes lymphoprolifératifs B (SLP-B) avec réarrangement du locus BCL3 

(19q13), qui sont des anomalies récurrentes rares et mal connues. Cette anomalie est décrite chez 

0,9% des LLC ou lymphomes lymphocytiques non traitées (75). Elle est aussi observée dans d’autres 

SLP-B, notamment le lymphome de la zone marginale (LZM) (76–78). 

 La translocation classique t(14;19)(q32;q13) implique les locus IGH (14q32) et BCL3 (19q13.3). 

Le gène IGH code les gènes des chaînes lourdes des immunoglobulines ; le gène BCL3 code une 

protéine nucléaire membre de la famille IkB, régulant la famille de facteurs de transcription NFkB. La 

translocation t(14;19) aboutit à l’activation transcriptionnelle du gène BCL3 (76,77,79,80). Des 

translocations variantes sont également décrites impliquant les gènes IGK (2p12) ou IGL (22q11) 

codant les chaines légères kappa et lambda des immunoglobulines, au lieu du gène IGH, ou très 

rarement d’autres partenaires non-immunoglobulines. 

 La présence d’une translocation BCL3 dans un contexte de LLC ou de LZM semble associée à des 

spécificités cliniques et biologiques. Pour la LLC, la morphologie et l’immunophénotype des 

lymphocytes tumoraux sont généralement atypiques (79,80). Parmi les facteurs pronostiques 

reconnus de la LLC, les anomalies cytogénétiques additionnelles les plus courantes sont la trisomie 12, 

la délétion 6q, la délétion 17p ou les anomalies complexes (81,82) ; le statut mutationnel des gènes 

des chaines lourdes des immunoglobulines (IGHV) est fréquemment non muté et le subset #8 de 

mauvais pronostic est sur-représenté. Les patients sont souvent jeunes et le pronostic de l’hémopathie 

est péjoratif avec une nécessité de traitement plus précoce et une survie globale raccourcie (75,77). 

Pour le LZM, il y a peu de données, mais là aussi la présentation est atypique, avec des caractéristiques 

proches de celles de la LLC : trisomie 12, expression de CD5, présentation leucémique. Le diagnostic 

est d’ailleurs parfois difficile entre LLC atypique et MZL CD5+, ce qui pose la question d’un continuum 

entre ces 2 entités (78). 

 A l’heure actuelle, le spectre mutationnel de ces entités reste mal connu, compte-tenu de la 

rareté de cette anomalie dans les séries rapportées. L’objectif de ce travail était donc de décrire à l’aide 

d’un panel NGS le spectre mutationnel des patients atteints de SLP-B avec translocation BCL3 (IGH-
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BCL3 ou variantes) dans une large série rétrospective. Nous avons inclus 114 patients via le GFCH, ce 

qui en fera la plus grande série rapportée. 

 Concernant les diagnostics, les patients présentaient des LLC, LZM, lymphomes B diffus à 

grandes cellules et un lymphome primaire du médiastin. Les LLC atypiques et les MZL CD5+ 

constituaient la majorité de la cohorte (58 patients). La translocation BCL3 est un événement clonal 

préférentiellement associé à une trisomie 12, un caryotype complexe, une présentation leucémique, 

une positivité de CD5 et à un statut IGHV non muté.  

 Sur le plan moléculaire, nous décrivons 182 variants pathogènes ou probablement pathogène 

chez 82,1 % des patients, avec une prévalence de mutations de NOTCH1 (41 %), suivi de BRAF non 

V600 (26,3 %), TP53 (16,8 %), FBXW7 (15,8 %), XPO1 (11,6 %), NOTCH2 (10,5 %), SF3B1 (8,4 %) et BIRC3 

(6,3 %) (Figure 7). Considéré individuellement, aucun paramètre cytogénétique ou mutation génétique 

n’est corrélé à la survie globale (OS). Les patients ont été répartis en trois groupes de complexité 

croissante en fonction des caractéristiques cytogénétiques et moléculaires par une approche de 

clustering non supervisé. Les patients présentant la complexité cytogénomique la plus élevée ont une 

OS médiane significativement plus courte (43 mois) par rapport aux patients présentant une 

complexité cytogénomique faible ou intermédiaire (114 mois et 85 mois, respectivement ; P = 0.037) 

(Figure 8).  

 En conclusion, nous démontrons que les SLP-B BCL3 sont des LLC et LZM fréquemment atypiques, 

caractérisés par une fréquence élevée de mutations de la voie NOTCH (NOTCH1/NOTCH2/FBXW7) et de 

la voie des MAPK (BRAF non V600). La combinaison de la cytogénétique conventionnelle et d'un panel 

NGS ciblé permet de diagnostiquer avec précision ces entités BCL3 et d’évaluer leur pronostic en fonction 

de la complexité génomique.  
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Figure 7 : profil moléculaire des SLP-B avec translocation BCL3. En (A), fréquences des mutations dans 
la cohorte complète, les LLC et les LZM. En (B), heat-map incluant les principales anomalies 
cytogénétiques et les mutations. 
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Figure 8 : analyse de survie selon la complexité cytogénomique. En (A), catégories cytogénomiques, 
en (B), représentation 3D et en (C), composition détaillée des 3 clusters obtenus après clustering non 
supervisé combinant le caryotype, la FISH et le profil mutationnel. Caryotype simple : 1 or 2 anomalies 
; caryotype faiblement complexe (low-CK) : 3 anomalies ; caryotype de complexité intermédiaire (int-
CK) : 4 anomalies; caryotype hautement complexe (high-CK) : au moins 5 anomalies. En (D), répartition 
des diagnostics dans les 3 clusters. En (E), analyse de Kaplan-Meier et test log-rank pour la survie 
globale. 

 

 

b. Caractérisation clinico-biologiques des SLP-B avec trisomies 12 et 19 

Avec le Dr Rigollet (CHU Saint Etienne), le Dr Gachard (CHU Limoges) et le Pr Nguyen-Khac (APHP 

Pitié-Salpêtrière), nous coordonnons un autre travail collaboratif en cours au sein du GFCH, 

s’intéressant cette fois aux SLP-B comportant au caryotype une trisomie 12 et une trisomie 19 

(+12/+19), associées ou non à d’autres anomalies. 

Dans la LLC, ces deux anomalies +12/+19 coexistent dans seulement 1.5% à 2.1% des cas (83). 

Plusieurs publications ont rapporté que les patients avec +12/+19 au sein d'un caryotype simple ou 

complexe présentent des similitudes dans leur présentation clinique et biologique : présence d’un pic 

monoclonal, expression d’une Ig de surface de type IgG, prévalence d’expression des chaînes légères 

lambda, expression du CD38, statut mutationnel des gènes IGHV de type muté, faible incidence 

d’anomalies du gène TP53 et pronostic favorable (même en cas de caryotypes complexes) (7,83–85). 

L’anomalie chromosomique la plus fréquemment associée au profil +12/+19 est la trisomie 18 

complète. La prévalence de la triade +12/+18+/19 est estimée à 1% dans la LLC.  
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Sur une série monocentrique de 2509 caryotypes de LLC (Hospices civils de Lyon, non publié), 29 

patients (1.2%) présentent ces trois aneuploïdies, sans autre anomalie pour la moitié d’entre eux. Ces 

patients présentent de façon significative un score de Matutes proche de 3.  

L’objectif de cette étude est de constituer une série multicentrique rétrospective de SLP-B avec 

+12/+19 associées ou non à au moins une autre anomalie afin de mieux les caractériser sur le plan 

clinique, morphologique, immunophénotypique, cytogénétique et moléculaire. Les inclusions sont en 

cours. 

 

c. Mécanismes génomiques de résistance thérapeutique de la LLC 

Facteurs génomiques de résistance au venetoclax 

JASNEET KAUR KHALSA, JUSTIN CHA, FILIPPO UTRO, AISHATH NAEEM, ISHWARYA MURALI, YANAN 
KUANG, KEVIN VASQUEZ, LIANG LI, SVITLANA TYEKUCHEVA, STACEY M. FERNANDES, LAUREN 
VERONESE, ROMAIN GUIEZE, BINU KANDATHILPARAMBIL SASI, ZIXU WANG, JOHN-HANSON 
MACHADO, HARRISON BAI1, MARYAM ALASFOUR, KAHN RHRISSORRAKRAI, CHAYA LEVOVITZ, BRIAN 
P. DANYSH, KARA SLOWIK, RAQUEL A. JACOBS, CLOUD P. PAWELET, IGNATY LESHCHINER, LAXMI 
PARIDA, GAD GETZ, JENNIFER R. BROWN. Genetic events associated with venetoclax resistance in CLL 
identified by whole exome and RNA sequencing on longitudinal patient samples. Blood. 2023 May 5; 
Blood. 2022016600. doi: 10.1182/blood.2022016600. Cf page 117 

En 2023, la LLC est toujours considérée comme une maladie incurable. Pour les patients 

nécessitant un traitement, les phases de réponses et de reprises évolutives se succèdent, avec des 

rechutes de plus en plus rapprochées témoignant de l’acquisition d’une résistance thérapeutique.  

Les thérapies ciblées ont remplacé les immunochimiothérapies et constituent actuellement 

des traitements de choix de cette maladie, en monothérapie ou combinaison, en continu ou en durée 

fixe. En particulier, le vénétoclax, un inhibiteur de BCL2, offre un taux de réponse globale de 80% et 

constitue une option en première (autorisation d’accès précoce en cours) ou deuxième ligne (AMM 

depuis 2018). Malgré des taux de réponse élevés, ce traitement n’est pas curatif et l’évolution clonale 

et la rechute sont la norme après un délai variable (16.5% de progression à 24 mois selon Seymour et 

al, NEJM, 2018) (21).  

L’étude des premiers cas de rechute après vénétoclax a permis de décrire plusieurs 

mécanismes de résistance : de façon logique, des mutations de la cible BCL2 ont été rapportées 

(86,87), généralement sous-clonales. Des altérations du métabolisme énergétique ont été décrites 

(88). Les travaux du Pr Guièze au Dana Farber Cancer Institute (DFCI) ont également montré que 

l’hyperexpression de gènes anti-apoptotiques BCLXL (ou BCL2L1) et MCL1 permet aux cellules de LLC 

de contourner l’effet du venetoclax (88). L’expression de MCL1 est fréquemment associée à un gain 

de la région chromosomique 1q21 contenant le gène MCL1. Très récemment, l’équipe du Pr Brown 

(DFCI) a rapporté l’acquisition de délétions 8p, soit isolées (2 patients) soit associées au gain 1q (2 

patients), parmi 11 patients exposés au venetoclax (soit 36% de la série) (89). Ces délétions 8p 
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détectées par WES emportent la région 8p21 et s’accompagnent d’une sous-expression des gènes 

TNFRSF10A/10B (8p21) impliqués dans l’apoptose TRAIL-dépendante. Grâce aux collaborations du Pr 

Guièze, j’ai contribué à ce travail en confirmant par FISH que la délétion 8p et le gain 1q co-existent 

dans les cellules de ces 2 patients (Figure 9). In vitro, les cellules des patients avec délétion 8p sont 

plus résistantes au vénétoclax que les cellules sans délétion 8p. La co-existence de délétion 8p et gain 

1q est associée à une meilleure sensibilité à une combinaison de vénétoclax et inhibiteur de MCL1. 

Figure 9 : profil génétique des patients sous venetoclax. En (A), représentation des pertes (en bleu) et 
gian (en rouge) pour 11 patients lors de la progression sous venetoclax. En (B), profil FISH des patients 
CLL1 et CLL2 confirmant la co-existence dans les mêmes cellules de la délétion 8p et du gain 1q lors de 
la progression sous venetoclax. 

A/ 
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Protocole RAVEN 

Cependant, à l’heure actuelle, l’image d’ensemble de ces mécanismes de résistance n’est pas 

encore connue, les cas publiés sont peu nombreux et il n’existe pas de publications de cohortes 

explorées de façon exhaustive. Ce constat a motivé la mise en place du protocole RAVEN « Résistance 

Au VENetoclax » (IP Dr Croizier et Pr Guièze) pour collecter des cas nationaux de façon multicentrique 

à l’aide des centres investigateurs FILO. L’élaboration du protocole a constitué le travail de thèse de 

médecine du Dr Croizier ; l’ensemble du projet RAVEN s’intègre dans le cadre de son doctorat 

d’Université. Les échantillons obtenus permettront la recherche par FISH de gain 1q et délétion 8p et 

la recherche de mutation de BCL2 par NGS et PCR digitale. Le travail de Master 1 d’Elvire Marceau et 

Chloé Cardon-Bardot a permis de réaliser une partie de la mise au point de la recherche de mutation 

BCL2 en PCR digitale dans notre équipe, avec l’aide du Dr Garcia, ingénieure de recherche dans l’EA 

CHELTER. Des études d’expression seront également réalisées : une première étape a été initiée dans 

le cadre du travail de Master 1 de Mélanie TUROT avec la caractérisation moléculaire et cytogénétique 

d’une lignée cellulaire résistante au vénétoclax.  

Il s’agit d’une étude multicentrique non interventionnelle. Cette étude a démarré en 2022 

(promotion CHU Clermont-Ferrand) avec des inclusions possibles jusqu’en 2024 via les centres 

investigateurs FILO. Nous disposons déjà d’une série d’échantillons pour 21 patients, avec l’objectif 

d’inclure 50 patients en 2 ans, ces patients étant encore relativement rares. Les données cliniques et 

biologiques sont en cours de recueil. A l’heure actuelle, nous avons recherché des mutations de BCL2 

par panel NGS ciblé pour 17 d’entre eux. Nous avons réalisé la recherche de gain 1q pour 19 patients 

et de délétion 8p pour 16 patients. 

Nous mettons en évidence des mutations de BCL2 chez 2 (11%) patients, avec plusieurs 

variants dont le variant G101V récurrent rapporté par Blombery (86,87,90). Les fréquences alléliques 

(VAF) sont assez faibles (entre 1.2% et 3%), confirmant la nature sous-clonale de ces anomalies. La 

recherche de mutation G101V sera également réalisée en PCR digitale pour tous les patients afin de 

rechercher des clones inférieurs à 1% de VAF (seuil de détection du NGS) (Figure 10). 

Nous mettons en évidence un gain 1q chez 2 (10.5%) patients et une délétion 8p chez 4 (25%) 

patients, avec co-existence des 2 anomalies chez 1 patient (le gain 1q étant clonal et la délétion 8p 

sous-clonale). On note aussi 2 patients présentant des remaniements d’un chromosome 1, sans gain 

de copie de MCL1, en cours d’exploration. L’un des patients mutés BCL2 comporte un gain 1q et l’autre 

une délétion 8p. On remarque la forte prévalence de mutation TP53 (50%) dans cette série de patients, 

en accord avec les premières publications sur la délétion 8p post venetoclax (88,89). 
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L’apport de la technique de cartographies optiques du génome (COG) dans l’exploration des 

LLC a été démontré en 2022, avec un intérêt particulier pour les caryotypes complexes (91). Cette 

approche constitue une technique de choix pour compléter les analyses cytogénomiques prévues dans 

le protocole RAVEN et fournir une vision globale des réarrangements génomiques. Nous disposerons 

du matériel congelé pour l’extraction des ADN de haut poids moléculaire pour la plupart des patients. 

Nous avons obtenu une bourse de l’ACLF qui permettra la réalisation de 12 COG : les patients d’intérêt 

seront sélectionnés selon leur profil mutationnel et FISH. La partie technique de la COG sera réalisée 

en prestation de service par la plate-forme Gentyane à Clermont-Ferrand et l’interprétation des 

données sera effectuée par nos soins.  

Nous espérons à terme améliorer l’utilisation du vénétoclax en pratique clinique en 

permettant d’adapter sa stratégie de prescription aux caractéristiques cytogénomiques des patients.  

Encadrement d’étudiantes en Master 1 : E MARCEAU (2022) 

Participation à l’encadrement d’une étudiante en thèse de sciences : Dr C. CROIZIER (travail en cours) 

Figure 10 : heat-map incluant les mutations BCL2, TP53, autres, le gain 1q et la délétion 8p pour 21 
patients explorés dans le cadre de la cohorte RAVEN. 

 

  

NOM BCL2-mut TP53-mut Autre mut Gain 1q Del(8p)

#1

#2 XPO1

#3 XPO1

#4 BIRC3 CXCR4

#5 SF3B1 PLCG2

#6 BIRC ATM

#7

#8
SF3B1 BRAF 

NFKBIE

#9

#10  NOTCH1

#11

#12 BTK

#13  BTK

#14

#15 BTK BIRC3

#16
NOTCH1, 

XPO1, SF3B1 der1

#17

#18 SF3B1 der1

#19

#20 SF3B1 XPO1 EN COURS

#21 EN COURS EN COURS EN COURS EN COURS EN COURS
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Facteurs génomiques de résistance aux inhibiteurs de BTK 

 A côté des inhibiteurs de BCL2, les inhibiteurs de BTK (iBTK) constituent l’autre groupe majeur 

de thérapies ciblées de l’arsenal thérapeutique de la LLC en 2023 (11,92–94) avec en tête de file 

l’ibrutinib, iBTK covalent de première génération. Les taux de réponse sont là aussi remarquables (89% 

de taux de réponse globale dans l’essai pivotal PCYC-1102)(95), largement supérieurs à ceux obtenus 

avec l’immunochimiothérapie (94,96)). Cependant, le taux de réponse varie selon les sous-groupes de 

patients (97) et des progressions surviennent après des durées variables de traitement (94–96).  

 L’un des mécanismes de résistance identifié correspond à la survenue de mutation de la cible 

BTK ou de son effecteur d’aval, PLCG2 (98–102). Dans 70% des cas, l’émergence des mutations précède 

la rechute clinique de quelques mois (99). La survenue d’une délétion 8p pourrait aussi jouer un rôle 

dans la résistance aux iBTK par haploinsuffisance des gènes codant le récepteur de TRAIL (101). 

 Avec le problème de la tolérance du traitement, la survenue de ces mutations sous l’effet de 

la pression de sélection d’un traitement continu a participé à soulever la question de schémas 

thérapeutiques à durée fixe, pour des périodes plus courtes. L’essai FILOCLL14 STAIR “STop and restart 

Acalabrutinib In fRail patients with previously untreated CLL” (IP Pr Ysebaert et Pr Guièze) évalue 

l’efficacité de l’acalabrutinib en première ligne chez le sujet âgé pour une durée fixe de 18 mois et son 

impact sur l’évolution clonale.  

Nous sommes en charge du monitoring longitudinal des mutations de BTK et PLCG2 pour 

l’ensemble de la cohorte, tous les 6 mois à partir de la fin du traitement (Figure 11). A cette fin, les 

travaux de Master 1 de Quentin Bochard, Julier Massacrier et Auriane Papon ont permis la mise au 

point de la recherche des principales mutations BTK et PLCG2 en PCR digitale dans notre équipe, 

supervisé par le Dr Garcia. 

Encadrement d’une étudiante en Master 1 : A. PAPON (2023) 

Figure 11 : conception de l’essai STAIR 
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4. Bilan 

J’exerce la fonction de MCU-PH en Cytogénétique-Histologie-Embryologie (sous-section 4202 

du CNU) depuis 2009. Pour mon activité hospitalière, je travaille depuis ma nomination dans le secteur 

d’onco-hématologie du Service de Cytogénétique Médicale dirigé depuis 2022 par le Pr Tchirkov, où je 

prends en charge des analyses de cytogénétique conventionnelle (actuellement caryotype et FISH, 

complété prochainement par la mise en place de la technique de cartographie optique du génome) et 

de diagnostic moléculaire (PCR, RTPCR, NGS, analyse de fragment, Sanger, habilitation Auragen) dans 

le cadre du diagnostic et du suivi des hémopathies malignes et de certaines tumeurs solides. J’exerce 

mon activité d’enseignement en majorité en 1er cycle des études médicales, mais j’interviens 

également dans diverses formations paramédicales ou de 3eme cycle. Parmi mes activités d’intérêt 

général, je peux citer le rôle de membre du bureau du GFCH depuis 2018. 

Mes travaux de recherche ont tout d’abord porté sur les marqueurs du pronostic et de 

l’instabilité génomique au cours de la LLC dans le cadre de ma thèse de science (financement de la 

Ligue Contre le Cancer, 14k euros). Ces travaux ont été réalisés dans l’équipe d‘accueil 4677 ERTICa 

« Equipe de Recherche sur le Traitement Individualisé du Cancer », dont la thématique était 

l’optimisation de la prise en charge thérapeutique des tumeurs avec une forte instabilité génétique, 

en étroite collaboration avec l’équipe d’accueil 7283 CREaT « Cancer Resistance Exploring and 

Targeting ». Nous avons notamment montré que l’expression du gène anti-apoptotique MCL1 est un 

marqueur prédictif de la survie globale parmi l’ensemble des patients et parmi les stades précoces ; ce 

marqueur est également prédictif de la survie sans traitement des patients en stade A. Nous avons 

ensuite exploré la fonction télomérique en rapport avec les anomalies chromosomiques à valeur 

pronostique, reflets de l’instabilité génomique. Notre travail a contribué à démontrer la relation entre 

le statut télomérique et l’instabilité génomique au cours de la LLC. Nous avons également montré 

qu’une relation similaire existe entre dysfonction de la voie TP53 et perturbation du statut 

télomérique. Ces résultats démontrent que les paramètres télomériques et les aberrations 

chromosomiques sont affectés par la présence d’une altération de TP53. 

Après ma thèse, j’ai participé à plusieurs travaux dans le cadre de l’équipe de recherche ERTICa 

qui a ensuite évolué en UMR1240 IMOST « Imagerie Moléculaire et Stratégies Théranostiques ». 

L’objectif principal de nos travaux était d’identifier des biomarqueurs pronostiques et prédictifs de la 

réponse thérapeutique dans le cancer du sein et le cancer du poumon non à petites cellules. Nous 

avons notamment montré que le dysfonctionnement des télomères et la réparation des dommages à 

l'ADN pourraient contribuer de manière synergique à la progression tumorale et à la chimiorésistance 

dans le cancer du sein. Ces paramètres sont prédictifs de l’évolution des patientes traitées par 
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chimiothérapie néoadjuvante et pourraient constituer des biomarqueurs pronostiques pour adapter 

la chimiothérapie adjuvante. Nous avons également montré dans les cancers du sein l’existence d’une 

corrélation forte entre gain de copie et niveau d’expression de TERT. Ces gains de copie de TERT sont 

associés à un pronostic péjoratif avec survie sans maladie et survie globale raccourcies. L’association 

gains de copie de TERT et surexpression de MYC caractérise des formes particulièrement agressives à 

haut risque de reprise évolutive. Enfin, dans les formes avancées de cancer pulmonaire non à petites 

cellules, nous avons montré que les paramètres télomériques constituent des biomarqueurs associés 

à des sous-groupes de patients d’évolutions différentes, permettant leur identification pour un 

traitement personnalisé. 

Ces travaux mènent aux projets actuels, qui sont déclinés en deux axes : l’étude de l’impact de 

la dysfonction télomérique d’une part et des anomalies cytogénomiques d’autre part sur le pronostic 

et la résistance thérapeutique des hémopathies chroniques, particulièrement la LLC. Ces projets sont 

réalisés dans le cadre de l’équipe d’accueil 7453 CHELTER, « Clonal Heterogeneity, Leukemic 

Environment, Therapy Resistance of Chronic Leukemias » issue de l’évolution et de la restructuration 

de l’équipe d’accueil 7283 Creat. 

Concernant la dysfonction télomérique, nous nous intéressons tout d’abord à la dynamique 

télomérique dans une série de patients atteints de LLC à haut risque (protocole ICLL001-BOMP du 

groupe FILO). Nos premiers résultats montrent qu'après immunochimiothérapie, la longueur des 

télomères et l'expression des gènes du complexe shelterin chez les patients atteints de LLC présentent 

une évolution variable dans le temps, qui pourrait dans certains cas précéder l'instabilité génomique. 

L’analyse du lien entre cette dynamique et la survenue d’anomalies cytogénomiques est en cours. Dans 

une autre hémopathie chronique, la LMC, l’évaluation de la relation entre méthylation de l’ADN et 

dynamique des télomères est en cours, afin de documenter l’implication de cette relation dans 

l’hétérogénéité intra-clonale initiale et la réponse thérapeutique. 

Concernant l’étude des anomalies cytogénomiques de la LLC en lien avec le pronostic, nous avons 

pu décrire à l’aide d’un panel NGS ciblé le spectre mutationnel des patients atteints de SLP-B avec 

translocation BCL3 dans une large série rétrospective (financement de la Ligue Contre le Cancer, 27k 

euros). Nous démontrons que les SLP-B BCL3 sont caractérisés par une fréquence élevée de mutations 

de la voie NOTCH (NOTCH1/NOTCH2/FBXW7) et de la voie des MAPK (BRAF non V600). Un autre travail 

est en cours, s’intéressant cette fois aux SLP-B avec +12/+19, associées ou non à d’autres anomalies. 

Ces deux projets mettent en jeu grâce à des collaborations au sein du GFCH, ainsi qu’au sein du FILO 

pour le travail sur les SLP-B BCL3. 

Enfin, pour le volet anomalies cytogénomiques et résistance thérapeutique, je prends part au 

protocole RAVEN (Résistance Au VENetoclax, IP Dr Croizier et Pr Guièze, promotion CHU Clermont-
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Ferrand), qui vise à collecter des cas nationaux de façon multicentrique à l’aide des centres 

investigateurs FILO pour obtenir une image d’ensemble des mécanismes de résistance au vénétoclax 

dans la LLC. Nous disposons déjà d’une série d’échantillons pour 21 patients qui ont été explorés par 

panel NGS ciblé et FISH. Nous proposons également d’évaluer ces patients par cartographie optique 

du génome afin d’obtenir une vision globale des réarrangements génomiques (Bourse de l’ACLF, 15k 

euros). Pour finir, nous sommes en charge du monitoring longitudinal des mutations de BTK et PLCG2 

pour les patients de l’essai FILOCLL14 STAIR (IP Pr Ysebaert et Pr Guièze) pour apprécier l’impact de 

l’acalabrutib sur l’évolution clonale.  

Au total, les travaux et projets présentés ici sur la biologie de la LLC et des télomères portent 

sur les thématiques historiques de nos équipes de recherche au fil des ans, actuellement réunies au 

sein de l’équipe d’accueil 7453 CHELTER. L’étude des télomères évolue vers un projet plus fondamental 

avec notamment l’évaluation du lien mécanistique entre méthylation et statut télomérique. L’étude 

des anomalies cytogénomiques de la LLC au diagnostic ou après traitement représente un volet 

translationnel, en lien fort avec l’activité hospitalière et l’expertise clinique, cytogénétique et 

moléculaire clermontoise de la LLC, et avec les collaborations nationales au sein du FILO. Cet axe 

s’appuie également sur les activités du GFCH et sur les nombreux travaux et projets collaboratifs qui 

animent cette communauté francophone internationale. 
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