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Liste des abréviations 
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STAT3: Signal Transducer and Activator of Transcription 3 

T-LGL: Leucémies à Grands Lymphocytes T à grains   

CLPD-NK: syndromes lymphoprolifératifs chroniques à cellules NK 

TCR: T Cell Receptor 

APRF: Réponse de Phase Aigüe de l’Inflammation 

RANTES:  Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and Secreted 

EGF: Epidermal Growth Factor 

PDGF: Platelet-Derived Growth Factor 

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor 

HGF: Hepatocyte Growth Factor 
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I. Introduction 

 

La leucémie à grands lymphocytes à grains (LGL) est un syndrome lymphoprolifératif 

rare de lymphocytes T cytotoxiques (CTL) ou de cellules natural killer (NK). La classification 

OMS 2008 des néoplasmes à cellules T et NK matures distingue trois formes de proliférations 

clonales à LGL. Les leucémies à grands lymphocytes T à grains (T-LGL), les syndromes 

lymphoprolifératifs chroniques à cellules NK (CLPD-NK) et les leucémies agressives à 

cellules NK[1]. Les T-LGL et les CLPD-NK ont une évolution indolente, principalement 

marquée par l’existence d’une cytopénie ou d’une pathologie auto-immune associée. Leur 

pronostic est conditionné par l’existence de complications infectieuses secondaires à la 

neutropénie. 

 

Récemment, des mutations du gène codant pour la protéine STAT3 (Signal Transducer 

and Activator of Transcription 3) ont été rapportées par Koskela et al. chez 31/77 (40%) 

patients atteints  de T-LGL, impliquant cette protéine dans les processus de prolifération et de 

persistance de ces cellules tumorales[2]. La protéine STAT3 est un facteur de transcription clé 

souvent muté dans les tumeurs. 

 

 Jerez et al. ont poursuivi ces recherches et ont montré que 33/120 patients (28%) 

atteints de T-LGL et 15/50 (30%) patients atteints de CLPD-NK portaient la mutation sur le 

domaine SH2 de la protéine STAT3 [3]. Les mutations de ce domaine ont pour conséquence 

une augmentation de l’activité protranscriptionnelle de la protéine STAT3. Le fait de 

retrouver des mutations communes du domaine SH2 de STAT3 dans les  T-LGL et CLPD-

NK suggère un mécanisme commun dans l’expansion et la persistance des cellules malignes 

dans ces deux sous-types de proliférations clonales à LGL. 

 

 Au cours de ce travail, nous allons rechercher la présence de ces mutations sur un 

premier groupe de 136 patients qui présentent un syndrome lymphoprolifératif clonal en 

TCRγ, et un second groupe de 32 proliférations LGL validées par cytométrie de flux et/ou 

cytologiquement. Ensuite, nous comparerons ces patients mutés avec ceux décrits dans la 

littérature. Enfin nous évaluerons l’utilité de cette recherche de mutation pour le diagnostic, le 

pronostic et le traitement de ces patients.  
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II.   Le facteur de transcription STAT3 

 

Dès 1994, STAT3 a été identifié comme étant une protéine s’associant aux éléments de 

réponse à l’IL-6 dans les promoteurs des gènes de réponse de phase aigüe de l’inflammation 

(APRF) suite à la stimulation d’hépatocytes par l’IL-6 [4]. De plus, il fut indépendamment 

identifié comme étant une protéine se fixant à l’ADN en réponse à la stimulation par EGF [5]. 

On sait désormais que STAT3 est impliqué dans de nombreuses signalisations cytokiniques 

(IL-6, IL-10, RANTES, EGF, PDGF…). 

 

STAT3 appartient à la famille des facteurs de transcription STAT. Cette famille de 

protéines se compose de 7 membres (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT6 et les 

protéines apparentées STAT5A et STAT5B). Ces protéines possèdent deux caractéristiques 

principales : elles peuvent transmettre un signal au niveau du cytoplasme puis agir comme 

facteur de transcription dans le noyau.  

 

Les interactions protéines-protéines induites par ces molécules reposent sur des résidus 

tyrosine dont la phosphorylation conditionne leur dimérisation. Elles peuvent former des 

homodimères (STAT3/STAT3) ou des hétérodimères (STAT1/STAT3). Après formation, les 

complexes sont rapidement acheminés dans le noyau par des protéines de type « importine » 

pour se lier à leurs séquences spécifiques et réguler les gènes cibles. Il existe à ce jour deux 

séquences consensus pour la fixation de STAT3 décrites dans la littérature. La séquence 

consensus la plus communément citée est «TTCCNGGAA » où N est un nucléotide 

quelconque [6]. La seconde séquence consensus, décrite plus récemment est la suivante: « 

TTCCRGG » ou R = G ou A selon le code IUPAC. 

1. Structure de la protéine STAT3 

 

STAT3 est une protéine de 92 kDa, longue de 770 acides aminés et codée par un gène 

localisé sur le chromosome 17q21. Cette protéine possède deux isoformes issues d’un 

épissage alternatif et présentant des fonctionnalités différentes. La première isoforme, la plus 

longue, est nommée STAT3α et possède l’intégralité des domaines protéiques nécessaires aux 

fonctions de STAT3. On dénombre des domaines de type « coiled-coil » pour les interactions 

protéines - protéines, une séquence de localisation nucléaire (NLS) pour la translocation dans 



15 
 

le noyau, un domaine de liaison à l’ADN, un domaine SH2 qui permet l’interaction avec des 

tyrosines phosphorylées et un domaine de transactivation en position C-terminale. La seconde 

isoforme, nommée STAT3β, est tronquée dans la partie C-terminale et ne dispose pas du 

domaine de transactivation important pour les fonctions effectrices de STAT3. A ce titre, 

STAT3β a été considéré pendant longtemps comme étant un dominant négatif pouvant agir 

comme modulateur de la fonction de STAT3α en formant des héterodimères inactifs. Pourtant 

des données récentes attribuent à STAT3β un rôle de substitut à STAT3α qui pourrait parfois 

prendre en charge certaines de ses fonctions [7]. 

 

STAT3 possède deux sites de phosphorylation différents au niveau des Tyrosine 705 

(Y705) et Sérine 727 (S727) et un site d’acétylation au niveau de la Lysine 685 (L685) qui 

vont conditionner l’activité de STAT3. STAT3 est activé par de nombreuses cytokines (IL-6, 

Oncostatin M (OSM), IL-10, TNF-α) [4], facteurs de croissances (EGF, PDGF) [8] et 

hormones. STAT3 est nécessaire au développement embryonnaire puisque les souris 

déficientes pour STAT3 ne survivent pas au-delà du jour 7 de l’embryogenèse [9].  

 

En raison du grand nombre de protéines nécessitant STAT3 pour leur signalisation, ce 

dernier joue un rôle crucial dans de nombreux mécanismes biologiques incluant 

l’hématopoïèse, la survie cellulaire, la prolifération, l’angiogenèse mais aussi plus 

particulièrement dans l’inflammation, la transformation cellulaire et l’invasion tumorale. Par 

conséquent, STAT3 est considéré comme étant un oncogène [10]. En effet, une activation de 

STAT3 a déjà était décrite dans près de 70% des tumeurs solides et des pathologies 

hématologiques malignes [11].  
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Figure 1 : Représentation de la protéine STAT3 (Lin et al., 2009) 

 

A. STAT3 possède un domaine « Coiled-coil » qui contient la séquence spécifique de 

localisation dans le noyau NLS. Le domaine SH2 est important pour la dimérisation de 

STAT3 et le domaine de transactivation contient les deux sites de phosphorylation influençant 

les fonctions de STAT3. 

 

 

B. Structure cristallographique en trois dimensions représentant un dimère STAT3. Le 

domaine «Coiled-coil » est représenté en bleu, le domaine de liaison à l’ADN en violet, le 

domaine SH2 en vert. 
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2. Mécanismes de signalisation de STAT3 

i. Activation de STAT3 

 

La signalisation des protéines STAT a été décrite dans un premier temps suite à des 

traitements par des cytokines en condition physiologique. STAT1 est par exemple nécessaire 

pour la signalisation de l’IFN-α alors que STAT3 est plutôt induit par les traitements à l’IL-6. 

Lors de la transduction du signal, les protéines STAT servent de point de convergence à trois 

voies de signalisation cellulaire médiées par les récepteurs aux cytokines (l’IFN-α, IL-6), les 

récepteurs aux facteurs de croissance (EGF, PDGF), et des tyrosines kinases non-liées à des 

récepteurs. 

 

Puisque la plupart des récepteurs de cytokines ou facteurs de croissance ne possèdent 

pas de domaines à activité tyrosine kinase dans leur portion intracellulaire, ils s’associent à 

des tyrosines kinases pour transmettre leur signal après engagement de leurs ligands. Dans le 

cas des voies de signalisation impliquant STAT3, la famille préférentiellement utilisée est la 

famille des tyrosine-kinases JAK (Janus Kinase). Les tyrosine-kinases SRC et ABL peuvent 

aussi phosphoryler les protéines STAT. 

 

On peut citer la transduction du signal de l’IL-6 comme exemple. La fixation de l’IL-6 

dans la partie extracellulaire de son récepteur IL-6R entraîne l’activation des kinases JAK 

(JAK1, JAK2, JAK3) associées. Les JAK kinases se phosphorylent mutuellement puis 

stimulent la phosphorylation des résidus tyrosines présents dans la fraction intracellulaire du 

récepteur de l’IL-6. La formation de résidus tyrosines phosphorylés fournit une zone 

d’ancrage aux protéines possédant un domaine SH2, notamment STAT3 et STAT1. Le 

déplacement des monomères STAT3 inactifs à la membrane et à proximité des JAK kinases 

entraîne leur phosphorylation au niveau de la tyrosine Y705. Pour finir, les protéines STAT3 

phosphorylées forment des homodimères. Cette dimérisation libère les domaines spécifiques 

de localisation dans le noyau NLS et le dimère STAT3 peut être transporté dans le noyau pour 

stimuler les gènes cibles associés [12].  
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Figure 2 : Activation et signalisation de STAT3 (Heinrich et al., 1998) 

 

Après fixation du ligand (IL-6) à son récepteur, les kinases JAK présentes au niveau 

intracellulaire vont se phosphoryler mutuellement. Par la suite, elles vont phosphoryler les 

résidus tyrosine présents sur les chaines intracellulaires du récepteur IL-6, ce qui va permettre 

le recrutement des monomères de STAT3 via leur domaine SH2. Le recrutement des 

monomères STAT3 catalyse leur phosphorylation sur les résidus tyrosine Y705 qui favorise 

l’homodimérisation de STAT3. Après dimérisation, la séquence NLS est reconnue et permet 

le transport du dimère actif dans le noyau. STAT3 peut alors exercer ses fonctions de 

modulation d’expression génique.  
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ii. Régulation de l’activité de STAT3 

 

L’activation de STAT3 est régulée négativement par des nombreuses voies de 

signalisation. On compte les protéines SOCS (suppressors of cytokine signaling), PIAS 

(protein inhibitor of activated STAT) et les tyrosines phosphatases. Tout d’abord, les 

phosphatases (SHP-1, PTPRT) peuvent directement affecter l’état de phosphorylation des 

partenaires de STAT3 (JAK Kinase, partie intracellulaire du récepteur à IL-6) ou STAT3 lui-

même. Deuxièmement, STAT3 active fortement l’expression des protéines de la famille 

SOCS. Ces protéines assurent un rôle d’« ubiquitine transferase » et catalyse 

l’ubiquitinylation des JAK Kinases. Les protéines ubiquitinylées sont ensuite dégradées par le 

protéasome, prévenant l’activation de STAT3. La dernière voie d’inhibition de STAT3 

implique les protéines PIAS. Elles interagissent avec le dimère STAT3 et catalysent sa 

sumoylation. Cette modification prévient l’interaction de STAT3 avec l’ADN [13]. 

 

iii.  Fonctions oncogéniques de STAT3 

 

Les facteurs de transcription de la famille STAT jouent un rôle dans le développement, la 

prolifération et la survie des cellules tumorales. STAT3 est d’ailleurs le plus communément 

observé comme étant constitutivement activé lors de nombreux cancers. On le retrouve activé 

dans certaines hémopathies, telles que les leucémies à LGL, ainsi que dans de nombreuses 

tumeurs solides, comme le cancer du poumon, du sein, du rein, de la prostate, du pancréas, du 

colon, du foie, de l’ovaire, dans les cancers cervicaux et gastriques[11]. 

 

L’activation de STAT3 au cours de la transformation tumorale favorise les signaux de 

survie. STAT3 peut directement induire l’expression de BCL2L1, BCL-2 ou encore la BIRC5 

[14] et compenser les signaux pro-apoptotiques qui devraient détruire les cellules instables et 

potentiellement dangereuses.  

 

Le cycle cellulaire est activé par STAT3 et notamment la cycline D1 qui favorise l’entrée 

des cellules en phase de prolifération. L’ensemble de ces propriétés sont importantes pour la 

promotion cancéreuse associée à STAT3. 

 

STAT3 est aussi capable d’affecter l’angiogenèse tumorale. L’activation constitutive de 
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STAT3 augmente l’expression du VEGF [15]. L’importance de STAT3 dans l’angiogenèse a 

pu être étayée par des modèles utilisant des siRNA ciblant STAT3. Dans ce contexte, les 

cellules transgéniques obtenues produisent moins de VEGF et une répression de la croissance 

tumorale était observée [16]. D’autres données montrent un rôle de STAT3 dans l’induction 

de Hepatocyte Growth Factor (HGF) dans le cancer du sein et du Basic Fibroblast Growth 

Factor (FGF2) dans les mélanomes, deux molécules fortement impliquées dans l’angiogenèse. 

 

Enfin, le dernier point permettant de qualifier le rôle de STAT3 dans la tumorigenèse 

concerne les preuves de son implication dans les mécanismes de métastase et d’invasion 

cellulaire. A titre d’exemple, l’activation de STAT3 régule l’expression de MMP2. Ces 

endopeptidases zinc-dépendantes dégradent les éléments de la matrice extracellulaire, 

favorisant la libération des cellules tumorales de la structure matricielle et accentuent leur 

caractère invasif. STAT3 augmente la transcription de MMP2. La répression de STAT3 

entraîne une répression significative de l’invasion tumorale dans des modèles de xénogreffes 

murines[17].  

 

L’impact des mutations décrites dans les leucémies à LGL sera présenté dans le 

chapitre traitant de la physiopathologie de la leucémie à LGL. 
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III.  Leucémie à grands lymphocytes à grains 

 

Les grands lymphocytes granuleux (LGL) représentent une population physiologique de 

lymphocytes correspondant à 10 à 15 % des lymphocytes circulants totaux. Cytologiquement, 

ils se caractérisent par la présence d’un cytoplasme abondant riche en granulations 

azurophiles. 

 

 Les leucémies à LGL appartiennent au groupe des syndromes lymphoprolifératifs T et 

Natural Killer périphériques matures.  Des proliférations chroniques de LGL ont été 

rapportées depuis 1975  [18]  sous des appellations diverses, traduisant les incertitudes 

nosologiques : hyperlymphocytose chronique à cellules T, syndrome T, LLC T. Le terme de 

leucémie à LGL a été proposé par Loughran [19,20] pour désigner une maladie caractérisée 

par une prolifération monoclonale de grands lymphocytes à grains, infiltrant la moelle 

osseuse, la rate et le foie.  

 

La classification OMS 2008 des néoplasmes à cellules T et NK matures continue de 

distinguer trois formes de proliférations clonales à LGL: les leucémies à grands lymphocytes 

à grains T (T-LGL), les syndromes lymphoprolifératifs chroniques à cellules NK (CLPD-NK) 

et les leucémies agressives à cellules NK [1].  

 

Elles constituent une entité hétérogène aux caractéristiques immunophénotypiques, 

clonales et évolutives très différentes. Les proliférations chroniques à LGL distinguent selon 

leur profil immunophénotypique les leucémies T-LGL, les plus fréquentes, qui sont CD3+, 

CD8+, CD57+ (lymphocytes T cytotoxiques activés), les CLPD-NK qui sont CD3–, CD16+, 

CD56+, et les leucémies agressives à cellules NK qui sont aussi CD3–, CD16+, CD56+. 

 

Les lymphocytes T CD8+ représentent la quasi-totalité de l’activité lymphocytaire T 

cytotoxique. Les lymphocytes T CD8+ naïfs se différencient, après la reconnaissance 

antigénique, en lymphocytes T mémoires et en lymphocytes T effecteurs ou CTL.  

 

Les lymphocytes natural killer (NK) sont des LGL appartenant au système 

immunitaire inné au même titre que les mastocytes, éosinophiles et basophiles. Ils 
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représentent entre 5 et 20% de la population lymphocytaire totale. Ils ont la capacité 

apparemment spontanée à lyser des cellules tumorales ou infectées en l'absence 

d’immunisation spécifique préalable. Cette propriété les distingue des CTL, qui exercent, par 

l’intermédiaire de leur TCR, une cytotoxicité spécifique vis-à vis de cellules présentant un 

épitope antigénique donné. Les cellules NK peuvent sécréter de nombreuses cytokines 

inflammatoires et disposent de mécanismes de lyse proches de ceux des lymphocytes CTL  

[21]. 

 

 Les T-LGL et les CLPD-NK  se caractérisent par une évolution indolente, une association 

étroite à des maladies auto-immunes et la présence de cytopénies fréquentes qui grèvent le 

pronostic de la maladie. Les CLPD-NK  sont de diagnostic parfois difficile, l’identification du 

caractère clonal de cette expansion étant parfois impossible. Les rares leucémies agressives à 

cellules NK sont surtout observées au Moyen Orient, il s’agit d’une affection agressive de 

l’adulte jeune, étroitement liée à l’Epstein Barr Virus (EBV). La médiane de survie de cette 

affection grave est inférieure à 2 mois, cette forme est parfois difficile à distinguer des 

lymphomes extra-nodaux NK/T disséminés qui surviennent également dans les populations 

asiatiques infectées par l’EBV[22].  

 

 Les leucémies à LGL représentent 2 à 5 % des syndromes lymphoprolifératifs en 

Occident. Cette prévalence est plus forte en Asie où elle peut atteindre 9 %. Les formes les 

plus fréquentes sont les leucémies T-LGL CD3+ qui représentent environ 85 % des cas [19]. 

Les leucémies LGL doivent être distinguées des hyperlymphocytoses LGL poly- ou 

oligoclonales, parfois réactionnelles, pour lesquelles l’évolution maligne et tumorale est 

exceptionnelle. On peut par exemple observer des proliférations LGL transitoires lors 

d’infection virale (CMV, HIV, HCV) ou en post-chirurgie. De même, des proliférations 

oligoclonales sont parfois observées lors de traitement par des inhibiteurs de tyrosine kinase 

(Dasatinib ®) [23], ou après une greffe de cellules souches hématopoïétiques et d’organes 

solides. 

 

Les leucémies agressives à cellules NK exceptionnelles en Occident ne seront pas 

développées dans cette thèse.  
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1. Grands lymphocytes à grains 

 

Les grands lymphocytes granuleux (LGL) représentent une population physiologique 

de lymphocytes correspondant à 10 à 15 % des lymphocytes circulants totaux. 

 

Malgré leurs importantes différences de fonction et d’origine, les CTL partagent de 

nombreuses caractéristiques avec les NK. Ils sont communément désignés ensemble comme 

des LGL cytotoxiques. Dans l’examen du frottis sanguin périphérique, les LGL se 

caractérisent par un cytoplasme abondant contenant des granulations azurophiles dans le 

cytoplasme. Ces LGL sont des effecteurs importants de la réponse immune. Ils surveillent 

activement les cellules infectées par un virus ainsi que les cellules tumorales. Après 

reconnaissance de la cellule cible, les LGL induisent son apoptose par différents mécanismes.  

 

i. Mécanismes de cytotoxicité 

 

Les LGL disposent de deux types de mécanismes de cytotoxicité pour induire la mort 

par apoptose de leurs cellules cibles spécifiques. Le premier mécanisme de lyse, fréquemment 

considéré comme majeur, correspond à la voie perforine/granzymes, qui est basée sur 

l’exocytose polarisée par le LGL du contenu de granules cytotoxiques. Ceci aboutit à la 

libération de protéines cytolytiques, dont les principales sont  la perforine (PRF1) et les 

sérine-protéases de la famille des granzymes, notamment le granzyme B (GZMB). Après 

sécrétion par les LGL, le GZMB est internalisé dans la cellule cible par endocytose, de 

manière récepteur-dépendante, puis l’action de la perforine entraîne sa libération dans le 

cytoplasme où il va activer le programme apoptotique de la cellule cible[21]. 

 

Le deuxième mécanisme de cytotoxicité utilisé par les LGL correspond à la voie 

impliquant des récepteurs à domaine de mort de la famille du récepteur au TNF (Tumor 

Necrosis Factor). Cette voie implique des ligands de la famille du TNF exprimés par les LGL 

activés (FASLG, TNF, TNFSF10), qui vont engager sur la cellule cible des récepteurs à 

domaine de mort appartenant à la famille des récepteurs au TNF (FAS, TNFRSF1A, 

TNFRSF10A, TNFRSF10B). Ces récepteurs de mort sont tous des protéines membranaires de 

type I, comportant dans leur partie extracellulaire de 2 à 4 domaines riches en cystéines, et 

dans leur partie cytoplasmique un motif d’environ 80 acides aminés appelé «domaine de 
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mort». Ce domaine confère aux récepteurs de mort la capacité de recruter et d’activer la 

caspase 8 après engagement par leurs ligands respectifs, via le recrutement de protéines 

adaptatrices interagissant avec cette dernière. Cette activation proximale de la caspase 8 va 

alors permettre de déclencher le programme de mort apoptotique de la cellule cible[24]. 

 

Ces mécanismes cytotoxiques pro-apoptotiques représentés dans la figure suivante 

pour les CTL sont communs aux cellules NK. 

 

Figure 3 : Voies de cytotoxicité des CTL 

 

Les CTL utilisent deux types de mécanismes de cytotoxicité pour tuer leur cellule 

cible spécifique : l’engagement de récepteurs de mort (FAS, TNFRSF1A, TNFRSF10A, 

TNFRSF10B) exprimés à la surface de la cellule cible, et l’exocytose du contenu de granules 

cytotoxiques (PRF1, GZMB). 
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ii. Homéostasie des LGL 

 

L’homéostasie lymphocytaire est une balance entre prolifération et apoptose. Cette 

balance est nécessaire aux fonctions immunes et en cas de dérégulation peut conduire à des 

processus cancéreux ou auto-immuns[25]. L’activation et la prolifération du lymphocyte T 

naïf est dépendant de la reconnaissance antigénique. En quelques jours, une prolifération 

importante provoque une augmentation des lymphocytes T spécifiques de l’antigène avec 

acquisition des fonctions effectrices [26]. Ces cellules activées sont éliminées après clairance 

antigénique par un processus de mort cellulaire induite par l’activation (AICD [activation-

induced cell death])[25]. L’AICD permet de maintenir l’homéostasie des lymphocytes T. Un 

de ces mécanismes implique les récepteurs à domaine de mort, en particulier l’interaction 

FAS-FASLG qui induit l’apoptose. 

 

Lors de l’activation des CTL, FAS et FASLG sont sur-exprimés pour préparer ces 

cellules à leur élimination après clairance de l’antigène cible. L’interaction FAS-FASLG a 

maintenant lieu à la surface et entre les CTL activés, provoquant ainsi l’apoptose des CTL et 

contrôlant ainsi leur prolifération.  

 

2. Epidémiologie et incidence des leucémies à LGL 

 

La leucémie à LGL est une pathologie rare qui représente seulement 2 à 5% des 

syndromes lymphoprolifératifs en Occident. En Asie, la prévalence est plus importante et 

s’élève jusqu’à 9%. Les T-LGL constituent 85% des leucémies à LGL, elles affectent les 

adultes entre 55 et 60 ans [19]. Les CLPD-NK sont plus rares mais surviennent sur un terrain 

similaire aux T-LGL [27]. 

 

3. Diagnostic clinique 

 

Les leucémies T-LGL et CLPD-NK sont d’évolution indolente avec près d’un tiers des 

patients asymptomatiques au diagnostic [19]. La survie moyenne à dix ans est d’environ 70%. 

Leur présentation clinique est similaire dans la plupart des séries publiées [27]. Les signes 

généraux sont rares, le syndrome tumoral est plus fréquent avec une splénomégalie rapportée 

dans 20 à 50 % des cas selon les séries et une hépatomégalie plus rare avec une prévalence 
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inférieure à 20 %. Les autres signes cliniques éventuels sont secondaires aux cytopénies ou 

aux maladies auto-immunes associées.  

 

Les infections récidivantes sont la conséquence de la neutropénie chronique parfois 

profonde (25% des patients ont une neutropénie < 0,5 G/L). Il s’agit majoritairement 

d’infections bactériennes touchant la sphère dermatologique, ORL, génito-urinaire ou 

broncho-pulmonaire. Les infections virales sont rares et les infections opportunistes 

exceptionnelles[28]. 

 

Les maladies auto-immunes sont fréquentes, rencontrées dans environ un tiers des cas. 

Il s’agit principalement de la polyarthrite rhumatoïde (25 à 30 % des cas) avec une forte 

liaison au cluster HLA-DR4 tel que cela est observé dans le syndrome de Felty (qui est défini 

par la triade polyarthrite rhumatoïde (PR), splénomégalie et neutropénie), ce qui laisse 

supposer un même spectre pathogénique. De nombreuses associations ont été rapportées avec 

d’autres connectivites : syndrome de Goujerot-Sjögren primaire, lupus érythémateux aigu 

systémique, sclérodermie, thyroïdite, maladie cœliaque [29]. Parmi les cytopénies auto-

immunes, en dehors de la neutropénie qui est la plus fréquente (61% des patients), des 

associations ont été décrites avec des anémies hémolytiques auto-immunes, des purpuras 

thrombopéniques immunologiques, des aplasies médullaires et des érythroblastopénies. 

 

 Les autres pathologies associées concernent les hémopathies lymphoïdes B avec une 

prévalence de 5 % environ, les myélodysplasies et les néoplasies solides qui restent rares 

[27,29]. 
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Tableau 1 : Pathologies associées aux leucémies LGL 

 

Maladies auto-immunes 

- Polyarthrite rhumatoïde 

- Vascularite 

- Endocrinopathie 

- Syndrome de Goujerot-Sjögren 

- Glomérulonéphrite 

- Maladies inflammatoires chroniques intestinales  

 

Cytopénies auto-immunes 

- Aplasie médullaire 

- Anémie hémolytique 

- Purpura thrombopénique idiopathique 

- Syndrome d’Evans 

 

Néoplasies 

- Hémopathies lymphoïdes B 

o Lymphome non Hodgkinien  

o Lymphome de bas grade 

o Lymphome B diffus 

o Leucémie lymphoïde chronique 

-  Myélome multiple 

- Myélodysplasie 

- Leucémie aigüe myéloïde 
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4. Diagnostic biologique 

 

i. Cytologie sanguine 

 

Le taux physiologique de LGL est de 0,25 G/L [19]. Au cours des leucémies LGL, ce 

taux peut atteindre 10 G/L mais le diagnostic peut être posé en deçà de ces chiffres sous 

réserve que l’expansion soit chronique et monoclonale. Les lymphocytoses LGL transitoires 

réactionnelles aux infections virales n’excèdent généralement pas 0,4 G/L. La classification 

OMS 2008 retient pour le diagnostic une prolifération de LGL supérieur à 2 G/L pendant plus 

de six mois. Cependant dans le registre français des leucémies LGL, la lymphocytose à LGL 

est inférieure à 1 G/L chez plus d’un tiers des patients, ce qui peut rendre le diagnostic 

difficile[27]. Les analyses médullaires et la mise en évidence d’une clonalité permettent alors 

de conforter le diagnostic. 

 

ii. Cytologie et anatomopathologie médullaire et splénique 

 

L’infiltration lymphocytaire dépasse rarement 50 % des cellules nucléées. Les lignées 

mégacaryocytaire et érythroblastique sont sensiblement normales. La lignée granuleuse est 

souvent hypoplasique avec parfois un aspect d’arrêt de maturation au stade myélocytaire. 

L’envahissement médullaire est interstitiel et diffus. Le marquage par la protéine TIA-1 

identifie les granules cytoplasmiques au sein des lymphocytes T CD8+ intra sinusoïdaux. À 

cette infiltration T CD8+ s’associe une infiltration lymphoïde polyclonale B et T [30].  

 

L’atteinte splénique est caractérisée par une infiltration de la pulpe rouge par les LGL 

et une hyperplasie folliculaire de la pulpe blanche. Les LGL sont identifiés par le marquage 

TIA-1, PRF1 et GZMB et ont un phénotype CD45RO–et CD5– (à la différence des LT 

spléniques qui sont CD5+). Au cours des hémopathies de phénotype NK, l’analyse 

anatomopathologique de la moelle osseuse et de la rate est très similaire à la différence près 

que les LGL sont des cellules NK de profil CD3–, CD8+, CD16+, CD56+. 
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iii.  Immunophénotypage 

 

Il est indispensable à la caractérisation de la leucémie LGL. Les T-LGL ont un profil 

de cellules post-thymiques matures activées : CD3+/TCRαβ+/CD4–/CD8+/CD5dim–/CD27–

/CD28–/CD45RO–/CD57+. Le TCR est typiquement αβ. Ils expriment constitutivement le 

récepteur β de l’interleukine-2 (IL2RB, CD122) mais pas le récepteur α de l’IL-2 (p55, 

CD25). L’expression de FAS (CD95) et du FASLG (CD178) est retrouvée dans la majorité 

des cas. Quelques formes de phénotype inhabituel sont décrites : CD4+ avec ou sans co-

expression du CD8, TCRγδ sans expression du CD8 dont la présentation clinique et le 

pronostic sont proches des LGL T CD3+/CD4–/TCRαβ+[31].  

 

Les LGL de type NK présentent le phénotype suivant : CD3–/CD2+/CD4–

/CD8+/CD16+/CD56+. Le CD56 est caractéristique.  

 

Tableau 2 : Immunophénotypage des leucémies à LGL. 

 

Type de leucémie Marqueurs phénotypiques Variantes 

T-LGL CD3+TCRαβ+CD8+CD57+ Formes rares exprimant le CD4 ou 

TCRγδ 

CLPD-NK CD3–CD8+CD16+CD56+ Expression du CD57 inhabituelle 
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iv. Recherche de clonalité 

 

La recherche de clonalité est indispensable au diagnostic de leucémie LGL, le 

caractère polyclonal étant associé aux expansions LGL réactionnelles. Cette analyse est aisée 

dans le contexte d’expansion T-LGL  à partir de l’étude du réarrangement du gène codant 

pour le TCRγ par PCR sur ADN génomique. 

 

Le TCRγ est réarrangé précocement dans la différenciation lymphoïde T. Sa structure 

génomique est bien connue et le nombre limité de segments Vγ et Jγ permet l’amplification de 

la majorité des combinaisons de jonction Vγ-Jγ possibles avec un nombre restreint d’amorces 

(4 pour Vγ et 3 pour Jγ). Cette faible diversité jonctionnelle est à la fois un avantage, 

puisqu’elle facilite l’amplification PCR et un inconvénient, en rendant difficile la 

discrimination des réarrangements oligoclonaux. Une population polyclonale qui montre un 

réarrangement Vγ-Jγ rare peut, par exemple, être prise par erreur pour une population 

monoclonale. De même, une autre cause possible de faux positif est l’existence de 

réarrangements « canoniques » lors d’accumulation de LTγδ qui présentent peu de diversités 

jonctionnelles différentes [32]. 

 

  Elle peut aussi être réalisée de façon indirecte, à partir de l’analyse du répertoire vβ 

par cytométrie de flux, avec une bonne concordance avec les résultats obtenus par biologie 

moléculaire. Ceci est parfois réalisé au laboratoire, mais nous ne disposons d’un résultat que 

pour de très rares patients.  

 

L’identification d’une clonalité est plus complexe en ce qui concerne les expansions 

NK en l’absence de réarrangement du TCR. La mise en évidence d’une intégration clonale de 

l’EBV dans les leucémies agressives à cellules NK contribue à conforter le caractère 

monoclonal de la prolifération [33]. L’étude phénotypique des récepteurs à la surface des 

cellules NK a toutefois permis d’identifier certains récepteurs d’intérêt dans la recherche de 

clonalité. Ainsi, l’étude des récepteurs de type lectin C objective une surexpression de 

NKG2A, NKG2D et CD94. Au niveau des récepteurs KIR, il existe un déséquilibre net du 

ratio des récepteurs activateurs/inhibiteurs à la surface des cellules NK au profit des 

récepteurs activateurs qui sont surexprimés alors que certains récepteurs inhibiteurs, tels que 
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KIR3DL1, sont absents [34]. La recherche d’une clonalité NK, par analyse des récepteurs 

KIR en cytométrie, n’est pas réalisée au laboratoire. 

v. Analyse cytogénétique 

 

Le caryotype est anormal dans 10 % des leucémies LGL avec quelques cas décrits de 

trisomies 3, 8 et 14, des délétions des chromosomes 6 et 5q et des inversions des 

chromosomes 12p et 14q. Ils n’y a actuellement aucune corrélation entre la présence de ces 

anomalies et la gravité de la maladie. Cependant, une analyse cytogénétique peut être 

intéressante dans les CLPD-NK pour essayer de déterminer son caractère clonal. 

 

vi. Stratégie diagnostique 

 

En dehors des situations où il existe un syndrome tumoral franc associé à des signes 

généraux faisant suspecter une hémopathie, les leucémies LGL sont classiquement 

recherchées en cas de cytopénie associée à une lymphocytose chronique à LGL (> 0,5 G/L), 

une splénomégalie et ce d’autant plus qu’il existe un contexte auto-immun. En effet,  l’OMS 

2008 retient un seuil de LGL > 2 G/L pour le diagnostic mais l’étude française d’une cohorte 

de 229 cas a montré que 36% des patients avaient un taux de LGL < 1 G/L [27]. 

 

 Les cytopénies ne sont pas constantes, on rencontre une neutropénie (< 1.5 G/L) dans 

61% des cas, une anémie chez 24% et une thrombopénie chez seulement 19% des patients 

[27]. Pour cela, les manifestations auto-immunes inexpliquées telles qu’une pneumopathie 

interstitielle diffuse, une hypertension portale, une maladie inflammatoire chronique de 

l’intestin par exemple doivent également alerter le clinicien et faire rechercher une leucémie 

LGL [30]. La réalisation d’un immunophénotypage lymphocytaire est l’étape clé 

indispensable à la confirmation de l’expansion LGL. La recherche de clonalité est réalisée 

dans un second temps et permet de faire le diagnostic différentiel avec les proliférations poly 

ou oligoclonales réactionnelles. L’exploration médullaire n’est indiquée qu’en l’absence 

d’augmentation du taux de LGL ou de difficulté diagnostique. 
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Figure 4 : Proposition de démarche diagnostique 
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5. Physiopathologie de la leucémie à LGL 

i. Prolifération des LGL 

A. Première étape : stimulation antigénique ? 

 

Plusieurs hypothèses vont dans le sens d’une sélection lymphocytaire T, dirigée par un 

antigène spécifique, endogène ou exogène, qui induirait l’expansion d’un clone de cellules T 

cytotoxiques. En effet, les LGL utilisent préférentiellement un répertoire vβ restreint (vβ6, 

vβ13.1) [35]. Il a récemment été démontré que cette restriction d’hétérogénéité se fait au 

profit de certains clones immunodominants témoins d’une même stimulation antigénique [36]. 

 

L’hypothèse de l’existence d’un antigène endogène a été évoquée devant la fréquence 

des maladies auto-immunes associées aux leucémies à LGL, ce qui suggère un même spectre 

pathogénique. L’association la plus commune est le “pseudosyndrome de Felty” rencontré 

chez des patients affectés d’un syndrome de Felty accompagné d’une lymphoprolifération 

LGL [37]. 

 

L’hypothèse rétrovirale est avancée sur la base d’analyses sérologiques ayant montré 

une positivité des anticorps dirigés contre certaines protéines de rétrovirus HTLV I et II 

(Human T-cell Leukemia Virus) dans le sérum de patients atteints de T-LGL. Cette 

séroréactivité, retrouvée dans 50 % des T-LGL, serait dirigée contre l’épitope spécifique 

BA21 qui présente une forte homologie de structure avec une protéine d’enveloppe de HTLV 

I, la protéine p21 [38]. 

 

Ainsi, le virus pourrait être l’élément déclenchant initial d’une activation 

lymphocytaire T chronique monoclonale. Des données relatives aux cellules dendritiques 

(DCs) viennent conforter cette hypothèse. Il a en effet été établi qu’au niveau de la moelle 

osseuse les lymphocytes granuleux sont en contact étroit avec les DCs et prolifèrent de façon 

significative après stimulation élective des DCs. Les DCs de la moelle osseuse seraient donc 

la cible initiale du virus et précipiteraient une fois activées l’expansion clonale LGL [39]. 

 

Le facteur déclenchant viral n’est cependant pas retrouvé de façon constante et il est 

possible que d’autres facteurs endogènes ou exogènes soient impliqués. 
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B. Deuxième étape : amplification du signal d’activation par 

les cytokines 

 

Après une première étape d’initiation par un antigène, l’intervention des interleukines 

pourrait faciliter l’expansion clonale. En effet, l’expansion du clone lymphocytaire est 

dépendante de l’expression de certaines cytokines dont l’IL-2, l’IL-12 et l’IL-15. Les LGL 

expriment constitutivement l’IL2RB, récepteur commun à l’IL-2 et l’IL-15. Alors que l’IL-2 

est d’origine lymphocytaire, les DCs et les monocytes sont les principales sources d’IL-12 et 

d’IL-15, renforçant ainsi le rôle de ces cellules dans la physiopathologie de la maladie [39]. 

 

C. Troisième étape : pérennisation du processus d’activation 

par dérégulation de l’apoptose 

 

De manière similaire aux CTL, les LGL leucémiques ont constitutivement des taux 

plus élevés de FAS-FASLG. Malgré cela, les LGL leucémiques des patients sont résistants à 

l’apoptose médiée par le couple FAS-FASLG[40]. L’étude moléculaire des LGL leucémiques 

montre une dérégulation et un découplage de l’activation et des voies apoptotiques de 

l’AICD. Les LGL leucémiques ont acquis leurs fonctions effectrices mais certains gènes pro-

apoptotiques sont sous-exprimés alors que des gènes anti-apoptotiques sont sur-exprimés. 

Aucune mutation de FAS ou FASLG n’a été retrouvée ce qui suggère que cette résistance à 

l’apoptose n’est pas dépendante du couple FAS-FASLG[41]. De plus, l’inhibition de 

différentes voies de survie cellulaire rétablit l’apoptose FAS-FASLG dépendante, ce qui 

confirme l’activité intacte de FAS-FASLG dans le mécanisme apoptotique[42].  

 

Dans le sérum des patients malades, on a constaté une élévation significative de la 

forme soluble de FAS (SFAS) par rapport à un groupe sain. SFAS pourrait entrer en 

compétition avec FAS et contribuer à la résistance à l’apoptose des cellules leucémiques. On a 

pu aussi démontrer que les cellules productrices de SFAS étaient en fait les LGL leucémiques 

eux-mêmes. Le séquençage du génome des LGL de patients leucémiques a permis de mettre 

en évidence des variants d’épissage de FAS, certains de ces variants codent pour la protéine 

SFAS. Des cellules COS ont ensuite été transfectées par ces variants, et le surnageant était 

capable de bloquer l’apoptose FAS-dépendante de lymphocytes T activés normaux[41]. 
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De même, des taux élevés de FASLG soluble (SFASLG) ont été observés dans le 

sérum de patients atteints alors qu’il était indétectable dans le groupe sain[42]. 

 

ii. Cytopénies périphériques 

 

La cytotoxicité des leucémies à LGL est induite par l’augmentation du nombre de 

granules intralymphocytaires et par la sécrétion de multiples cytokines (IL-6, IL-8, interféron 

γ,  TNFα), de leurs récepteurs solubles (par exemple celui de l’IL-2), de molécules d’adhésion 

(LFA-1, etc.), à l’origine des perturbations de l’hématopoïèse et des cytopénies observées 

[43]. 

 

La surexpression de FASLG soluble (SFASLG), dont les taux sériques sont très élevés 

dans le sérum de ces patients, participe également à l’apoptose des cellules circulantes, 

particulièrement à celle de la lignée granuleuse et explique en partie la neutropénie 

fréquemment observée [37]. Il a par ailleurs été constaté une corrélation entre la correction 

des cytopénies et la diminution des taux circulants de SFASLG [44]. Les érythrobastopénies 

sont secondaires à une cytotoxicité directe des LGL sur les progéniteurs érythroïdes [45]. 

 

L’envahissement médullaire des LGL tumoraux contribue aussi à la constitution des 

cytopénies observées.  

 

iii.  Manifestations auto-immunes 

 

L’association fréquente des leucémies LGL à des maladies auto-immunes pourrait être 

le reflet d’un mécanisme physiopathologique initial commun, résultat d’une stimulation 

antigénique chronique. Les manifestations auto-immunes observées seraient secondaires à une 

activation de la voie Th2 du fait d’une surexpression de l’IL-4 favorisant l’expansion des 

cellules B [46]. 
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iv. Voies de signalisation impliquées 

 

De nombreuses voies de signalisation ont été décrites comme étant impliquées dans les 

mécanismes de prolifération clonale des LGL. Nous citerons sans détailler les principales 

voies de signalisation dérégulées en s’attardant plus longuement sur la voie JAK-STAT3 qui 

nous intéresse dans ce travail. 

A. RAS-MAP2K1-MAPK1 

 

Les gènes de la famille RAS jouent un rôle important dans le développement tumoral. 

On les retrouve mutés dans plus de 30% des cancers. La signalisation RAS est une voie 

majeure de la survie lymphocytaire T. Dans les CLPD-NK, la voie de signalisation          

RAS-MAP2K1-MAPK1 a été décrite comme étant constitutivement active. Une inhibition de 

RAS, de MAP2K1 ou de MAPK1 induit l’apoptose et restaure la sensibilité FAS-FASLG des 

LGL leucémiques[47]. 

 

B. PI3KCA-AKT1 

 

La voie de signalisation PI3KCA-AKT1 a un rôle central dans la prolifération 

tumorale. Elle contrôle le métabolisme, la prolifération, la survie et la transformation de 

cellules. Au cours des T-LGL, il y a une augmentation de l’activité de la voie PI3KCA-AKT1 

dans les LGL du patient par rapport à des cellules T d’un donneur sain[48]. 

 

C. NFKB1 

 

NFKB1 est un facteur de transcription impliqué dans la protection contre l’apoptose 

des lymphocytes T activés. NFKB1 est constitutivement actif dans les LGL leucémiques au 

cours des T-LGL. L’inhibition de NFKB1 entraine l’apoptose des LGL leucémiques [49]. 
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D. IL-15 

 

Cette interleukine participe à la régulation et la survie des cellules T et NK. Dans les 

T-LGL, on a pu montrer une expression plus importante d’un récepteur à l’IL-15, IL15RA 

[50]. 

E. PDAP1 

 

Il s’agit d’un facteur de croissance qui régule la division et prolifération cellulaire. Des 

taux important de PDAP1 ont été retrouvés dans le sérum de patients T-LGL par rapport à des 

sérums contrôles[51]. 

F. JAK-STAT 

 

Comme nous l’avons vu précédemment, les protéines STAT sont des facteurs de 

transcription impliqués dans la prolifération cellulaire, l’apoptose, l’angiogenèse et la réponse 

immune. Ces protéines servent de point de convergence de trois voies de signalisation 

cellulaire médiées par les récepteurs aux cytokines (IFN-α, IL-6), les récepteurs aux facteurs 

de croissance (EGF, PDGF) et des tyrosines kinases non-liées à des récepteurs.  

 

Après fixation du ligand à son récepteur, les tyrosines kinases présentes au niveau 

intracellulaire vont se phosphoryler mutuellement. Par la suite, elles vont phosphoryler les 

résidus tyrosine présents sur les chaînes intracellulaires du récepteur, ce qui va permettre le 

recrutement des monomères de STAT3 via leur domaine SH2. Le recrutement des monomères 

STAT3 catalyse leur phosphorylation sur les résidus tyrosine Y705 qui favorise l’homo-

dimerisation de STAT3. Après dimérisation, la séquence NLS est reconnue et permet le 

transport du dimère actif dans le noyau. STAT3 peut alors exercer ces fonctions de 

modulation d’expression génique. 

 

 Dans les cellules normales, la durée de l’activation des protéines STAT est finement 

régulée. Cependant, une activation aberrante de ces protéines a été décrite dans de nombreux 

cancers. Dès 2001, on a pu démontrer que STAT3 était constitutivement activé dans les 

leucémies à LGL [52]. Deux publications récentes ont précisé ces mécanismes par séquençage 

de génomes de LGL. Koskela et al. [2] ont étudié une cohorte de 76  patients atteints de  
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T-LGL dont 36 (40%) présentaient une mutation de la protéine STAT3. De même Jerez et al. 

ont poursuivi ces recherches et ont montré que 33/120 patients (28%) atteints de T-LGL et 

15/50 (30%) patients atteints de CLPD-NK présentaient des mutations du gène codant pour le 

facteur de transcription STAT3 [3]. Toutes ces mutations portent sur la région codant pour le 

domaine SH2 de la protéine STAT3 responsable de sa dimérisation.  

 

 Ils ont ensuite démontré par Western Blot que les patients atteints de T-LGL et de 

CLPD-NK présentaient un taux de phosphorylation de STAT3 (pSTAT3, forme active de la 

protéine)  significativement plus élevé par rapport à des cellules mononuclées normales. Ces 

taux augmentés étaient présents que les patients présentent la mutation ou non, suggèrent son 

activation constitutive dans les LGL leucémiques.  

  

Ils ont poursuivi en étudiant l’expression des gènes sous le contrôle de STAT3 chez 

les patients malades, mutés ou non. Les deux populations présentent une augmentation des 

gènes sous le contrôle de STAT3 et partagent environ 50% de gènes dérégulés avec un 

tropisme pour les gènes codants la voie apoptotique. 

 

Un inhibiteur de la dimérisation et de la liaison à l’ADN de STAT3 (STA21) a été 

utilisé sur des LGL leucémiques (mutés ou non) et sur des cellules contrôles. STA-21 induit 

une apoptose dose-dépendante sur les LGL leucémiques (quel que soit le statut mutationnel de 

STAT3) significativement supérieure à celle des cellules contrôles. STAT3 est donc impliqué 

dans les mécanismes de résistance à l’apoptose des cellules leucémiques. 

 

Ces résultats permettent de conclure que des mécanismes d’activation de STAT3, 

autres que la mutation du domaine SH2, interviennent dans le développement de cette 

maladie. On a pu, par exemple, démontrer que SOCS3, un inhibiteur de la voie JAK/STAT3, 

était sous exprimé chez les patients atteints de leucémies à LGL [53]. De même, une mutation 

(V995M) du gène codant pour la protéine PTPRT, tyrosine phosphatase responsable de la 

déphosphorylation de pSTAT3, a été identifiée chez un patient atteint d’une leucémie T-LGL 

et ne présentant pas de mutation de la protéine STAT3 [54]. 

     

La présence de STAT3 muté n’est pas corrélée à la valeur absolue des LGL chez les 

patients malades. Par contre, les patients mutés présentent plus de formes symptomatiques 

(70% vs 40% ; p<0.001) et requièrent plus de lignes de traitement (2,4 vs 1,2 p=0.03). En ce 
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qui concerne les comorbidités, les patients mutés présenteraient significativement plus 

d’anémies hémolytiques auto-immunes et d’arthrites rhumatoïdes. En revanche, on n’observe 

pas de différence significative en termes de survie. 

 

Figure 5 : physiopathologie des leucémies à LGL 

 

 

 

 

L’expansion du clone lymphocytaire LGL serait induite par un stimulus viral (1) et 

une forte libération cytokinique par les LGL, les DCs et les monocytes (2). La persistance du 

clone relève d’un mécanisme intrinsèque aux LGL qui sont capables de résister à l’apoptose 

et d’activer des voies de signalisation de survie cellulaire (3). La prolifération des LGL dans 

les tissus hématopoïétiques et leur capacité à sécréter des granules cytotoxiques, de 

nombreuses cytokines et du FASLG soluble contribuent largement aux cytopénies observées 

(4).  
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6. Traitements des leucémies à LGL 

 

Le traitement est normalement indiqué sur l’un des quatre critères suivants : 

- neutropénie sévère inférieure à 0.5 G/L ; 

- neutropénie modérée supérieure à 0.5 G/L compliquée d’infections récurrentes ; 

- anémie symptomatique ; 

- existence d’une maladie auto-immune associée justifiant un traitement [29]. 

 

Le pronostic de cette maladie repose sur les complications infectieuses avec une 

mortalité à quatre ans de 20 %. La médiane de survie est supérieure à dix ans [28].  

 

L’efficacité des immunosuppresseurs est en général évaluée à l’issue de quatre mois 

de traitement, date à laquelle une modification thérapeutique peut être discutée. Une réponse 

complète est classiquement définie par une normalisation du taux des polynucléaires 

neutrophiles (> 1,5 G/L), des plaquettes (> 150 G/L), de l’hémoglobine (> 12 g/dL), des 

lymphocytes (< 4 G/L) et des LGL (< 0,5 G/L). Une rémission moléculaire complète traduit 

une disparition du clone lymphocytaire T ou NK. 

 

Deux immunosuppresseurs prédominent dans l’arsenal thérapeutique des leucémies 

LGL : le méthotrexate et la ciclosporine. Le méthotrexate est la molécule la plus utilisée en 

cas de neutropénie, d’autant plus que la pathologie est fréquemment associée à la polyarthrite 

rhumatoïde. À la posologie hebdomadaire de 10 mg/m2, le taux de réponse est d’environ 55 % 

dans la plus large série publiée, avec un délai estimé de réponse de quatre à douze semaines 

[27]. Ce traitement est maintenu au long cours en l’absence d’effets secondaires. Dans l’essai 

prospectif ECOG E5998 évaluant la réponse au méthotrexate des leucémies LGL en première 

ligne, le taux de réponse est de 37 % [55]. La ciclosporine se positionne surtout en cas 

d’érythroblastopénie ou en deuxième ligne après le méthotrexate avec des taux de réponse 

globale proches de ceux obtenus avec le méthotrexate [56]. Son maintien au long cours est 

toutefois souvent grevé par les complications rénales et l’hypertension artérielle.   

 

Le cyclophosphamide utilisé par voie orale à la posologie de 50 à 100 mg par jour est 

une alternative thérapeutique au méthotrexate ou à la ciclosporine, en première ligne ou en cas 

d’échec de ces thérapeutiques, avec un taux de réponse globale de 66 % [27]. La durée de ce 
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traitement est de préférence limitée à 12 mois du fait des effets secondaires. Dans l’essai 

prospectif ECOG E5998, utilisé en cas d’échec au méthotrexate, le cyclophosphamide a 

permis d’obtenir une réponse complète ou partielle de 64 % [55]. Une étude prospective 

NCT01976182 est en cours pour évaluer son efficacité en première ligne. 

 

 En cas d’absence de réponse à ces trois immunosuppresseurs de référence 

(méthotrexate, ciclosporine et cyclophosphamide), les alternatives reposent sur les analogues 

puriques (pentostatine, fludarabine et cladribine), l’alemtuzumab (anti CD52) ou la 

splénectomie mais le faible nombre de patients traités par ces stratégies limite leurs 

indications. L’expérience avec les analogues puriques est restreinte dans la littérature à une 

quarantaine de cas rapportés [57]. Les corticoïdes, les facteurs de croissance granulocytaires 

et l’érythropoïétine peuvent être utilisés ponctuellement mais leur intérêt au long cours n’est 

pas démontré [55]. 

 

Une meilleure connaissance de la physiopathologie de la maladie a permis le 

développement de nouvelles stratégies thérapeutiques actuellement en essais de phase I : 

l’anticorps monoclonal MiK-β-1 dirigé contre le CD122, sous-unité commune aux récepteurs 

de l’IL-2 et IL-15 (Clinical Trials NCT 00079196), le siplizumab dirigé contre le CD2 

(Clinical Trials NCT 00075361 et NCT 00105313) et le tipifarnib, inhibiteur de la voie de 

signalisation de survie RAS-MAP2K1-MAPK1 [58]. Un inhibiteur de STAT3 semble 

montrer des résultats prometteurs chez la souris [59]. 

 

Récemment, la mise en évidence d’inhibiteurs spécifiques de la voie de signalisation 

STAT3 présente des perspectives intéressantes. Plusieurs inhibiteurs spécifiques de STAT3 

ont montré des résultats prometteurs pour bloquer la voie JAK-STAT. Par exemple, STA-21 

(inhibiteur de la dimérisation et de la liaison à l’ADN de STAT3) a été utilisé sur des LGL 

leucémiques (mutés ou non) et sur des cellules contrôles, induisant une apoptose dose 

dépendante significativement supérieure à celle des cellules contrôles, quel que soit le statut 

mutationnel de STAT3.  
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IV.  Matériels et méthodes 

 

1. Echantillons et patients sélectionnés 

 

La leucémie à LGL est une pathologie le plus souvent indolente, probablement sous-

diagnostiquée. L’une des principales difficultés, de cette étude rétrospective, était d’identifier 

les patients susceptibles d’avoir une leucémie à LGL. Nous avons ainsi sélectionné, dans un 

premier temps, tous les échantillons reçus au laboratoire depuis 2010 présentant une 

population clonale au regard du réarrangement du TCRγ. Un groupe 1 de 136 patients a pu 

être constitué.  

 

Nous avons également sélectionné un deuxième groupe constitué de 32 patients pour 

lesquels une prolifération LGL a pu être mise en évidence soit par étude cytologique (LGL > 

0,5 G/l) soit par immunophénotypage. Nous avons recherché chez ces patients une clonalité 

TCRγ, en parallèle de la recherche des mutations STAT3. Parmi ces patients, 20 patients ont 

un TCRγ réarrangé et 12 un TCRγ oligo ou polyclonal. 

 

2. Réarrangement TCRγ 

 

Le TCRγ est réarrangé précocement dans la différenciation lymphoïde T. Sa structure 

génomique est bien connue et le nombre limité de segments Vγ et Jγ permet l’amplification de 

la majorité des combinaisons de jonction Vγ-Jγ possibles avec un nombre restreint d’amorces 

(4 pour Vγ et 3 pour Jγ). Les couples d’amorces utilisés sont ceux présentés dans le travail de 

standardisation Biomed 2 permettant la recherche d’une clonalité lymphocytaire [60]. Les 

produits de PCR sont ensuite analysés par électrophorèse sur gel d’acrylamide qui permet la 

distinction entre une population clonale (bande discrète) et une population polyclonale (bande 

diffuse).  
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3. PCR High-Résolution-Melting (HRM) 

 

Cette technique de PCR permet la réalisation d’un criblage rapide en détectant des 

mutations hétérozygotes par dissociation préférentielle des hétéroduplexes comportant un 

polymorphisme ou une mutation, par chauffage et perte de fluorescence liée à la dissociation 

d’un fluorochrome spécifique de l’ADN double brin. L’analyse comporte trois étapes :  

 

- une amplification par PCR en présence d’un intercalant fluorescent de l’ADN double 

brin, permettant la génération spécifique d’un amplicon en quantité suffisante, 

-  la formation d’hétéroduplexes par dénaturation prolongée (95°C pendant 5 min) et 

refroidissement rapide (40°C pendant 1 min), 

-  la courbe de fusion proprement dite à haute résolution. Dans cette dernière étape, la 

fluorescence liée à la présence de l’intercalant fluorescent dans l’ADN double brin est suivie 

au cours d’une montée en température progressive de 60°C à 95°C. Lors de la dénaturation de 

l’ADN, l’ADN simple brin ne s’associe plus avec l’intercalent fluorescent, conduisant à une 

perte de fluorescence. Les hétéroduplexes vont se dénaturer plus rapidement, modifiant leur 

courbe de fluorescence en fonction de la température.  

 

Figure 6 : principe de la technique PCR HRM 
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Après analyse, les plaques sont conservées à 4°C.  L’exploitation des résultats est 

réalisée avec le logiciel LightCycler 480 Software. Le logiciel permet l’acquisition des 

courbes d’amplification et de fusion en temps réel. On peut ensuite normaliser les signaux 

obtenus avant (signal à 100%) et après fusion (signal à 0%) (A) et ainsi distinguer des profils 

de fusion différents entre mutés et non mutés. Un autre type de courbe appelé « différence 

plot » (B) analyse les profils de fusion en comparaison aux témoins négatifs. 

 

Figure 7 : courbes de fusion après normalisation 

 

 

 

Les amorces sélectionnées encadrent les sites de mutations décrits dans la littérature 

localisés au niveau des exons 20 et 21 de STAT3. Ces amorces répondent aux critères 

suivants : 

- longueur de 17 à 30 nucléotides, 

- composition G+C inférieure à 67%, 

- Tm compris entre 58 et 60°C, 

- pas d’auto complémentarité et absence de complémentarité entre les amorces F et R 

pour éviter la formation de dimères d’amorces, 

- absence de séquence complémentaire dans le génome. 
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Les amorces utilisées sont pour l’exon 20 : 

- X20F1- 5’CCTGCTCTCAGCAAGCCAGT3’ 

- X20R1- 5’CAGCAGCCACCAGCAGGT3’ 

Pour l’exon 21 : 

- X21F1- 5’TTCCTTCCCATGTCCTGTGAC3’ 

- X21R1-5’CAAGGATCCCAAAATTTCCAACT3’  

- X21F2- 5’AGATCCAGTCCGTGGAACC3’ 

- X21R2- 5’CCAGTGGAGACACCAGGATA3’ 

 

Un mélange de PCR est préparé de façon à déposer dans chaque puits un volume de 

mélange de 8 µL contenant :  

- 1,4 µL d’H2O 

- 5 µL de « LC 480 HRM MASTER MIX » qui contient la  Taq polymérase 

thermostable, le tampon, l’intercalent fluorescent et les dNTP 

- 1,2 µL de MgCl2 à la concentration initiale de 25 µM (concentration finale 3mM) 

- 0,2 µL d’amorce F à la concentration initiale de 10 µM (concentration finale 0.2 

µM) 

- 0,2 µL d’amorce R à la concentration initiale de 10 µM (concentration finale 0.2 

µM) 

 

Dans chaque puits, on ajoute à ce mélange 2 µL d’ADN du patient de concentration 

initiale comprise entre 10 et 30 ng/µL. 

 

Les échantillons sont répartis en plaque 96 puits et chaque patient est testé en double. 

Des puits sont dédiés au témoin positif (un patient STAT3 muté), au témoin négatif (PBL), et 

à l’eau comme témoin de non contamination lors de la préparation du mix et des plaques. 
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Le programme d’HRM utilisé est le suivant : 

- Dénaturation : 95°C pendant 10 min 

- 45 cycles d’amplification : 

o 95°C pendant 15 sec 

o 63°C pendant 15 sec  

o 72°C pendant 25 sec 

- Fusion 

o 95°C pendant 5 min 

o 40°C pendant 1 min 

o 60°C pendant 5 sec 

o Chauffage progressif  jusqu’à 95°C à raison d’1°C/sec avec une acquisition 

continue de 25 acquisitions/°C 

 

4. Séquençage 

 

Les échantillons positifs en PCR HRM, susceptibles de contenir une mutation de STAT3, 

sont vérifiés par séquençage de type Sanger. 

 

L’analyse des séquences obtenues est réalisée grâce au logiciel Finch TV et Sequencher 

4.10.1. 
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V. Résultats 

 

1. Mise en place de la technique et validation des méthodes 

 

Les mutations du gène STAT3 ont été recherchées sur les exons 20 et 21. En effet, les 

mutations de STAT3 des leucémies à LGL, décrites dans la littérature, sont toutes situées sur 

ces deux exons. Elles portent sur la région codant pour le domaine SH2 de la protéine STAT3, 

responsable de sa dimérisation, étape indispensable à son transport dans le noyau[2], [3]. 

 

Pour ce faire, nous avons commencé par définir au laboratoire des couples d’amorces 

couvrant les exons 20 (X20F1 et X20R1) et 21 (X21F1 et X21R1). La majorité des mutations 

étant retrouvées sur l’exon 21, nous avons tout d’abord fait une analyse portant sur une 

trentaine de patients. Tous les patients ont été testés en double. Nous avons mis en évidence 

deux échantillons potentiellement mutés. Après séquençage, nous avons identifié 2 mutations 

Y640F fréquemment décrites dans la littérature.  

 

Nous n’avons pas pu mettre en évidence de mutation D661Y très fréquemment 

rencontrée dans la littérature, pouvant ne pas être détectée par ce 1er jeu d’amorces (X21F1 et 

X21R1).  

 

Nous avons donc décidé de tester un deuxième couple d’amorces X21F2 et X21R2 

afin d’améliorer la sensibilité de la technique HRM. L’ensemble des échantillons a été retesté 

avec ce nouveau couple d'amorces, grâce auquel nous avons confirmé les mutations 

précédemment retrouvées et détecté 3 échantillons contenant des mutations de type D661Y. 
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Figure 8 : Mise en évidence des mutations ponctuelles  

 

 

2051 A>T. Y640F    2113 G>T. D661Y 

 

L’analyse de l’exon 20 de STAT3 a été réalisée avec un programme HRM standard du 

laboratoire et un mélange contenant les amorces X20F1 et X20R1. Sur l’ensemble des 

échantillons, aucune mutation de l’exon 20 n’a été détectée. Devant le très faible nombre de 

mutations situées sur cet exon dans la littérature, il est probable qu’aucun patient ne présentait 

de mutation dans notre cohorte.  
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2. Analyse des deux cohortes 

 

i. Proliférations T clonales 

 

Cette première cohorte est constituée de 136 échantillons présentant un réarrangement 

du TCRγ clonal. Ils sont donc susceptibles d’être porteur d’une leucémie T-LGL. Dans ce 

groupe, seuls cinq patients présentent une mutation de l’exon 21 de STAT3 (4%) (Patients 1 à 

5). Trois ont d’une mutation Y640F fréquemment décrite dans la littérature [2,3], deux autres 

ont une mutation en position 658, où la lysine K est substituée soit par une arginine (K658R) 

soit par une sérine (K658S). Les mutations en position 658 ont été décrites mais la lysine K 

était substituée par un acide aminé différent [2,3].  

 

ii. Proliférations LGL 

 

Le 2ème groupe est constitué de 32 patients pour lesquels une prolifération LGL a pu 

être mise en évidence cytologiquement ou par cytométrie en flux.  Dans ce groupe, 20 patients 

ont un  TCRγ clonal. On retrouve 5 proliférations LGL NK, 25 proliférations LGL T et 2 

proliférations LGL mises en évidence cytologiquement mais sans immunophénotypage. Sept 

échantillons (patients 6 à 12) présentent des mutations au niveau de l’exon 21, soit 22%. Ces 

mutations sont situées au niveau des codons 661 (3 mutations D661Y), 640 (3 mutations 

Y640F) fréquemment décrites dans la littérature [2,3], ainsi qu'une mutation par insertion 

c.1968_1969ins(TAT) (Y657_K658insY) décrite dans de rares cas [2,61]. 

 

Parmi les patients mutés, deux (n°6 et 10) ne présentent pas de réarrangement du 

TCRγ clonal. Sur les 17 proliférations LGL T clonales en TCRγ, on retrouve 5 patients mutés 

(n° 7, 8, 9, 11 et 12) soit 29%. Sur les 8 proliférations LGL T polyclonales en TCRγ, on ne 

détecte qu’un patient muté (n° 10) soit 12.5%. Sur les 5 proliférations NK, un seul patient est 

muté (n°6) soit 20%. 
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3. Description des patients mutés 

 

L'analyse des dossiers médicaux de 12 patients présentant des mutations de STAT3 a 

permis de recueillir les données clinico-biologiques résumées dans le tableau 2. 

 

i. Patient 1 (mutation K658R, cohorte 1) 

 

Patient âgé de 83 ans au diagnostic. Il est porteur de la mutation K658R. Il présente 

une anémie chronique évoluant depuis plusieurs mois qui nécessite la transfusion régulière de 

culots globulaires. L’immunophénotypage lymphocytaire sur sang montre une infiltration de 

LGL T CD3+ CD8+ TCRαβ+ CD57+ et le TCRγ clonal. La 1ère ligne thérapeutique par 

Méthotrexate est arrêtée pour cause de toxicité médullaire, la 2ème ligne par Ciclosporine est 

stoppée à cause de la toxicité rénale. Suite au début du traitement de 3ème ligne par 

Cyclophosphamide, le patient décède d’une septicémie à Campylobacter associée à un 

important épanchement pleural. 

ii. Patient 2 (mutation K658S, cohorte 1) 

 

Patient âgé de 67 ans pour lequel un diagnostic de syndrome de Sezary (SS)  a été 

retenu. Le patient présente une erythrodermie prurigineuse diffuse depuis 6 mois sans 

organomégalie. La biopsie cutanée met en évidence une infiltration par des lymphocytes T 

CD8+ (dans le SS des infiltrations CD4+ sont retrouvées). La 1ere ligne thérapeutique est 

constituée de Méthotrexate pendant 1 an et la 2ème de cures d' UV thérapie associées au 

Targretin® (bexarotène). A ce jour, l’erythrodermie prurigineuse est stable. 

iii.  Patient 3 (mutation Y640F, cohorte 1) 

 

Patiente âgée de 33 ans au diagnostic présentant une neutropénie sévère et une anémie 

profonde qui nécessite l’utilisation de concentrés de culots globulaires. La présence d’une 

infiltratrion de LGL T  CD3+ CD8+ TCRαβ+ CD57+ sur sang en immunophénotypage et 

d’une clonalité en TCRγ confirme le diagnostic de T-LGL. En 1ere  ligne, la Ciclosporine est 

débutée puis stoppée pour cause de toxicité rénale. En 2eme ligne, le Méthotrexate permet de 

corriger l’anémie, la neutropénie persiste sans infections intercurrentes. Après six mois de 
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traitement, l’immunophénotypage lymphocytaire sur sang montre une persistance de 33% de 

LGL. 

iv. Patient 4 (mutation Y640F, cohorte 1) 

 

Patient âgé de 49 ans au moment du diagnostic. Il est hospitalisé pour pancytopénie 

fébrile avec altération de l’état général et transfusion de culots globulaires. La BOM montre 

une importante infiltration de LGL et une myélofibrose secondaire à cette infiltration. Le 

TCRγ est clonal sur moelle. Il a bénéficié de nombreuses lignes de traitement qui n’ont pas 

permis de corriger les cytopénies. L’évolution est marquée par des infections fréquentes de la 

sphère ORL et le patient décède suite à une aplasie fébrile aillant entrainé une défaillance 

multiviscérale. 

v. Patient 5 (mutation Y640F, cohorte 1) 

 

Patiente âgée de 57 ans au moment du diagnostic. Dans ses antécédents, on retrouve 

une polyarthrite rhumatoïde traitée par AINS. La patiente présente une neutropénie 

asymptomatique oscillante entre 0,5 G/L et 1 G/L depuis plusieurs années. Il n’a pas été 

observé chez elle d’organomégalie ou d’altération de l’état général. Le diagnostic de leucémie 

T-LGL a été posé après mise en évidence d’une infiltration sanguine et médullaire de LGL T 

CD3+ CD8+ TCRαβ+ CD57+ ainsi que d’une clonalité T en TCRγ. Le traitement proposé 

repose sur le G-CSF si apparition d’aphtose buccale, infection ou agranulocytose. L’évolution 

est satisfaisante mais la neutropénie persistante. 

vi. Patient 6 (mutation D661Y, cohorte 2) 

 

Patient âgé de 63 ans au diagnostic. Depuis plusieurs mois, le patient présente une 

altération de l’état général avec une perte de poids de 10 kg, une hépatosplénomégalie 

importante et une pancytopénie qui a nécessité des transfusions de culots globulaires. 

L’immunophénotypage lymphocytaire montre une infiltration de LGL NK CD3– CD8+ 

CD16+ CD56+ CD57- sur sang et moelle, le TCRγ est oligoclonal, le diagnostic de CLPD-

NK est retenu. Le traitement curatif par Méthotrexate permet de corriger les cytopénies, 

l’hépatosplénomégalie et l’infiltration LGL. 
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vii. Patient 7 (mutation D661Y, cohorte 2) 

 

Patient âgé de 50 ans au diagnostic chez qui on découvre fortuitement une 

prolifération LGL. L’immunophénotypage lymphocytaire sur sang révèle une infiltration LGL 

T CD3+ CD8+ TCRαβ+ CD57+ et le TCRγ est clonal. Le patient est asymptomatique et 

aucun traitement n’est mis en place. 

viii.  Patient 8 (mutation D661Y, cohorte 2) 

 

Patiente âgée de 59 ans au diagnostic, chez qui on découvre une prolifération LGL 

suite à l’exploration d’une neutropénie asymptomatique. L’immunophénotypage 

lymphocytaire sur sang montre une infiltration de LGL T CD3+ CD8+ TCRαβ+ CD57+ et le 

TCRγ est clonal. La patiente est asymptomatique, aucun traitement n’est débuté. 

 

ix. Patient 9 (mutation Y640F, cohorte 2) 

 

Patiente âgée de 22 ans au diagnostic. Exploration d’un tableau d’hyperlymphocytose 

associé à une neutropénie et une thrombopénie. L’immunophénotypage lymphocytaire sur 

sang montre une infiltration de LGL T CD3+ CD8+ TCRαβ+ CD57+ et le TCRγ est clonal 

sur sang. La patiente est asymptomatique et aucun traitement n’est débuté. 

x. Patient 10 (mutation Y640F, cohorte 2) 

 

Patient âgé de 68 ans au diagnostic. Il est atteint d’une polyarthrite rhumatoïde. Il est 

hospitalisé pour altération de l’état général associé à une agranulocytose et une prolifération 

de LGL.  L’immunophénotypage lymphocytaire montre une infiltration de LGL T CD3+ 

CD8+ TCRαβ+ CD57+ sur sang mais le TCRγ est oligoclonal. Le traitement par Ciclosporine 

mis en place permet une nette amélioration de la neutropénie. 

xi. Patient 11 (mutation Y640F, cohorte 2) 

 

Cette patiente, âgée de 83 ans au diagnostic, est traitée pour une polyarthrite 

rhumatoïde depuis plusieurs années. Lors d’un bilan de routine, une thrombopénie et une 

neutropénie profonde associées à une importante prolifération LGL sont découvertes de 

manière fortuite. L’immunophénotypage lymphocytaire sur sang montre une infiltration de 
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LGL T CD3+ CD8+ TCRαβ+ CD57+ et le TCRγ clonal sur sang, le diagnostic de T-LGL est 

retenu. La patiente est asymptomatique est aucun traitement n’est débuté.  

xii. Patient 12 (mutation Y657_K658insY, cohorte 2) 

 

Patient âgé de 71 ans au diagnostic. Découverte fortuite d’une agranulocytose associée 

à une hépatosplénomégalie importante. L’immunophénotypage lymphocytaire sur sang 

montre une infiltration de LGL T CD3+ CD4- CD8- CD16/56- TCRγδ+ et le TCRγ est clonal, 

le diagnostic de T-LGL est retenu. L’efficacité du traitement par Méthotrexate et G-CSF 

entrepris est en cours d’évaluation. 
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4. Analyse des 12 patients mutés 

 

Conformément à ce que l’on peut observer dans la littérature, la présentation clinique 

des patients mutés est très hétérogène.  

 

Pour l’analyse des résultats et leur comparaison avec ceux des travaux de Koskela et 

al. [2] et Jerez et al. [3], nous allons présenter les données des 11 patients mutés et 

diagnostiqués "Leucémie à LGL" en excluant le patient 2 atteint de syndrome de Sezary. Les 

deux auteurs se sont en effet concentrés dans leurs travaux sur les leucémies à LGL. 

 

L’âge moyen au diagnostic est de 58 ans (de 22 à 83 ans). On retrouve 6 hommes pour 

5 femmes, sexe ratio 1,2:1. On observe une anémie (Hb < 10g/dL) dans 4 cas (36%), une 

thrombopénie (Plq < 100 G/L) dans un cas (9%), une neutropénie (PNN < 1.5 G/L) dans 9 cas 

(81%). Le décompte des LGL est difficile à interpréter dans cette étude rétrospective, car en 

pratique au laboratoire, on ne différencie les LGL des lymphocytes « normaux » que lorsqu’il 

y a une neutropénie profonde associée. Ceci a probablement pour conséquence une sous-

estimation de leur présence. Six patients étaient symptomatiques au moment du diagnostic 

(55%), les 6 patients traités ont nécessité en moyenne 2 lignes de traitement. Enfin 3 patients 

avaient une polyarthrite rhumatoïde associée (27%) et 3 une organomégalie au diagnostic 

(27%). 
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Tableau 3 : patients mutés 

 

Cas Mutation TCRγ CMF Age Sexe Gb LGL 

 

Hb Plq PNN Lignes 

TT 

SC au 

diagnostic 

PAR Décès 

1 K658R + T 83 H 10,1 0 7,9 332 2,8 3 + 0 + 

2 K658S + T 67 H 6,2 0 13 194 2,7 2 + 0 0 

3 Y640F + T 33 F 3,9 3,09 5,4 157 0,6 2 + 0 0 

4 Y640F + T 49 H 1,2 0 5,8 132 0,5 5 + 0 + 

5 Y640F + T 57 F 2,8 0,28 13 250 0,7 0 0 + 0 

6 D661Y 0 NK 63 H 12,4 8,3 5 108 0,4 1 + 0 0 

7 D661Y + T 50 H 10,4 4,24 16 205 2,3 0 0 0 0 

8 D661Y + T 59 F 7,21 3,8 12,8 158 0,6 0 0 0 0 

9 Y640F + T 22 F 11,6 8 13 130 0,9 0 0 0 0 

10 Y640F 0 T 68 H 3,8 1,5 11,9 169 0,11 1 + + 0 

11 Y640F + T 83 F 16,6 12 12,4 94 0,33 0 0 + 0 

12 Y657_ 

K658insY 

+ T 71 H 1,95 0 12,3 265 0,06 1 + 0 0 

 

Hb en g/dL, Plq en G/L, Gb en G/L, LGL en G/L, PNN en G/L, Om : organomégalie. 
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VI.  Discussion 

 

1. Présentation des résultats de Koskela et Jerez 

 

i. Koskela et al. [2] 

 

Au cours de cette étude, les auteurs ont formé une cohorte de 76 patients atteints de   

T-LGL. Chez un patient index porteur d’une leucémie T-LGL, ils ont réalisé en parallèle sur 

des lymphocytes CD8+ (leucémiques) et des CD4+ (non leucémiques) un séquençage de 

l’ensemble de l’exome. Ceci leur a permis d’identifier une mutation du gène codant pour la 

protéine STAT3. La mutation D661Y localisée dans le domaine SH2 de STAT3 était présente 

seulement sur les cellules leucémiques CD8+.  

 

Ils ont ensuite analysé les 6 exons codants pour le domaine SH2 de STAT3 sur une 

cohorte de 77 patients atteints d’une leucémie T-LGL. 40% des patients présentaient une 

mutation de l’exon 21. Aucune mutation STAT3 n’a été retrouvé parmi les 9 proliférations 

LGL réactionnelles (post infection CMV et traitées par Dasatinib ®). Les mutations de l’exon 

21 de STAT3 semblent donc spécifiques des proliférations clonales à LGL. 

 

Enfin Koskela et al. ont comparé les caractéristiques cliniques des patients mutés et 

non mutés. Il n’y avait aucune différence significative en termes de survie, d’âge, de sexe, 

d’anémie, de thrombopénie, de nombre de LGL et d’organomégalie. Toutefois, les patients 

mutés présentaient significativement plus de polyarthrites rhumatoïdes (26% vs 6% p=0,02) et 

de neutropénies (77% vs 50% p=0,02).   

 

ii. Jerez et al.[3] 

 

Dans cette étude, les auteurs ont sélectionné un premier groupe de 120 patients atteints 

de T-LGL et un second de 50 patients atteints de CLPD-NK. Le sexe ratio est de 1,22:1 et 

l’âge moyen de 64 ans au diagnostic. L’analyse a porté sur les exons codants pour  les 

domaines SH2 des protéines de la famille STAT (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, 
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STAT5b et STAT6). D’autres gènes de la voie JAK/STAT connues pour être des points 

chauds de mutation (JAK2 V617F, JAK3 exons 13-17) ont été également analysés. 

 

 Toutes les mutations identifiées sont localisées sur les exons 20 et 21 de STAT3. 28% 

des patients T-LGL portaient une mutation et 30% des patients CLPD-NK. Les auteurs ont 

d’abord démontré qu’il n’y avait aucune différence significative de présentation clinique entre 

les patients T-LGL et les CLPD-NK. 

 

 Ils ont ensuite comparé les caractéristiques cliniques des patients mutés et des non 

mutés. Il n’y a aucune différence significative en termes d’âge, de sexe, de médiane de survie, 

de neutropénie, d’anémie, de thrombopénie, de nombre de LGL, d’organomégalie, d’aplasie 

associée, et de myélodysplasie. Cependant, les patients mutés et traités nécessitent plus de 

lignes de traitement (2,4 vs 1,2 p=0.03), ils sont plus symptomatiques au diagnostic (75% vs 

40% p=0.001). En ce qui concerne les comorbidités, les patients mutés présentent plus de 

polyarthrites rhumatoïdes (18% vs 7% p=0,03)  et d’anémies hémolytiques (14% vs 4% 

p=0.03).  

 

iii.  Autres cas de mutations de STAT3 

 

En explorant la littérature, on s’aperçoit que les mutations du domaine SH2 de STAT3 

ne sont pas spécifiques des leucémies à LGL. En effet, Ohgami et al. ont recherché en 2013 

les mutations du domaine SH2 de STAT3 dans d’autres pathologies lymphoïdes T. Ils ont pu 

mettre en évidence 2 mutations STAT3 (N647I, D661H) sur 12 lymphomes anaplasiques 

ALK-, 2 mutations (Y640F) sur 29 lymphomes T périphériques, aucune sur les 13 syndromes 

de Sezary [62]. Toutefois, une activation constitutive de STAT3 a pu déjà être mise en 

évidence dans le syndrome de Sezary [63].  

 

De la même manière, Couronné et al. ont recherché en 2013 des mutations STAT3 

dans des pathologies lymphoïdes T, B et dans des pathologies myéloïdes. Ceci leur a permis 

de mettre en évidence 1 mutation (Y640F) sur 32 lymphomes T périphériques, 1 mutation 

(Y657ins) sur 13 lymphomes Tγδ, 2 (D661ins, D661Y) sur 10 lymphomes anaplasiques 

ALK- et 2 (E616del) sur 79 lymphomes B à grandes cellules [59].  
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Enfin, Pilati et al. ont montré en 2011 que des mutations Y640F de STAT3 sont 

retrouvées dans 6% des tumeurs solides hépatiques [64].  

 

La majorité des mutations retrouvées dans ces 3 publications ont été décrites dans les 

leucémies à LGL. Le fait de retrouver une mutation du domaine SH2 de STAT3 n'est donc 

pas spécifique des proliférations malignes à LGL. Cette observation a pu être également faite 

dans notre cohorte, où un patient muté est atteint d’un syndrome de Sezary, sans qu’aucune 

prolifération LGL n’ait pu être mise en évidence chez lui. 

 

Rajala et al. ont détecté 4 mutations du gène codant pour la protéine STAT5b sur 211 

T-LGL (2%). Ces mutations portent aussi sur la région codant pour le domaine SH2 de la 

protéine[65]. 

 

Palomero et al. ont retrouvé récemment des mutations de RHOA dans 18% des 

lymphomes T périphériques sans autre spécificité [66]. D’autres mécanismes semblent 

impliqués dans les processus de tumorigenèse des lymphomes T périphériques. 

 

2. Comparaison des patients de la cohorte à ceux de la littérature 

 

Dans la cohorte 2, il y a 17 proliférations LGL T clonales en TCRγ, qui correspondent 

à des leucémies de type T-LGL. On retrouve 29% de patients mutés dans cette population, 

résultats comparables aux 40% de la cohorte de Koskela et al. et aux 28% de la cohorte de 

Jerez et al.. 

 

Dans la cohorte de Koskela et al. [2], les patients mutés présentaient plus de 

neutropénies (77% vs 50%), et de polyarthrites rhumatoïdes associées (26% vs 6% ; p=0,02) 

que les non mutés. Dans nos résultats, on observe que 81% des patients mutés sont 

neutropéniques, et 27% des patients ont une polyarthrite rhumatoïde associée.  

 

 Dans la cohorte de Jerez et al. [3], les patients mutés ont plus de lignes de traitement 

(2,4 vs 1,2 ; p=0,03), de polyarthrites rhumatoïdes (18% vs 7% ; p=0,03). Ils sont aussi plus 

souvent symptomatiques au diagnostic (75% vs 40% p=0,001). Sur notre cohorte, 55% des 



59 
 

patients sont symptomatiques au moment du diagnostic, les patients traités ont nécessité en 

moyenne 2 lignes de traitement [3]. 

 

 Au final, nos résultats concordent avec ceux des travaux de Koskela et Jerez.  

 

3. Intérêt pour le diagnostic 

 

Dans la première cohorte composée de patients clonaux en TCRγ, nous avons retrouvé 

seulement 5 patients mutés (4%). Pour 4 patients, le diagnostic de leucémie T-LGL avait été 

posé après la mise en évidence d’une clonalité TCRγ qui confirmait la malignité de la 

prolifération. Le diagnostic du dernier patient était, quant à lui, un syndrome de Sézary et 

aucune prolifération LGL n’a pu être mis en évidence chez lui. Devant la faible proportion de 

positif et l’impact diagnostique limité de la présence de STAT3 muté, il apparait peu utile de 

rechercher les mutations STAT3 en systématique chez les patients clonaux en TCRγ. 

 

Dans la deuxième cohorte, nous avons pu identifier 7 patients présentant des mutations 

de STAT3, dont 5 possèdent une clonalité positive en TCRγ qui confirme le diagnostic de    

T-LGL. Chez un autre patient (n°10), malgré la présence d’une prolifération LGL de type T 

bien caractérisée à l’immunophénotypage, aucune clonalité T n’avait pu être mise en évidence 

en TCRγ, pouvant faire passer cette prolifération LGL pour une expansion polyclonale 

réactionnelle. La présence de STAT3 muté nous permet d’affirmer le caractère clonal en 

faveur d'une prolifération maligne. 

 

En tout, sur les 25 proliférations LGL T clonales et polyclonales de la deuxième 

cohorte, la recherche du statut mutationnel de STAT3 nous a permis de confirmer le 

diagnostic d’une seule T-LGL supplémentaire par rapport aux 17 mises en évidence grâce à la 

clonalité TCRγ. Ces résultats soulignent le faible intérêt diagnostique de la recherche de la 

mutation STAT3 dans les proliférations LGL T.  

 

Dans les CLPD-NK, la mise est évidence d’une clonalité passe par l’étude des 

récepteurs KIR. Cette technique, difficile à mettre en œuvre, n’est disponible que dans de 

rares laboratoires spécialisés. C’est pourquoi la plupart des auteurs retiennent comme 

diagnostic positif de CLPD-NK, une prolifération NK chronique supérieure à six mois. Dans 



60 
 

la plupart des séries publiées, des mutations STAT3 sont retrouvées dans environ 30% des 

proliférations NK chroniques [3]. La présence de mutation permet dans ces cas de prouver le 

caractère clonal de la prolifération, d’affirmer sa malignité et donc de la discriminer d’une 

prolifération polyclonale réactionnelle. Une recherche de mutation STAT3 pourrait avoir un 

intérêt pour confirmer le diagnostic de près d’un tiers des CLPD-NK. En effet, sur les 5 

proliférations NK, un seul patient (n°6) présentait une mutation de STAT3 (20%), nous 

permettant d’affirmer le caractère malin de cette prolifération. 

 

En résumé, la recherche des mutations STAT3 a permis de « rattraper » le diagnostic 

de deux patients seulement parmi les nombreux patients testés (une prolifération NK et une 

prolifération T).  Même si la recherche des mutations STAT3 semble avoir un intérêt 

théorique dans le diagnostic des CLPD-NK, la faible fréquence et l’indolence de ces 

pathologies ne justifient pas la mise en place de cette recherche en routine au laboratoire. Les 

patients atteints de proliférations NK chroniques, associées à des cytopénies profondes ou à 

une pathologie auto-immune, seront traités que la clonalité soit prouvée ou non. 

 

4. Intérêt pour le pronostic 

 

L’évolution des T-LGL et des CLPD-NK est généralement indolente, principalement 

marquée par l’existence d’une cytopénie ou d’une pathologie auto-immune associée. Leur 

pronostic est bon et souvent conditionné par l’existence de complications infectieuses 

secondaires à la neutropénie. 

 

Dans les deux principales cohortes de Koskela et al. [2] et Jerez et al. [3], il n’y a pas de 

différences significatives de survie entre les patients mutés et non mutés, l’impact pronostique 

de la présence de mutation est donc très faible. On observe cependant que les patient mutés 

semblent être plus symptomatiques au diagnostic et plus souvent atteints de pathologies 

associées à la leucémie à LGL. Par exemple, la polyarthrite rhumatoïde est la pathologie auto-

immune la plus fréquemment associée. Elle partage avec la leucémie à LGL, une prolifération 

de CTL, une hyper-expression de molécules cytotoxiques ainsi qu’une résistance à l’apoptose 

[67]. Dans la polyarthrite rhumatoïde, STAT3 promeut la survie des fibroblastes synoviaux 

qui participent à la destruction du cartilage articulaire. On a pu récemment montrer que 

l’action des sels d’or, utilisés comme traitement, dépendait du blocage de la voie de 
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signalisation JAK/STAT3 [68]. Ces découvertes pourraient expliquer le lien pathogénique 

entre la présence de mutation dans les leucémies à LGL et la polyarthrite rhumatoïde. 

 

Enfin Koskela et al. ont formé 3 groupes de patients mutés en fonction de la mutation 

identifiée. Un groupe de 7 patients porteurs d’une mutation D661V, un groupe de 7 patients 

D661Y et un groupe de 13 patients Y640F.  Il n’y avait pas de différences significatives de 

survie ou de signes cliniques entre ces trois groupes [2]. La position de la mutation sur la 

séquence codant le domaine SH2 de STAT3 ne semble pas influencer non plus le pronostic 

des patients STAT3 mutés. 

 

L’ensemble de ces résultats démontre qu’il n’y pas d’intérêt d’intégrer la recherche de 

mutation STAT3 comme marqueur pronostique des leucémies à LGL. 

 

5. Intérêt thérapeutique 

 

On a pu voir précédemment que les patients mutés semblent nécessiter plus de lignes de 

traitement. Cependant aucune étude n’a pour l’instant démontré que la présence de mutations 

conduisait à une sensibilité accrue à un traitement. Une fois cette constatation faite, la 

recherche de mutation ne nous permettra donc pas d’adapter le traitement en cas de positivité. 

 

Des nouvelles molécules qui inhibent la dimérisation de STAT3 et sa liaison à l’ADN 

sont en cours d’étude. Par exemple, STA21 [3] semble prometteur. Lorsque l’on met en 

contact STA21 et des LGL leucémiques en culture, il y a une augmentation dose dépendante 

de l’apoptose des cellules leucémiques. Par contre, les LGL normaux s’avèrent beaucoup 

moins sensibles à cette molécule. Toutefois, l’apoptose des LGL leucémiques ne dépend pas 

du statut mutationnel, les LGL STAT3 mutés sont tout aussi sensibles que les STAT3 non 

mutés [3]. Dans la perspective de l’utilisation clinique de STA21, la recherche de mutations 

STAT3 ne présenterait pas d’intérêt.  
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VII.  Conclusion 

 

Dans la première cohorte, composée de 136 patients clonaux en TCRγ, nous avons 

retrouvé 4% de mutations de STAT3 et 22% dans la cohorte 2 composée de 32 patients. Nos 

résultats confirment l’implication de la voie JAK-STAT dans les leucémies à LGL. Toutefois, 

la détection de mutations de STAT3 semble n’avoir qu’un impact diagnostique, pronostique et 

thérapeutique limité. La mise en place de sa recherche en routine au laboratoire n’est donc pas 

justifiée.  

 

Récemment, Jerez et al. ont poursuivi leurs travaux en recherchant des mutations 

STAT3 chez des patients atteints de syndrome myélodysplasique (SMD) et d’aplasie 

médullaire (AM). Ils ont bien sûr pu mettre en évidence des mutations STAT3 lorsque ces 

pathologies étaient associées à une prolifération LGL. Mais, de manière plus étonnante, ils ont 

mis en évidence des mutations STAT3 (8 D661Y et 5 Y640F) dans un petit nombre de MDS 

(2,5%) et d’AM (7%) sans aucune prolifération LGL identifiable cytologiquement ou par 

immunophénotypage. Ensuite, les auteurs ont pu montrer que les mutations STAT3 étaient 

spécifiquement portées par des CTL CD3+, CD8+, CD57+ de la moelle [69]. Ces résultats 

indiquent que les LGL et leur « immortalisation » par mutation STAT3 pourraient avoir une 

implication dans le développement des MDS et des AM.  
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Détection et impact des mutations de STAT3 dans les syndromes 
lymphoprolifératifs T et NK  

 
 

 
 
 
 

 
Résumé :  
 

La leucémie à grands lymphocytes à grains (LGL) est un syndrome lymphoprolifératif rare de lymphocytes T 
cytotoxiques ou de cellules natural killer. La classification OMS 2008 distingue les leucémies à grands lymphocytes à 
grains T (T-LGL) et les syndromes lymphoprolifératifs chroniques à cellules NK (CLPD-NK). Récemment, des 
mutations du gène codant pour la protéine STAT3 ont été rapportées dans environ un tiers des T-LGL et des CLPD-
NK, ce qui unifie la pathogenèse de ces deux entités. Nous avons développé une méthode de recherche de mutations 
de ce gène dans deux cohortes de lymphoproliférations T et NK. La première cohorte de 136 patients (syndromes 
lymphoprolifératifs clonaux en TCR γ) n’identifie que 5 patients mutés (4%). Une seconde cohorte de 32 patients 
présentant une lymphoprolifération spécifique à LGL identifie 7 patients mutés (22%). Les patients mutés n’ont pas de 
différence identifiée dans le diagnostic ou le pronostic, posant la question de l’utilité de cette détection dans le cadre 
des lymphoproliférations T ou NK. 
 
____________________________________________________________________________________________________ 
 
 
Titre en Anglais:  Detection and impact of STAT3 mutations in lymphoproliferative disorders T and NK  
 

 
Large granular lymphocyte (LGL) leukemia is a rare lymphoproliferative disorder of cytotoxic T lymphocytes 

or natural killer cells. The WHO 2008 classification distinguish T-cell large granular lymphocytic leukemia (T-LGL) from 
chronic lymphoproliferative disorders of NK cells (CLPD-NK) cells. Recently, mutations in the gene encoding STAT3 
protein have been reported in approximately one third of T-LGL and CLPD-NK, which unifies the pathogenesis of these 
two entities. We developed a diagnosis method looking for the STAT3 mutations gene in two cohorts of T and NK 
lymphoproliferations. The first cohort of 136 patients (lymphoproliferative disorders clonal for TCR γ) detected only 5 
patients with a STAT3 mutation (4%). A second cohort of 32 patients with a specific LGL lymphoproliferation identifies 
7 mutated patients (22 %). Patients bearing a STAT3 mutation have no identified difference regarding the diagnosis or 
the prognosis, raising the question of the usefulness of its detection in the context of T or NK lymphoproliferations. 
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