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INTRODUCTION




Les troubles lymphoprolifératifs (LPD) sont des affections plutot courantes qui peuvent étre
des maladies chroniques et indolentes ou agressives. Leur diagnostic peut étre motivé par
I'apparition d'une hypertrophie des ganglions lymphatiques ou splénomégalie, asthénie et
cytopénie ou méme ¢étre découvert fortuitement comme une lymphocytose lors d’une
numération globulaire compléte du sang périphérique. L'examen morphologique est le premier
examen de laboratoire suggérant une telle affection, attestant d'un pourcentage accru et/ou d'un
nombre absolu des lymphocytes anormaux. Ceci incite a réaliser des investigations
immunophénotypiques qui révéleront, dans la plupart des cas, la présence de cellules B
monotypiques. La derni¢re décennie a vu des avancées majeures dans I'immunophénotypage
par cytométrie en flux et cela a ¢élargi 1'utilité de la cytométrie en flux pour étudier les antigénes
présents sur cellules hématopoiétiques normales et néoplasiques. Cette revue résume
I’application de la cytométrie en flux dans le diagnostic et la prise en charge des syndromes
Lymphoprolifératifs B. L'analyse des tumeurs présumées a cellules B par cytométrie en flux
passe par quatre étapes bien définies. La population de lymphocytes B est identifiée et la
synchronisation établie ; le stade de développement des lymphocytes B représenté dans
I'échantillon est évalué ; la clonalité de La population de cellules B est identifiée et enfin un
phénotype composite détaillé est produit qui comprend 1'identification du marqueur spécifique

de la tumeur.



]

CHAPITRE 1 : RAPPEL SUR
UHEMATOPOIESE ET LA LYMPHOPOIESH
NORMALES




1-L’HEMATOPOIESE :

Il s’agit d’un phénomeéne physiologique, dynamique et continu qui assure une production
quotidienne de 440 milliards de cellules sanguines menant a la production de plus de 200
milliards d’hématies, d'environ 200 milliards de plaquettes avec une demi-vie de 8 jours et de
40 milliards de leucocytes avec une demi-vie allant de 8 heures pour les polynucléaires
neutrophiles a des mois ou des années pour certaines sous-populations lymphocytaires. Cette
activité éminente de production est assurée par une petite population de cellules dites cellules
souches hématopoiétiques. Chez le feetus, ’hématopoie¢se commence au niveau du tissu
conjonctif embryonnaire jusqu’au 2" mois, s’effectue dans le foie et la rate du 2 au
6°™ mois, ensuite devient médullaire (dans les os) a partir du 4™ mois concordant avec le
développement des ¢bauches des os. Sa localisation devient exclusivement dans la moelle
osseuse apres la naissance. Jusqu’a I’age de 5 ans, tous les os ont une activité hématopoiétique.
Par la suite I’hématopoiése se limite aux os plats : sternum, cotes, vertébres, bassin et crane!.
L'hématopoicse passe par 4 étapes successives ; les cellules souches totipotentes pouvant se
différencier en différents types de cellules du sang, les cellules souches progénitrices engagées
dans un lignage cellulaire, les précurseurs se divisent et maturent, et finalement les cellules
matures fonctionnelles qui passent dans le sang et ne se divisent plus. Le passage d’une étape a
une autre est sous influence de signaux (cytokines et autres).

Deux types principaux de cellules progénitrices multipotentes dérivent de la cellule souche
hématopoiétique pluripotente :

* Cellules progénitrices lymphoides, qui donnent naissance aux différents types de lymphocytes
(cellules B et T)

* (CFU-GEMM ou CFU-MIX) cellules progénitrices granulocyte/ érythroide/ monocytes/
mégacaryocyte, qui génerent les principaux types de cellules sanguines.

Les types de cellules progénitrices engagées dérivées des cellules multipotentes CFU-GEMM
(CFU-MIX) sont :

« Erythroide (CFU-E), qui donne naissance aux précurseurs des globules rouges

* Cellules progénitrices granulocytes/monocytes (CFU-GM), qui donnent naissance aux
granulocytes et aux monocytes en formant d'autres sous-ensembles de cellules progénitrices

spécifiques (CFC-G et CFC-M)



* Les éosinophiles (CFU-Eo), qui donnent naissance aux €osinophiles
* Les basophiles (CFU-Bas), qui donnent naissance aux basophiles

* Les mégacaryocytes (CFC-Meg), qui donnent naissance aux mégacaryocytes (et donc aux

plaquettes)?
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Figure 1: Hématopoiése humainée>



Tous les ¢€léments cellulaires du sang proviennent d’une cellule souche progénitrice
pluripotente commune (CSH). Ces cellules souches pluripotentielles se trouvent en tres petit
nombre dans les sites de formation de cellules sanguines, des nombres encore plus petits
peuvent étre trouvés dans le sang périphérique. Histologiquement, elles ressemblent a des
lymphocytes, mais peuvent étre identifiées par des techniques immunohistochimiques puisqu’
elles ont des antigeénes de surface cellulaire distincte. Les cellules pluripotentes se divisent et
donnent naissance a des cellules avec une ligne de croissance plus restreinte. Il est possible de
diviser les cellules hématopoiétiques en quatre groupes en fonction de leur capacité d'auto-
renouvellement, division cellulaire et capacité de former différents types de cellules. Les
cellules souches pluripotentes sont capables de former tout type de cellule sanguine et sont a
I’origine des cellules souches primitives ou CFU (Colony Forming Unit). Les cellules
progénitrices multipotentes sont capables de proliférer en se différenciant sous 1’effet de
facteurs de croissance et forment une gamme spécifique mais large de cellules sanguines. Ces
cellules vont perdre progressivement leur capacité d’auto-renouvellement au fur et a mesure
qu’elles se différencient. Les cellules progénitrices sont capables de former seulement un ou
deux types de cellules sanguines. Les précurseurs en voie de maturation subissent une
différenciation structurelle pour former un seul type cellulaire et sont donc incapables de se
diviser, elles ont une capacité de multiplication (amplification) : 3 a 5 mitoses par cellules
permettant d’obtenir des cellules matures. Elles sont reconnaissables morphologiquement mais
aussi par leur ag de surface via le myélogramme ou la cytométrie de flux : Glycophorine A
pour la lignée érythroide, CD19 pour les LB, CD3 et CD7 pour les LT, CD13 et CD33 pour la
lignée granulomonocytaire. A la fin de ce processus, les cellules traversent la barricre

médullaire et se retrouvent dans la circulation sanguine.*
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Figure 2: Les cellules précurseurs du sang peuvent étre divisées en quatre classes principales selon
Leur capacité a se différencier en différents types cellulaires et leur capacité d'auto-
renouvellement.’
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L hématopoiese est soumise a un contrdle et une régulation a tous les niveaux :

Le micro environnement (ou stroma) fait partie de La niche hématopoiétique qui est source de
facteurs de croissance, molécules inhibitrices et molécules d’adhésion. Elle est constituée du
stroma, de la MEC et des CSH. C’est un tissu de soutien et de nutrition. La niche est composée
de cellules mésenchymateuses (niche périvasculaire), d’ostéoblastes (niche en ostéale) et de
cellules endothéliales des sinusoides (niche vasculaire). C’est une structure anatomique et
fonctionnelle qui procure aux cellules souches les conditions anatomiques et intercellulaires
satisfaisantes pour assurer I’hématopoicse.

Les facteurs de croissance cytokines ou interleukines ceux sont des glycoprotéines agissant
comme des hormones. Elles sont synthétisées dans le stroma sauf I’EPO (rein) et la TPO
(thrombopoiétine par le foie). Elles peuvent étre responsables d’une régulation positive et
négative. Elles sont responsables de I’expression de facteurs de transcription. Les chimiokines
sont des cytokines chémo-attractantes. Les facteurs de croissance (CSF) sont les cytokines qui
s’occupent de I’hématopoicse. Il y a trois grandes catégories de cytokines :

Les facteurs de promotion jouent un role dans la prolifération, survie, entrée en cycle des CSH
et sensibilisation des cellules souches totipotentes aux autres cytokines : SCF, FLT3-L, IL-3,
famille IL-6 °

Les facteurs de régulation de ’hématopoie¢se multipotentes (lignée déja sensibilisée= étapes

précoces) : ce sont principalement I’interleukine 3 (IL-3) et le facteur de croissance des cellules



Granuleuses et des macrophages : le GM-CSF jouent un role dans la multiplication, la
différenciation et la maturation.

Les facteurs restreints (lignée déja engagée=¢étapes tardives) : agissent sur les cellules souches
engagées ou progénitrices et favorisent la multiplication cellulaire et la maturation des
précurseurs ;

G-CSF(granulocytes), M-CSF(monocytes), EPO (érythrocyte), TPO (plaquettes), IL-5
(éosinophiles), IL-7 (LB), IL-4 et 2 (LT) Le facteur de régulation négative important a retenir
est I’ostéopénie qui se lie aux CSH les empéchant ainsi de rentrer en cycle.’

Les vitamines et oligo-¢léments : certaines vitamines, comme la vitamine B12 et ’acide folique,
sont nécessaires a la synthése de I’ADN et donc a la division cellulaire. D’autres, comme le fer,
sont nécessaires a la fabrication des protéines spécifiques de lignées, comme la synthese de

I’hémoglobine.?



Granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF)

Endothelium, macrophages, T cells

Proliferation and activation of granulocyte
and monocyte precursors
Proliferation of multilineage progenitor cells

Granulocyte colony-stimulating factor
(G-CSF)

Monocytes, endothelium, fibroblasts

Proliferation and maturation of precursors of
granulocytes

Macrophage colony-stimulating factor
(M-CSF)

Endothelium, monocytes, fibroblasts,
endometrium

Proliferation and activation of monocyte
precursors

Stem cell factor

Marrow stromal cells, endothelial cells,
fibroblasts

Proliferation of early and committed
progenitor cells in synergy with other
cytokines

Erythropoietin Kidney, liver Proliferation of erythroid and megakaryocyte
precursors

IL-1 Monocytes, endothelium, fibroblasts Induces stem cells to enter cycle
Induces G-CSF, GM-CSF, M-CSF, IL-3
production
Release of neutrophils from marrow

IL-2 T cells Proliferation and activation of T cells, NK
cells, monocytes

IL-3 T cells Proliferation of early and committed
haemopoietic stem cells, especially
megakaryocytes

IL-5 T cells Proliferation and activation of eosinophil and
basophil precursors

IL-6 Monocytes, fibroblasts, T cells Induces stem cell proliferation, especially
megakaryocyte progenitors

IL-8 Endothelium, monocytes, fibroblasts Neutrophil activation

IL-9 Monocytes Proliferation of erythroid and mast cell
precursors
Maturation of megakaryocytes

IL-11 Fibroblasts Praliferation of monocyte pregenitors and

early committed progenitor cells

Figure 3: Facteurs de croissance impliqués dans I'hématopoiése °

2-LA LYMPHOPOIESE NORMALE :

La lymphopoic¢se émane de la différenciation et de 1’engagement progressif des CSHs en
progéniteurs intermédiaires puis en précurseurs a 1’origine des Lymphocytes B, Lymphocytes
T, des cellules NK (Natural killers) et des DCs (Cellules dendritiques).!® Il s’agit d’un processus
multi-étape qui continue tout au long de la vie et ne se déroule pas que dans la moelle, la
maturation va se parfaire dans le thymus pour les lymphocytes T, dans la moelle osseuse et le
foie feetal pour les lymphocytes B. La lymphopoiése s’installe chez I’Homme dans le plexus

lymphatique et le thymus a partir de 9 semaines de gestation. Le microenvironnement thymique



humain commence a se développer au bout de 4 semaines de gestation en 3 phases
développementales : la premicre se déroule entre 4 et 8 semaines avec 1’apparition de
I’épithélium thymique. La seconde se déroule entre la 9¢me et la 15¢me semaine de gestation
et est caractérisée par le développement des régions sous capsulaire, corticale et médullaire. La
3éme phase se déroule a partir de la 16¢me semaine de gestation jusqu’a 2 ans apres la naissance
et est caractérisée par une maturation des LT intra-thymique robuste. Lorsque les lymphocytes
ont atteint leur maturité ils sont déversés dans le sang et migrent ainsi vers les organes
lymphatiques secondaires (Ganglions lymphatiques, rate, et tissu lymphoide associé aux

muqueuses).!!
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Figure 4: Calendrier d’évolution du systeme hémato-lymphoide durant le développement prénatal

chez ’hommeée!’2

2-1 La lymphopoiése B (phase antigéne indépendante) :

Correspond a la production de lymphocytes B par la moelle osseuse chez I'adulte, et le foie chez
le feetus. Les LB représentent 10 a 15 % des lymphocytes circulants.Ils sont le support de la
réponse humorale et a I’origine de la production des immunoglobulines (Ig) (sous forme soluble
les anticorps (Ac), ou sous forme membranaire les B Cell Receptor (BCR) ) en réponse a une
stimulation antigénique spécifique a partir d’un progéniteur totipotent qui se différencie en
progéniteur lymphoide T (qui va migrer dans le thymus) et en progéniteur lymphoide B
(intervention des cytokines SCF et IL-3) qui reste dans la moelle osseuse.!* Le premier

progéniteur lymphoide B ou B cell precursor ou BCP prolifere et se différencie en présence
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d’IL-7 en 4 étapes successives, que 1’on peut caractériser puisqu’ il apparait chaque fois une
nouvelle molécule :

Au stade B1 (ou pro B) : Caractérisé par la présence des CD19, CD22, CD79b

Au stade B2 (ou pré B) : Apparition en plus des CD10

Au stade B3 (immature B) : On retrouve en plus Cp intra cytoplasmique

Au stade B4 (mature B) : Apparition d’une Ig M en surface.!*

La Lymphopoiese B se déclenche dans la moelle osseuse a partir des lymphocytes Pro-B. A ce
stade le lymphocyte Pro-B réalise une recombinaison de ses geénes VDJ (génes des
Immunoglobulines) médiée par les recombinases RAG1 et RAG2 (Recombination activating
gene) pour aboutir a la synthése du récepteur B (BCR) et donc au stade lymphocyte B mature
naif possédant une IgM et une IgD de surface ; ils sont appelés naifs car ils n’ont jamais
rencontré I’Ag complémentaire de leur Ig de surface). Ces cellules vont migrer vers les organes

lymphoides secondaires, lieu de rencontre de I’antigéne.!'

CD34
CSP Cellule souche pluripotente c-kit
PM Progéniteur multipotent i3+
PLP Progéniteur lymphoide trés précoce : initiation du
réarrangement Dy-J 138 CDie
PLC Progéniteur lymphoide commun : D,-J, réarrangé c ;
CD19
= Ré V,-DJ k
précoce  Réarrangement V,-DJ,.
. CD24
;.3’. Production chaine p inlra-cytnplasnjlique‘ [
[ complexe Pre-BCR en surface
Exclusion allélique. Prolifération
Réarrangement V| -J, \
' ! . IgM compléte en surface : BCR
; 8 P cp21
w B naif sanguin : IgM+IgD+(surface) ! I [
Figure 5 : Les différents stades en fonction du réarrangement des génes et des marqueurs de
différenciation.’’
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2-1-1 Régulation de la lymphopoiése B : Exclusion allélique et exclusion isotypique

Les lymphocytes possédent la particularité de ne synthétiser qu'un seul type d'anticorps a la
fois, et ce a partir d'un seul des chromosomes de chaque paire intéressée (14, 2 ou 22). Ce
phénomene est appelé exclusion allélique ou haploidie fonctionnelle. Au cours de la
différenciation du lymphocyte, une premicre recombinaison est tentée sur l'un des deux
chromosomes pris au hasard. Si la recombinaison est réussie, c'est-a-dire si une chaine
fonctionnelle peut €tre synthétisée (on dit que le réarrangement est productif), tout s’arréte ; le
second chromosome n’est pas recombiné et ne pourra pas étre exprimé. Si au contraire, la
tentative est un échec, et ne conduit pas a la synthése d’un produit fonctionnel (réarrangement
abortif), une nouvelle recombinaison est tentée sur I'autre chromosome. Si les échecs se répétent
pour tous les génes possibles, le lymphocyte ne sécrétera jamais d'immunoglobuline. Une méme
cellule n'exprime jamais a la fois une chaine kappa et une chaine lambda (exclusion isotypique).
La toute premiére tentative de recombinaison pour les chaines 1égeres s'effectue au niveau de
'un des deux genes kappa. En cas d'échec il est fait appel au géne kappa de 1'autre chromosome
2. En cas de nouvel échec il est fait appel aux génes lambda. A leur niveau, chez 'homme, 12
tentatives seront possibles puisqu'il y a 6 génes codant la partie constante des chaines lambda
sur chaque chromosome 22. L’exclusion allélique et I’exclusion isotypique sont contrdlées par

le Pré-BcR."7

2-1-2 Régulation de ’expression et fonction du Pré-BcR :

Le pré-BcR régule les réarrangements génétiques des chaines 1égeres, la survie, la prolifération
et la différenciation des lymphocytes immatures. Par cette voie, les cellules immatures vont étre
soumises a un controle de qualité : seules les cellules contenant un réarrangement BCR m
productif pourront poursuivre leur maturation. Le role du BCR nécessite donc la transduction
d’un signal intracellulaire via le pré-BCR. Dans les cellules B matures cette fonction de
transduction du signal est assurée par les molécules CD79. Il est clairement établi que les
signaux médiés par le pré-BCR passent par 1’activation des molécules CD79 via la
phosphorylation des motifs ITAM présents dans la région intracytoplasmique de ces

molécules.'®
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2-2 L’immunopoiése (phase dépendante de I’antigéne) :

Dans les organes lymphoides secondaires, le lymphocyte T présente 1’antigéne au lymphocyte
B mature naif (des contacts CD80 - CD28 et CD40 - CD40L des lymphocytes B et T
s’effectuent : ceci permet la synthese et la sécrétion de cytokines). Cette présentation provoque
I’activation du BCR suivie par les hypermutations somatiques (processus de mutations
ponctuelles aléatoires sur les lourdes et 1égéres des Immunoglobulines du BCR) afin augmenter
’affinité pour I’antigéne. Le lymphocyte B subit ensuite un switch des immunoglobulines (Igs)
qui produit un réarrangement irréversible de I’ADN par excision des séquences d’ADN situées
entre le géne J et le géne codant pour la chaine lourde souhaitée via des enzymes AID. Ces
cellules vont se remettre a proliférer pour amplifier leur nombre puis soit migrent vers la pulpe
rouge de la rate, la médullaire du ganglion ou la moelle osseuse, et se transforment en
plasmocytes qui produisent les anticorps, soit deviennent des lymphocytes mémoire, qui
recirculent indéfiniment dans 1’organisme a la recherche de leur Ag complémentaire. Un
nouveau contact induit un nouveau cycle d’immunopoicse, qui produira de nouvelles cellules
B encore plus spécifiques de I’ Ag. Par rapport aux lymphocytes naifs, les lymphocytes mémoire
ont un BCR a forte affinité pour I’antigéne, de nature IgG, A ou E. L’Induction de la réponse
immune spécifique d’un antigéne se passe au centre germinatif Lorsque le LB est stimulé a la
fois par sa rencontre avec I’antigéne et par un lymphocyte TCD4 helper de méme spécificité, il
peut se rendre dans un follicule. La, il prolifére rapidement grace a I’environnement produit par
la cellule folliculaire dendritique (FDC), créant le centre clair, et repousse ainsi en périphérie
du follicule, le reste du contenu cellulaire du follicule primaire, en un « manteau » de cellules

B quiescentes. '
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Réponse spécifique Sécrétion spontanée
vis-a-vis d’ un antigéne d' igM
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Réponse antigéne-spécifique: la fonction la plus anciennement connue de sécrétion d’anticorps dirigé contre I'antigéne reconnu par le BCR.
Sécrétion spontanée d’lgM: sans stimulation ni par le BCR ni par les TLR.

Réponse non-spécifique vis-a-vis d’'une stimulation non spécifique par un ligand du TLR:

1. accumulation locale et production d'lgM polyréactives (naturelles); 2. migration, prolifération et production d'lgA ou IgM; 3. prolifération clonale extensive.

Figure 6: Les différentes fonctions des lymphocytes B mémoires.2

3- PHYSIOPATHOLOGIE :
Au cours de chacune des étapes précédentes les cellules proliférent intensément et sont 1’objet
de multiples remaniements chromosomiques. Une anomalie génomique peut survenir : elle sera
habituellement suivie de la mort de la cellule correspondante (apoptose), mais parfois
I’anomalie induit un avantage de prolifération ou/et de survie, pouvant donner naissance a une
cellule cancéreuse par exemple une leucémie aigué¢ quand elle se produit dans une cellule de la
moelle osseuse (B I, B II, B III), ou un lymphome quand elle se produit dans une cellule du
follicule lymphoide. Ces anomalies peuvent émerger a différents niveaux :

o Instabilit¢ génétique au cours de ’ontogénese : (VDJ, Hypermutations somatiques,

commutation des voies de signalisations)

e Multiplicité des voies de signalisations : (Prolifération, différenciation, Apoptose)

e Réarrangements génétiques somatiques : (Mutations, Translocations)

e Le microenvironnement autour des cellules lymphomatoses joue un réle important et

contribue a leur survie et leur prolifération via I’activation de leur BCR par la
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présentation de ’antigéne. Dans le lymphome folliculaire par exemple, les cellules
lymphomateuses ne se multiplient in vitro qu'en présence de lymphocytes T helper ou
d'une stimulation par leur CD40. In vivo, les cellules tumorales sont toujours en contact
étroit avec les cellules folliculaires dendritiques et des lymphocytes T CD4 helper. Les
rares cellules lymphoides des espaces interfollicutaires ne proliférent pas.!

Les infections virales :

e Le virus d'Epstein-Barr (EBV) : infecte environ 90 % de la population humaine. Aprés
la primo-infection, il persiste durant la vie dans les LB mémoire. Dans certains cas, le
virus les transforme et peut occasionner des lymphomes (Burkitt, maladie de Hodgkin,
ou post transplantation), qui tous semblent dériver de LB du CG. Il entre dans le
lymphocyte B en se fixant sur la molécule CD21 (récepteur a la fraction du Complément
C3d) avec la molécule HLA de classe Il comme corécepteur. L’infection des LB in vitro
a pour conséquence I ‘immortalisation des cellules. Le virus reste latent et s'active
spontanément dans un petit pourcentage de cellules. Les cellules B mémoires
quiescentes sont le réservoir de virus dans le corps humain.?

e Le virus d'Epstein-Barr n'est pas le seul agent infectieux impliqué dans la pathogenése
des lymphomes, il y'a aussi le virus de I ‘hépatite C, et il en existe d'autres, tel 'HHV-
8 Ces organismes agissent diversement par des mécanismes bien particuliers,
comparable a EBV, et/ou par I ‘effet de stimulation antigénique chronique. Les
lymphomes non hodgkiniens sont un des cancers les plus fréquemment associé¢s a I
‘infection par le VIH.?

Les lymphomes les plus fréquents dérivent des cellules du centre germinatif ou « post-CG » car

I’hypermutation somatique et la commutation isotypique des immunoglobulines par les AID

entrainent des modifications de ’ADN qui peuvent souvent s’avérer pathologiques et qui

peuvent donner naissance a des cellules lymphomateuses. Par exemple, le géne BCL6 est
souvent muté lors d’une hypermutation somatique aberrante. Les leucémies lymphoblastiques

et les lymphomes lymphoblastiques sont des « néoplasies » (OMS) issus de précurseurs B

infiltrant la moelle osseuse, le sang, et parfois avec des localisations nodulaires ou extra-

nodale.?*
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Type de SLP B en fonction du stade de différenciation
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Figure 7: Correspondance entre les différents stades de différenciation des cellules lymphoides B
humaines et leur contrepartie lymphomateuse

4-EPIDEMIOLOGIE :
La classification OMS 2016 des SLPC distingue :
- les SLPC-B (90%)),
- les SLPC-T et NK (10%).
Ils représentent :
4% des tumeurs malignes
5% de la mortalité liée aux cancers
Augmentation de leur incidence de 80% en 25 ans
Les lymphomes malins non hodgkiniens sont les plus fréquentes des hémopathies malignes.
Leur incidence a doublé en 20 ans. Il existe une prédominance masculine (homme 60%, femme

40%) variable selon les formes de la maladie. Ils sont plus fréquents chez le sujet 4gé avec une
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médiane d'age de 60 ans. De plus, ces pathologies sont parmi les affections cancéreuses les plus
fréquentes de 1'enfant, I'adolescent et I'adulte jeune.?

DANS LE MONDE

L'incidence des lymphomes non hodgkiniens (LNH) est estimée, dans les pays occidentaux, a
13 nouveaux cas par an pour 100 000 habitants. Le type de lymphomes est variable selon les
pays. L'incidence des lymphomes B est plus importante en Europe et aux FEtats-Unis et
représente 80 % des cas diagnostiqués, les lymphomes T, ne représentant que moins de 20 %
des cas. L’incidence des lymphomes T est beaucoup plus élevée, 50 a 70 % des cas, en Asie et
surtout au Japon.

En France

C’est I'une des tumeurs dont la fréquence augmente le plus, son incidence ayant doublé en vingt
ans. De ce fait, les lymphomes sont, maintenant, au sixiéme rang des localisations de cancers
Les causes de cette augmentation ne sont pas connues avec précision mais des facteurs de
I'environnement sont suspectés, comme les dioxines, les pesticides. Ils représentent 3 % des
cancers, ce qui correspond, en 2018 a 15 500 nouveaux cas. L’incidence annuelle, pour 100
000 est maintenant de 12 cas chez les femmes et de 16 cas chez les hommes. L’incidence
augmente apres 1’age de 65 ans, mais ces maladies peuvent s’observer a tout age, y compris
chez I’enfant et I’adolescent. Chez I’adulte, il existe une prédominance masculine variable selon
le type de lymphome. L’age médian lors du diagnostic est de 64 ans chez I’homme et de 70 ans
chez la femme.?®

Au Maroc : Exemple d’une étude descriptive au sud du Maroc

Au Maroc, 1500 nouveaux cas sont diagnostiqués chaque année, avec un nombre total de 7500
patients atteints de lymphomes. Dans 90 % des cas, 1’étiologie du lymphome reste inconnue,
cependant, certains facteurs de risque ont été retenus tels que I’immunodépression et les
pathologies auto-immunes. D’autres facteurs restent incriminés dans I’augmentation du risque
de lymphomes tels que 1’exposition aux radiations ionisantes, aux dioxines et aux pesticides.
La Région de Souss-Massa est une région agricole par excellence située au Sud du Maroc et
draine tous les malades du Sud Marocain. Cette ¢tude avait pour objectif de décrire le profile
épidémiologique des lymphomes dans la Région de Souss-Massa Méthodes Une étude

transversale, rétrospective a visée descriptive portant sur tous les dossiers des malades atteints
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de lymphome et suivis entre le ler janvier 2015 et le 31 décembre 2019 au Centre régional
d’oncologie d’Agadir (CROA).

Résultats Sur cinq ans, 146 patients ont été colligés, I’age moyen était de 50 ans 20,47. Le sexe
ratio H/F = 1,03. Un tiers des patients provenaient de la province de Taroudant et 93,2 % des
patients étaient sous Régime d’ Assistance Médicale pour Démunis (RAMED). Tous les patients
avaient un état général conservé a 1’admission et ils avaient des adénopathies a I’examen
physique. Sur le plan histologique, 29 patients (19,9 %) avaient un LH et 117 patients (80,1 %)
avaient un LNH dont 94 patients (64,4 %) étaient de phénotype B et 23 patients (15,8 %) de
phénotype T. Les stades avancés (III- IV) étaient notés chez 109 patients (74,6 %). La

localisation ganglionnaire était notée chez 103 patients (70,5 %)*’
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CHAPITRE 2:
CYTOMETRIE EN FLUX
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1-GENERALITES :

La cytométrie en flux (CMF) a ét€¢ mise au point dans les années 60 par les chercheurs de Los
Alamos et de Stanford aux Etats-Unis. Elle ne s’est cependant réellement développée que
depuis les années 80 avec I’apparition des anticorps monoclonaux et certaines applications
comme le phénotypage des hémopathies malignes et le suivi des populations lymphocytaires
dans les pathologies associ¢es au VIH. Il s’agit de 1’étude d’une suspension monocellulaire,
colorée par un fluorochrome, circulant dans une veine liquide et passant devant un rayon
lumineux (source laser le plus souvent) grace a un systéme optique étudiant la lumiére transmise
et la lumiere diffractée et ou réémise par un fluorochrome (immunofluorescence). Cette
technique permet une analyse multiparamétrique unicellulaire : elle mesure des parametres
morphologiques (taille, densité, fluorescence...) Et des paramétres d’expression a 1’aide d’AC
monoclonaux sur plusieurs milliers de cellules par seconde. Ces propriétés font de la cytométrie
en flux une technique sensible et objective particulierement adaptée a I’analyse des populations
cellulaires complexes, des événements rares et aux études quantitatives. Elle est utilisée
fréquemment en hématologie. Ces applications, dont la plus simple et la plus ancienne est la
numération de formule sanguine, concernent aussi bien l'analyse des caractéristiques
fonctionnelles ou cytomorphologiques de la cellule normale que la détection, la classification,
1'évaluation des facteurs pronostiques et I'élimination thérapeutique des cellules tumorales. Elle
rend possible une évaluation rapide et fiable des sous-populations cellulaires dans des
prélévements sanguins et médullaires ou dans des liquides de ponction, méme lorsqu’elles sont
faiblement représentées, constituant ainsi une étape essentielle dans le diagnostic et le suivi de
la plupart des hémopathies malignes en particulier des syndromes lymphoprolifératifs B. Ces
derniéres années, la CMF a connu une véritable révolution grace aux avancées technologiques
et a ’augmentation exponentielle des Ac monoclonaux, permettant 1’accés a de nombreux
antigénes. Aujourd’hui les instruments disponibles sont plus rapides, robustes, reproductibles,
donnant acces aux événements rares, notamment la maladie résiduelle (MRD) en hématologie
; nous bénéficions également des avancées dans le domaine de la chimie des fluorochromes, de
I’amélioration de la technologie laser et des progres informatiques permettant le traitement d’un

large volume et leur intégration multiparamétrique.”®
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Dans les années 1990 a 2000, nous disposions de la CMF 1/2 ou 3/4 couleurs ; actuellement,
8/10 couleurs évoluant vers 12/15 couleurs en pratique clinique, ce qui permet d’augmenter

considérablement la résolution de I’analyse des différentes populations cellulaires étudiées.?’

2-PRINCIPE GENERAL DE LA CYTOMETRIE EN FLUX

La Cytométrie en flux est une technique qui permet de mesurer, sur une suspension (sang,
liquide de ponction...) de particules (cellules, bactéries, parasites, billes...). Les caractéristiques
de chaque particule individuellement et simultanément plusieurs paramétres sur chaque
particule ou cellule au sein d’une population hétérogéne. L’interaction de ces éléments avec la
lumiére émise par une ou plusieurs sources lumineuses (lasers en général) permet de
caractériser les cellules selon différents criteres tels que la taille ou la granularité, détectés grace
a la diffusion de la lumiére, ou I’expression de molécules de surface (souvent nommées CD
pour cluster of différentiation) généralement révélées par un composé fluorescent couplé a un
anticorps monoclonal dirigé contre le CD d’intérét. Les cellules en suspension passent une a
une devant un ou plusieurs faisceau(x) laser, la lumiére du laser va exciter les fluorochromes
préalablement couplés a des anticorps monoclonaux capables de reconnaitre et fixer certaines
protéines (CD). Un systeme de filtre optique et de photomultiplicateur va permettre de collecter
la lumiére propre a chaque fluorochrome et de la quantifier.?° Il sera alors possible d’évaluer si
une molécule est présente a la surface de telle ou telle cellule et également de donner I’intensité
de son expression. En cas d’absence de la molécule, aucun anticorps monoclonal ne se fixe et
il n’y a donc pas de signal fluorescent correspondant. Les détecteurs captent des signaux émis
par chaque cellule, tels que :

La lumiére diffusée dans 1’axe de la source lumineuse (Forward Scatter, FSC) qui renseigne sur
la taille des particules

La lumiere diffusée a 90 degrés (Side Scatter — SSC) qui renseigne sur la forme, la structure

interne et la granularité des particules. *!
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Analyse d'une population de lymphocytes
Excitation 2,

Emission ;> Ay

Anti-CD3-fluorochrome

Figure 8: Le fluorochrome anti CD3 reconnait et se fixe sur la CD3 molécule de surface du
Iymphocyte T, suite a son excitation il émet une fluorescence

Side scatter
(90° Light scatter)
* Granularity

Forward scatter
* Size

Laser beam

Figure 9: Diffusion de la lumiere La FSC est proportionnelle a la taille alors que la SSC est
proportionnelle a la granularité et la complexité interne 32

3- DESCRIPTION DE L’APPAREIL :

Un cymometre de flux comporte plusieurs systémes :

* un systeme fluidique qui introduit, canalise les cellules et les améne au niveau du laser. Les
cellules en suspension sont introduites dans une veine liquide sous pression (liquide de gaine)
qui aura pour effet d’aligner et espacer les cellules en vue de 1’analyse ; Ainsi Le systéme
fluidique comprend deux composants ; gaine fluide et lignes sous pression. Le fluide de gaine

est un diluant (généralement une solution saline tamponnée au phosphate (PBS). La pression
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d'échantillon est toujours supérieure a la pression du fluide de la gaine, ce qui fait que les
cellules s'alignent en un seul fichier a travers le faisceau laser. Par conséquent, cet événement
permet un éclairage uniforme d'une cellule ; appelé focalisation hydrodynamique. Le taux
d'injection des cellules dans le faisceau laser peut étre manipulé par I’utilisateur du cymometre
en flux en fonction du but de 'analyse. Par exemple, les débits élevés sont courants pour les
mesures qualitatives telles que immunophénotypage, alors que débits lents sont approprié¢s pour
les applications nécessitant une résolution plus élevée comme l'analyse du contenu ADN. La
concentration cellulaire de 1’échantillon doit étre ajustée a la vitesse d’analyse de I’appareil
pour conserver le méme diamétre de jet dans le liquide de gaine et ainsi garder le centrage de
la cellule dans le jet. Une concentration de 106 cellules par ml est adaptée pour une vitesse de
1000 a 2000 cellules par seconde.”

Fluide Porteur
l Echantillon

B P2-Pl Flggiige
L 4 - dl Wi
Ik ! 4
/ s
) -
L -
Laser (488 nm) -
4 .. |

Figure 10: Représentation schématique du systéme de focalisation hydrodynamique qui permet de
séparer les objets a étudier

* un systéme optique qui se compose de lasers, de lentilles et de filtres pour exciter, détecter et
amplifier les différents signaux émis (miroirs dichroiques, photomultiplicateurs) ; Les lentilles
sont utilisées pour fagconner et concentrer le faisceau laser. Pendant ce temps, le laser produit
de la lumiere en dynamisant des électrons vers des orbitales a haute énergie a haute tension
¢lectricité. Des photons de lumiére sont produits lorsque les €électrons énergisés retombent dans
leurs orbitales d'énergie inférieure. La lumicre est déviée sur les bords de la cellule apres que
le laser frappe les cellules, également appelée lumiere diffusion. Il existe une variété de
configurations laser dans les cymometres en flux basés sur le type de fluorochromes excités. Le

laser argon (488 nm) est utilisé pour exciter de nombreux colorants synthétiques tels que
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l'isothiocyanate de fluorescéine (FITC) et naturels y compris les algues et les phytoplanctons,
résultant en 1'émission de lumiere a une longueur d'onde plus élevée. Les lasers a ions d'argon
sont maintenant remplacés par des diodes laser nécessitant des contraintes d'installation
moindres. La collection optique consiste en une collection de la lentille pour collecter la lumiére
émise par l'interaction particule-faisceau laser et un systéme de miroirs optiques et de filtres
pour séparer puis diriger les longueurs d'onde spécifiées de la lumicre collectée vers les
détecteurs optiques appropriés.

* un systéme ¢lectronique pour convertir les signaux optiques (photons) en des signaux
¢lectroniques (volts). Les signaux sont ainsi récoltés par des photomultiplicateurs, afin d’étre
amplifiés, numérisés et stockés dans un ordinateur. Les signaux lumineux générés quand les
particules traversent le faisceau de laser dans un flux de fluide sont convertis en tensions par
photo-détecteurs. Deux types de détecteurs, les photodiodes (PD) et les tubes
photomultiplicateurs (PMT), peuvent étre préférés sur la base de leur sensibilité. Les
photocathodes de PMT ont la plus grande sensibilit¢ par rapport aux PD bien qu'ils soient
connus pour convertir la lumiere en photoélectrons d'une maniere plus efficace. Par conséquent,
les PD détectent les signaux lumineux plus forts générés par FSC, tandis que les PMT sont
couramment utilisés pour détecter les signaux générés par SSC et fluorescence. Les signaux
lumineux captés par PMT ou le PD sont convertis en un nombre proportionnel d'électrons pour
créer un courant €lectrique. Le courant €lectrique se déplace vers I'amplificateur et est converti
en une impulsion de tension. La quantité¢ maximale de dispersion ou la fluorescence est obtenue
lorsque la particule est au centre du rayon. Quand la particule quitte le faisceau, I’impulsion
revient a la ligne de base

Apres cela, ce courant €lectrique est amplifié par deux types d'amplificateurs, qui sont lin¢aires
et logarithmique. Le signal analogique obtenu doit étre converti en signal numérique par un
convertisseur analogique-numérique pour traitement informatique. Ensuite, les signaux
deviennent des données numériques qui peuvent étre affichés sous forme de tracés ou
d'histogrammes.

* un systéme informatique pour visualiser ces signaux
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Figure 11: Description d’un cymométre en flux

4- FLUORESCENCE :

La fluorescence est une émission de lumicre résultant de I’excitation d’une molécule. Cette
molécule absorbe I’énergie lors de son excitation a une longueur d’onde caractéristique puis
émet cette énergie sous forme de lumicre presque instantanément a une longueur d’onde plus
grande. Les principales molécules fluorescentes sont composées de noyaux aromatiques. Les
spectres d’absorption et d’émission sont propres a chaque fluorochrome, 1’excitation est
générée par les lasers des cymometres et les fluorescences plus ou moins brillantes sont captées
par les détecteurs spécifiques. Pour optimiser le marquage des différents clusters de
différenciation, on privilégie les fluorochromes de forte brillance pour des marqueurs peu

représentés sur les cellules et inversement.
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Figure 12 : Génération de fluorescence.
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Figure 13: Principe de la cytométrie de flux.

Les fluorochromes, fixés sur les anticorps monoclonaux, sont capables d’absorber I’énergie du
laser puis de la libérer par émission de photons de longueur d’onde supérieure (fluorescence),
ce qui permet de quantifier les antigeénes a la surface ou dans le cytoplasme d’une cellule. Dans
cet exemple est représenté un lymphocyte B exprimant les molécules CD19, CD20, CDS5 et
CD23 (adapté d’apreés Becton Dickinson®). FITC : isothiocyanate de fluorescéine ; PE : R-
phycoérythrine ; APC : allophycocyanine ; PerCP : peridinine chlorophylle-protéine.>*

4-1 Fluorochromes :

Les fluorochromes sont en effet capables d’absorber 1’énergie lumineuse provenant du laser
puis de libérer cette énergie, appelée fluorescence, par €émission de photons de longueur d’onde
supérieure. Pour le diagnostic des hémopathies malignes, la plupart des laboratoires
d’hématologie utilisent actuellement des appareils a 4 ou 6 couleurs. A coté de ces analyseurs
utilisés en routine, il existe des cymometres trieurs permettant de séparer des populations
cellulaires et des cymometres pouvant analyser jusqu’a 17 paramétres de fluorescence. Les
caractéristiques importantes d'un fluorochrome comprennent un spectre d'absorption auquel un
composé¢ fluorescent peut étre excité et une gamme de longueurs d'onde émises appelée son
spectre d’émission. La longueur d'onde d'émission de tout fluorochrome sera toujours plus

longue que sa longueur d'onde d'excitation. La différence entre les maximas dans les longueurs
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d'onde d'absorption et d'émission est connue sous le nom de décalage de Stoke qui détermine
la qualité d'un fluorochrome. Plus le décalage Stoke est élevé, plus grande est la séparation
entre l'excitant et la lumicre émise. Puisque la couleur de la lumiére excitante et émettrice est
différente, elles peuvent étre séparées 1’une de 1’autre a 1'aide de filtres optiques. Les photons
totaux de lumiere absorbés par le fluorochrome sont liés a la longueur d'onde d'excitation. Les
fluorochromes utilisés en cytométrie en flux sont classés en plusieurs groupes dont les
fluorochromes utilis€s pour marquer les protéines de maniere covalente, et fluorochromes pour
acides nucléiques. Afin de marquer les protéines de maniére covalente, la sonde est couramment
sélectionnée comme anticorps. Cependant, d'autres protéines comme une lectine, une hormone,
l'avidine ou la streptavidine, ou encore L'ADNc peut étre marqué a l'aide de divers
fluorochromes. Les fluorochromes les plus largement utilisés pour le marquage des anticorps
comprennent le FITC, la phycoérythrine (PE) et l'allophycocyanine (APC). La sélection du
fluorochrome le plus adapté est un probléme important et dépend du laser a utiliser. Si par
exemple un cymometre en flux comprenant un laser a ion d’argon va étre utilisé, le premier
choix sera FITC, car il y a nombreux anticorps marqués au FITC disponibles. PE est le
deuxiéme choix de couleur pour une raison similaire.*®

Tableau 1: Caractéristiques des fluorochromes les plus utilisés.3

Fluorochrome Laser (nm) Emission maximale (nm)
Alexa Fluor™ 405 360, 405, 407 421
Pacific Blue® 360, 405, 407 455
AmCyan 405, 407 491
Alexa Fluor™ 488 488 519
FITC 488 519
PE 488, 532 578
PE-Texas Red® (ECD¥) 488, 532 615
Texas Red® 595 615
APC 595, 633, 635, 647 660
Alexa Fluor™ 647 595, 633, 635, 647 668
PE-Cy5 488, 532 667
PerCP 488, 532 678
PerCP-Cy5.5 488, 532 695
Alexa Fluor™ 700 633, 635 719
PE- Cy7 488, 532 785
APC-Cy7 595, 633, 635, 647 785
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FITC : isothiocyanate de fluorescéine ; PE : R-phycoérythrine ; APC : allophycocyanine ; PE-
Cy5 : PE-cyanine 5 ; PerCP : peridinine chlorophylle protéine ; PerCP-Cy5.5 : PerCP- cyanine
5.5 ; PE-Cy7 : PE-cyanine 7 ; APC-Cy7 : APC-cyanine 7

4-2 Compensation de fluorescence :

Chaque fluorochrome a un large spectre d'émission résultant en un certain chevauchement entre
les fluorochromes quand plusieurs sont utilisés simultanément. Cette situation est appelée un
chevauchement spectral. Les spectres d'émission pour FITC et PE se chevauchent aux mémes
longueurs d'onde auxquelles une partie de la lumiére émise par la fluorescéine passera a travers
le filtre utilisé pour le PE. Ce chevauchement spectral est corrigé par la soustraction d’une
fraction du signal FITC du signal PE ou vice versa. Ce processus est appelé une compensation
de couleur, qui permet le calcule de combien d'interférences (en pourcentage) un fluorochrome
aura avec un détecteur qui n'a pas été attribué spécifiquement pour le mesurer. Afin de
déterminer la compensation a appliquer a I’ensemble de données, certaines lectures de controle
doivent étre effectuées en premier. L’un des fluorochromes doit étre lu seul, puis le pourcentage
de son émission totale détectable dans le canal spécifique pour le deuxiéme fluorochrome est

déterminé. Cette procédure doit étre répétée pour un deuxiéme fluorochrome également.*’
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Figure 14: Explication de la compensation de fluorescence en utilisant deux fluorochromes
imaginaires A et B.

A est mesuré¢ dans le détecteur FL- 1 tandis que B est dans le détecteur FL-2. La partie orange
indique la proportion de B qui se chevauche dans le détecteur FL-1. La partie bleue indique la

proportion de A qui entre dans le détecteur FL-2.
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Figure 15: Effet de la compensation de fluorescence

4-3 Immunofluorescence :

L'immunofluorescence, comme tous les dosages immunologiques, tire parti de la capacité des
anticorps a se lier avec une spécificité élevée a une molécule cible spécifique ; mais elle diffeére
des autres techniques immunohistochimiques en ce qu’ici le marqueur attaché a I'anticorps est
une molécule fluorescente telle que, par exemple, l'isothiocyanate de fluorescéine. L'anticorps
marqué est mis a réagir contre une préparation biologique et I'échantillon ainsi traité est exposé
a une source lumineuse a ondes courtes (ultraviolette ou bleue) sélectionnée au moyen d'un
monochromateur. Cette lumiére a ondes courtes géneére un phénomene de fluorescence dans la
molécule marqueur qui a son tour émet de la lumicre a une longueur d'onde plus longue (verte,
jaune ou orange).

Dans la coloration par immunofluorescence directe, les cellules sont incubées avec un anticorps
directement conjugué a un fluorochrome (par exemple FITC). Cela présente 1'avantage de ne
nécessiter qu'une seule étape d'incubation d'anticorps et ¢limine la possibilité d'une liaison non
spécifique a partir d'un anticorps secondaire. Cette approche est particulierement utile pour la

coloration intracellulaire, ou de grands complexes anticorps-fluorochrome, y compris des
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anticorps secondaires, peuvent étre piégés, provoquant une liaison non spécifique, ou ne

parviennent pas a pénétrer dans la cellule, empéchant la détection primaire des anticorps.

Margueur Fluorescent ﬁﬁ 3§ﬁ

N\

Anticorps

Antigéne

CELLULE

Figure 16: L'immunofluorescence primaire ou directe.

Dans la coloration indirecte, 1'anticorps primaire n'est pas marqué au fluorochrome, mais est
détecté par un anticorps secondaire marqué au fluorochrome. Ce deuxiéme réactif peut étre un
anticorps ayant une spécificité pour le premier anticorps. Le systéme avidine-biotine peut étre
utilisé par exemple un anticorps est conjugué a la biotine et détecté avec de l'avidine marquée
au fluorochrome. Cette technique est légérement plus complexe que I'IFD, nécessite plus
d'étapes et est plus susceptible de subir des interférences, mais en retour, elle est beaucoup plus
flexible qu'une technique directe et parce qu'il est possible pour un anticorps primaire d'unir
plus d'un anticorps secondaire, implique un effet d'amplification qui augmente également la
sensibilité de la technique. Cette technique est possible, car les anticorps se composent de deux
parties, une région variable (qui est celle qui reconnait I'antigéne) et une région constante (qui
est celle reconnue par l'anticorps secondaire). La large gamme d'anticorps conjugués désormais

disponibles élargit le choix des protéines cibles pour le chercheur.*®
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Figure 17: L'immunofluorescence secondaire ou indirecte.
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5- PREPARATION DE I’ECHANTILLON :

Les échantillons analysables en CMF doivent étre composés de cellules en suspension. Le sang
et la moelle osseuse sont donc des prélévements de choix pour I’analyse par CMF. L’utilisation
de tubes avec anticoagulant (EDTA ou héparinate de lithium) est a privilégier. L analyse doit
étre réalisée dans les 24 heures avec une conservation a température ambiante afin d’éviter la
dégradation des cellules, ainsi que pour obtenir des résultats optimaux. La lyse des globules
rouges (¢léments mille fois plus représentés que les leucocytes) permet de les éliminer et de
limiter les interférences pendant I’analyse. La centrifugation du prélévement sur un gradient de
densité enrichit la population d’intérét en isolant les cellules mononuclées. Le lavage des
échantillons dans un tampon isotonique est recommandé pour €liminer les immunoglobulines
naturelles circulantes qui interférent avec 1’étude des chaines légeres Kappa/Lambda ou des
chaines lourdes des immunoglobulines. L’¢étude des cellules avec un taux ¢élevé de récepteurs
aux fragments Fc (ex : lymphocytes B) est difficile, la saturation des récepteurs par du sérum
(animal ou humain) peut éviter un marquage non spécifique. Le marquage des cellules est
réalis¢ a 1’aide d’anticorps le plus souvent monoclonaux couplés a un fluorochrome, a
concentration saturante apres une incubation d’environ 15 a 30 minutes dans I’obscurité, suivi
de lavages successifs pour éliminer I’exces d’anticorps. Des perméabilisants de membranes

sont utilisés pour permettre le marquage d’antigénes intracellulaires.*’

6-TRI ELECTROSTATIQUE DES CELLULES (CELL SORTING) :

Le tri ¢électrostatique des cellules est responsable de la capture et la séparation des cellules avec
des caractéristiques prédéfinies. Une fois les cellules d'intérét sont collectées, ils peuvent tre
utilisés pour une analyse plus approfondie telles que les études microscopiques, biochimiques
et fonctionnelles. Le principe général des trieurs cellulaires en cytométrie en flux a est basé sur
la déviation électrostatique des gouttelettes chargées. Dans cette méthode, les cellules sont
injectées a travers une buse pour former un flux de gouttelettes régulieres en appliquant une
vibration a la buse. Ensuite, ces gouttelettes passent a travers un ou plusieurs faisceaux laser et
sont chargés par une ¢électrode de charge en méme temps. Les gouttelettes peuvent étre déviées
du reste sur la base de leurs charges données. Les gouttelettes chargées positivement sont
déviées vers une plaque de platine de charge négative, les gouttelettes chargées négativement

sont déviées vers la plaque de platine chargée positivement et les gouttelettes non chargées sont
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collectées dans un conteneur a déchets. FACS (fluorescence activated cell sorting en anglais tri
cellulaire induit par fluorescence) est un type spécialis¢ de cytométrie en flux fournissant un
procédé de tri d'un mélange hétérogéne de cellules marquées de fluorescents dans deux ou
plusieurs conteneurs, une cellule a la fois, basé sur les caractéristiques fluorescentes spécifiques
de chaque cellule. Dans ce cas, 1'opérateur sélectionne la cellule fluorescente d’intérét utilisant
un ordinateur pendant leur passage a travers le faisceau laser. Les cellules marquées dans la
goutte seront chargées, ce qui sera utilisé pour séparer les cellules en différents récipients de

collecte.®”
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Figure 18: Tri des cellules par déviation des gouttelettes

7- ANALYSE DE DATA :

En plus des données de fluorescence, des informations optiques connues sous le nom de
diffusion vers I'avant (FSC) et diffusion latérale (SSC) sont obtenues en fonction de I'angle de
la lumiere émise par la cellule analysée. Classiquement, le FSC est la lumiére diffusée sous un
petit angle et détecté par un capteur sur le coté opposé du 488 nm/ source de laser bleu. FSC
fournit essentiellement des informations en corrélation avec la taille de la cellule. La lumiére

qui diffuse de la cellule a un angle de 90°, appelé "diffusion latérale", est sélectionnée par une
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série de capteurs adjacents et fournit des informations sur la granularité¢ de la cellule. Cela
pourrait &tre utile, pour exemple, en essayant de distinguer les lymphocytes et les granulocytes.
Le nuage de points est I'un des moyens basiques de visualisation des données de cytométrie en
flux, les informations sont tracées avec l'axe X comme intensité FSC et I'axe Y comme intensité
SSC. Les axes des tracés sont étiquetés avec le nom du fluorochrome et le marqueur de surface
(Par exemple, FITC—CD3 pour le CD3 marqué a 1'isothiocyanate de fluorescéine). Les cellules
positives pour les deux marqueurs seront situées dans le quadrant supérieur droit, alors que les
cellules négatives pour les deux seront situées dans le quadrant inférieur gauche. Pour la
dispersion les tracés de points les axes sont linéaires, alors que dans les tracés de fluorescence,
en raison de la large gamme de signaux de fluorescence, ils sont généralement affichés de

maniére logarithmique.*!
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Figure 19: Diagrammes de dispersion affichant le FSC (axe X) et le SSC (axe Y) du sang
périphérique total lysé.

7-1 Gating :

Un sous ensemble de données peut étre défini par des méthodes de « gating » spécifique. Une
porte est une limite numérique ou graphique permettant de définir les caractéristiques des
particules pour une analyse plus approfondie. Par exemple, dans un échantillon de sang

contenant une population mixte de cellules, on peut restreindre 1’analyse aux lymphocytes
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seuls. Basé sur la taille de cellule ou FSC, une porte peut étre définie sur le tracé FSC versus
SSC pour I’analyse des lymphocytes. L'affichage résultant refléterait les propriétés de

fluorescence des lymphocytes seuls.*’
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Figure 20: Stratégie de gating pour définir les sous-ensembles de l[ymphocytes.
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Figure 21: Un exemple de staging dans lequel l'analyse de flux de couleur unique est montrée avec
l'axe X étiqueté avec le nom du marqueur cellulaire fluorescent, PLS3, sur une échelle
logarithmique et le nombre de comptes du marqueur sur l'axe Y.

7-2 Analyse de paramétre unique :

Un histogramme est un graphique a parameétre unique ou l'axe des abscisses représente
I'amplitude du parametre étudié (en canaux) et l'axe des ordonnées représente le nombre
d'événements (cellules) par canal. Chaque événement placé dans le canal correspond a sa valeur

du signal. Des signaux d'intensités identiques s'accumulent dans le méme canal. Des signaux
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plus lumineux sont affichés dans les canaux a droite des signaux du gradateur. Idéalement, la
cytométrie en flux est adapté a un seul pic distinct. Cependant, 1'analyse est parfois effectuée

sur une population mixte de cellules résultant en plusieurs pics sur I'histogramme.

140 e e ——————————————— - - 160 g S— —
1(A) 1(B)
16% 55%
120 ﬂ 140 )
100 - 120 ]
100
= 80 g
g o . % 9 !
6 l 60 4|
40 ] ’ s L
20 1 L‘\ 20 ‘ \
0 .,Lm_w- 'w.L > . T vy 0o H T T T -
102 10 102 10 10* 10° 10° 10° 10" 102 10° 10* 10° 10°
IL-17+

Figure 22: Un histogramme a un paramétre unique. L'axe des x représente la valeur du signal du
paramétre en nombre de canaux (Count) et l'axe des y représente le nombre d'événements par
numéro de canal (cellules IL17+)

7-3 Analyse de paramétres multiples :

D'autres méthodes d'affichage des données sont disponibles pour les tracés a deux parametres.
Ce sont des graphiques qui affichent deux parameétres de mesure, un sur l'axe des x et un sur
I'axe des y et le nombre de cellules sous la forme d'un tracé de densité de nuage de points (dot
plot) ou d'une carte de contour. La couleur sert a coder les différentes fréquences des
événements dans le diagramme de densité. Un marqueur de quadrant divise les tracés a deux
parameétres en quatre sections pour distinguer les populations comme négatives, positives ou
double positives. Le quadrant supérieur droit du graphique indique que les cellules sont
doublement positives pour les deux marqueurs fluorescents. Le quadrant inférieur gauche
affiche les événements qui sont négatifs pour les deux marqueurs. Le quadrant supérieur gauche
indique que les cellules sont uniquement positives pour le parameétre de I'axe y. Le quadrant
inférieur droit contient les événements qui sont positifs pour le marqueur de I'axe des x mais

négatif pour l'axe des y.
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Figure 23: Les cellules mononucléaires du sang périphérique ont été marquées avec des anticorps
CD4 et CD3.

8- APPLICATION DE LA CYTOMETRIE EN FLUX EN HEMATOLOGIE :

Les premiers cytomeétres en flux étaient principalement utilisés pour dénombrement des cellules
et, en effet, la méme technologie est toujours utilisée en hématologiec moderne dans la
numération globulaire compléte. La classification des cellules est devenue possible suite au
développement des anticorps monoclonaux. Au début des années 1980, un grand nombre
d’anticorps monoclonaux aux antigénes leucocytaires humains avaient été produit, et cela a
révolutionné le domaine de la cytométrie en flux, permettant ainsi 'immunophénotypage par
cytométrie en flux. La derni¢re décennie a vu des avancées majeures dans l'instrumentation de
cytométrie en flux ainsi qu'une augmentation substantielle de la disponibilité des anticorps et
fluorochromes. Des cytometres avec huit couleurs (ou plus) sont maintenant disponibles
comme instruments cliniques pour l’utilisation dans les laboratoires de Diagnostic. Il est
désormais possible pour évaluer 10 parametres (ou plus) simultanément. Plus le nombre de
parametres examinés est ¢levé, plus la quantité d'informations qui peut étre obtenu a partir d'une
seule préparation de cellules est élevée. Cette augmentation de l'information a élargi ’utilité de

la cytométrie en flux pour étudier les antigénes.**
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8-1- Immunophénotypage :

L'immunophénotypage ou la caractérisation phénotypique des cellules est I'identification et la
quantification d'un groupe cellulaire spécifique dans la population mixte utilisant la cytométrie
en flux, par exemple les cellules immunitaires du sang. Les protéines spécifiques de la
membrane de surface cellulaire, qui sont connus comme des marqueurs, peuvent étre détectés
en utilisant des anticorps. Ces antigénes spécifiques peuvent étre exprimés sur plus d'un type
cellulaire. Par conséquent, I'immunophénotypage des cellules peut étre, accompli par coloration
d'une seule cellule simultanément avec deux anticorps ou plus. Les cellules mononuclées du
sang périphérique PBMC humains ont d'abord été isolées par centrifugation en gradient de
densité par Ficoll-Hypaque. Ensuite, PBMC ont été étiquetés avec la combinaison d'anticorps

de surface cellulaire dont anti-CD3, anti-CD4 et anti-CD14.

8-2 Identification des différentes lignées cellulaires

Toutes les cellules hématopoiétiques expriment le CD45 au cours de leur développement.
L’expression du CD45 va persister sur les leucocytes tout au long de leur vie a I’exception des
plasmocytes tandis que les érythrocytes et les plaquettes perdent 1I’expression de ce marqueur
au cours de leur différenciation. En regardant le niveau d’expression du CD45 en association
avec le SSC, on peut identifier les différentes lignées cellulaires. Les lymphocytes sont
caractérisés par I’intensité la plus forte du CD45 et le signal le plus faible en SSC. La lignée
érythrocytaire est caractérisée par la négativit¢ du CD45 et un faible signal en SSC. Les
monocytes montrent une expression du CD45 un peu plus faible que celle des lymphocytes et
des caractéristiques intermédiaires en SSC entre les lymphocytes et les cellules myéloides. Les
blastes montrent une expression faible du CD45 avec des caractéristiques de SSC variables,
proche de celles des lymphocytes ou des monocytes. Enfin, les cellules granuleuses sont

caractérisées par les signaux les plus intenses en SSC et une expression faible du CD45.4

8-3 Identification des syndromes lymphoprolifératifs B :

L’analyse des lymphocytes B par CMF est réalisée en plusieurs étapes afin d’obtenir une
démarche pertinente et de limiter le colit de I’analyse. La construction du panel d’anticorps de
marquage est donc une étape clé de I’analyse. L'analyse des tumeurs a cellules B par la
cytométrie passe par quatre étapes bien définies. Identification de la population des

lymphocytes B ; les stades de développement des lymphocytes B représentés dans I'échantillon
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sont évalués ; la clonalité de la population de cellules B est identifiée, et enfin un phénotype
composite détaillé est produit, ce qui inclut l'identification de marqueurs spécifiques a la
tumeur.
e Identification de la lignée cellulaire :
Le premier antigéne de cellule B a étre décrit était B1 (aujourd'hui connu sous le nom de CD20),
il a été d’abord utilisé pour caractériser cellules malignes de patients atteints de lymphome et
de leucémie en 1981. Depuis lors, de nombreux autres antigénes qui sont exprimés
exclusivement sur les lymphocytes B ont été identifiés, y compris CD19, CD22, CD79a, CD79b
et autres composants du complexe récepteur des lymphocytes B. Le marqueur le plus
couramment utilisé pour le gating par cytométrie en flux des lymphocytes B est le CD19, car
celui-ci est présent a tous les stades du cycle de vie d'une cellule B, des premiers progéniteurs
aux plasmocytes différenciés en phase terminale et met en évidence les lymphocytes B
immatures. Certains lymphomes a cellules B présentent une régulation négative de CD19, ce
qui peut rendre la détection de ces populations cellulaires problématiques en utilisant CD19
seul, en particulier dans le contexte d'un fond de cellules B normales. Les niveaux d'expression
bas de CD19 sont observés le plus souvent dans le lymphome folliculaire alors que le CD20 est
fortement exprimé. Inversement le CD20 est faiblement exprimé dans la CLL. Il est donc
conseillé d’utiliser des combinaisons de marqueurs de gating, par exemple CD19 et CD20.
e Stade de maturation :

I1 est possible d'obtenir des informations sur stade de développement cellulaire en évaluant les
antigeénes qui ont une expression variable tout au long du cycle de vie de la cellule B. L'un des
marqueurs les plus importants a cet égard est CD10. Les cellules progénitrices B sont CD10
positif et expriment le CD79a / b intracellulaire, manquent CD20 et n'ont pas
d'immunoglobuline de surface. Comme les cellules mirissent, 1'expression de CD10 diminue
et CD20 augmente et les cellules acqui¢rent des immunoglobulines de surface. Comme pour le
gating, I'évaluation du stade de différentiation peut étre améliorée en utilisant des marqueurs en
combinaison (par exemple la combinaison CD20 CD10). Contrairement aux progéniteurs, les
lymphocytes B néoplasiques dérivées du centre germinatif ont une forte expression du CD20 et
ainsi les deux populations peuvent étre distinguées si les antigénes corrects sont examinés

ensemble. Le CD10 est exprimé par les cellules B immatures et les lymphocytes B de la zone
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folliculaire du centre germinatif des ganglions, d’ou 1’expression forte du CD10 dans les LF.
Les cellules B matures ont une faible expression du CD10.
e Clonalité de la population B :
Dans la grande majorité des néoplasmes a cellules B qui se présentent il y aura une grande
population de cellules monoclonales exprimant une seule chaine l1égeére kappa ou lambda.
L'expression de la chaine 1égere est simple a évaluer a l'aide de cytométrie en flux, une fois
l'immunoglobuline circulante enlevé par lavage. Une population monoclonale va entrainer une
perturbation de 1'équilibre des cellules exprimant des chaines légeres kappa et lambda,
entrainant ainsi un rapport kappa/lambda en dehors de la plage de référence. La restriction des
chaines légéres, cependant, n'est pas toujours indicative de la clonalité, et il existe des exemples
dans la littérature de populations de lymphocytes B non clonaux réactifs qui présentent une
restriction des chaines 1égeres. Cette restriction des chaines légeres est facilement observable
en CMF et constitue un marqueur de clonalité indispensable dans I’analyse de la population
lymphoide B. L’utilisation de ce seul caractére de restriction des chaines légéres peut étre
insuffisante en cas d’un faible clone circulant. La combinaison avec des marqueurs aberrants
de lignée lymphoide B comme le CD5 permet de mettre en évidence de petites populations
clonales qui se détachent de la population normale lymphocytaire B.*¢
e Immunophénotype détaillé :

Apres avoir fenétré correctement la population clonale d’intérét, il est possible d'examiner
I'immunophénotype de ces cellules en détail. Chaque sous-population de cellules normales a un
immunophénotype spécifique et des phénotypes anormaux caractérisent de nombreuses entités
pathologiques courantes. La recherche d’expression des différents antigénes pathologiques
permet de caractériser le clone et d’orienter dans la classification des hémopathies lymphoides.
Le clone pathologique se distingue des cellules B normales par I’absence de marqueurs
physiologiques des lymphocytes B ou par I’expression de marqueurs aberrants, par exemple le
CD10 dans le lymphome folliculaire, les CD5 et CD23 dans la leucémie lymphoide chronique,
ou encore les CD103, CD25, CD11c¢ dans la leucémie a tricholeucocytes. Un immunophénotype
détaillé est non seulement important sur le plan Diagnostic, mais génere également des

informations qui peuvent avoir une importance pronostic. Expression de certains antigenes, par
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exemple CD38 dans les lymphocytes chroniques leucémie (LLC) ont des implications

pronostics.

Tableau 2: Antigenes d’intérét dans le diagnostic et le suivi des syndromes lymphoprolifératifs

Margueur

chroniques B*’

on normale

cD10

CD11c

cD19

cD2s

cD38

CD43

cDa1

cD103

CD160

Lymphocytes T et mincrité de lymphocytes B

Lymphocytes 8 et T immatures (centre germinatif),
polynuciéaires neutrophiles, minorité de lymphocytes
B et T matures

Quelques iymphocyles Bet T
Lymphocytes B et plasmocytes

Lymphocytes B

Lymphocytes B

Plasmocytes, lymphocytes B

Lymphocytes B

Faiblement positit dans les lyrmphocytes B matures.,
Expression augmenteée lors de I'activation.

Expression intermédiaire sur précurseurs B et T.

Lymphocytes B et T activés.

Margqueur d’activation des lymphocytes T,

Lymphocytes B mémaoires.

Cellules centro-follicutaires, cellules T immatures,

plasmocytes

Lymphocytes T et minorité de lymphocytes B

Marqueur pan-leuscocytaire

Lymphocytes B, T. NK, monocytes, plasmocytes

Précurseurs B, plasmocytes. Expression variable sur
Ilymphocytes B

Lymphocytes B et T

Minorité de lymphocytes B.

Lymphocytes NK et T CD8

Macrophages, cellules dendritiques, mastocytes,
polynuciéaires, lymphocytes B, hmphocytes T activés

Lymphocytes 8 matures
Lymphocytes T, minorité de lymphocoytes B

Lymphocytes T, NK, précurseurs B
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HCL. Parfois faible expression dans LLC, LPL, LZM, SLVL

Faible intensité d'expression dans LLC

HCL, assoclé & CD103, CD11c et CD123.
Rares LPL. LZM, LCM. MW

Expression aberrante dans la LLC

Margueur de la lignée B. Faible intensité d'expression
dans LLG

HOL (LLG 7)

Iymphoprolifératit CD5+

LF

Margueur de la lignée B

Marqueur de la lignéde B,

Indicateur de restriction isotyplgue

Indicateur de restriction isotypigue

Marqueur de la lignée B. Faible intensité d'expression dans LLC

Diagnostic différentiel LLC et autre syndrome
Iymphoprolifératii chronique CD5+

LZM

LLC, SLVL, MZL. LPL-MW

Différenciation plasmocytaire
Margueur pronostique dans la LLC

Rares LCM et LZM

Intér&t pour la distinction des hémopathies matures
et immatures

Marqueur pronostique dans la LLC

Intérdt diagnostique dans le MM, MRD.LLC

HCL et rares MZL

Diagnostic différentiel LLC/LCM

Diagnostic différentiel LLC/ALCM et autre syndrome

FL

Margueur pronostique dans la LLC




CHAPITRE 3 :
CLASSIFICATION DES SYNDROMES
LYMPHOPROLIFERATIFS B ET
APPLICATION DE L& CYTOMETRIE EN
FLUX DANS LEUR DIAGNOSTIC
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1-GENERALITES :

Les syndromes lymphoprolifératifs chroniques (SLPC), ou néoplasies lymphoides matures,
c’est les hémopathies malignes les plus fréquentes ; ils regroupent un grand nombre
d’hémopathies malignes clonales souvent indolentes mais rarement agressives avec des
caractéristiques cliniques, biologiques, histologiques et génétiques variées. Ils dérivent d’une
prolifération clonale des cellules lymphoides B, T ou NK. Les syndromes lymphoprolifératifs
chroniques B sont classés selon I’OMS :

Dans cette classification, chaque entité définie par :

Le phénotype de la prolifération lymphocytaire : lymphomes B ou T

L'organisation du tissu (histologique) constituant les ganglions et le niveau de désorganisation
de l'architecture ganglionnaire par la prolifération maligne

Le type de prolifération des cellules peut, alors, étre, soit : folliculaire ou diffus

L'aspect des cellules (cytologique) : petites cellules, matures, grandes cellules, jeunes, cellules
clivées ou non

La cytogénétique et La biologie moléculaire
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Tableau 3: Classification OMS 2016 des néoplasies B matures *®

Leucémie lymphoide chronigue B?/lymphome lymphocytique

Lymphocytose monoclonale B , type LLC ;Lymphocytose monoclonale
B, type non LLC™-Z

Leucémie prolymphocytaire BZ

Lymphome de la zone marginale splénique

Leucémie a tricholeucocytes

Lymphome/leucémie B splénique, inclassable :

Lymphome B splénique diffus a petites cellules de la pulpe
rouge

Leucémie g tricholeucocytes - variant®

Lymphome lymphoplasmocytaire :

Macroglobulinémie de Waldenstrém?

Gammapathie monoclonale de signification indéterminée, IgMm™-2

maladie des chaines lourdes pu?

Maladie des chaines lourdes ~

Maladie des chaines lourdes «

Gammapathie monoclonale de signification indéterminée, IgG/A"?

Mmyélome plasmocytaire?

Plasmocytome solitaire des os

Plasmocytome extra-osseux

Maladie des dépdots monoclonaux d'immunoglobuline

Lymphome de la zone marginale extra-ganglionnaire du MALT

Lymphome de la zone marginale ganglionnaire

Lymphome de la zone marginale ganglionnaire pédiatrigue

Lymphome folliculaire

Neéoplasie folliculaire in situ”

Lymphome folliculaire testiculaire; Lymmphome folliculaire de type
duodénal

Lymphome folliculaire de type pédiatrique

Lymphome centrofolliculaire cutané primitif

Lymphome du manteau

Néoplasie in situ a cellules du manteau”

2-LA LEUCEMIE LYMPHOIDE CHRONIQUE (LLC) A CELLULES B :

C’est l'une des leucémies les plus fréquentes dans I'hémisphere occidental, représentant pour
environ un tiers de toutes les leucémies. Comme la plupart des syndromes lymphoprolifératifs,
la LLC est considérée comme une maladie dite indolente : les patients sont initialement
asymptomatiques et les symptomes apparaissent avec 1’évolution de la maladie. La LLC a ¢été
initialement décrite par Dameshek comme un trouble cumulatif d'anomalies de lymphocytes
immunologiquement incompétents. La maladie est liée a I'accumulation monoclonale maligne

de lymphocytes matures de phénotype B CD5+ (il s’agit de lymphocytes B mémoire ayant déja
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rencontré ’antigéne) 1’accumulation des lymphocytes dans la moelle, le sang et les organes
lymphoides secondaires est plutét due a un défaut d’apoptose des cellules qu’a un exces de
prolifération. Ceci explique 1’évolution trés lente de la maladie. De nombreuses nouvelles
découvertes montrant que la maladie n'implique pas seulement 1’apoptose perturbée mais a
¢galement une forte dépendance vis-a-vis du microenvironnement et de la prolifération. La
cause de la LLC dans la plupart des cas n'est pas reconnue, bien qu'il y ait une forte
prédisposition génétique a cette maladie dans certaines familles (une histoire familiale de LLC
est retrouvée chez 8-10% des patients). Malgré cette prédisposition génétique élevée, aucune
mutation mono génique commune n’a été associée a la LLC par rapport a d'autres tumeurs

solides comme les tumeurs du sein et neuroendocrines.*’

T cell-independent Antigen-
immune response experienced MBL
B cell

HSC CLLHSC Pro-B

Oncogenic events:
@ s @ - @0 i Genetic lesions
BCR stimulation

Microenvironment interaction

Antigen-
Germinal centerBceell  experienced MBL
B cell

Figure 24: Un modéle pour le développement de la leucémie lymphoide chronique (LLC) :

Les mutations qui contribuent au développement de la LLC peuvent survenir a n'importe quel
stade du développement des cellules B, y compris dans les cellules souches hématopoiétiques

(CSH)
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2-1 Incidence :

La LLC représente 1 % des cas de cancers et 12,5 % des hémopathies malignes, du moins en
Europe. La LLC est rare dans les pays asiatiques. Le taux standardisé d’incidence ajusté a la
population mondiale est de 3,6/100000 chez ’homme et 1,6 pour 100 000 chez la femme avec
un sexe ratio de 1,9. L’4ge médian de survenue est de 65 ans, le diagnostic de LLC est rare
avant 40 ans, 45 % des cas incidents sont observés chez les patients de plus de 75 ans. Quand
un des membres de la famille est atteint de LLC, le risque relatif pour les autres membres de la
famille de développer une LLC est multiplié par 7,5. Le nombre de cas estimé en 2018 est de
4 674 ; 2 770 hommes contre 1 904 femmes. Le risque de développer un lymphome
lymphoplasmocytaire/macroglobulinémie de Waldenstrdm ou une leucémie a tricholeucocytes
est aussi augmenté.>’

2-2-physiopathologie

La leucémogénése concerne une lignée particuliere de lymphocytes B : il s’agit de la lignée de
lymphocyte B exprimant la molécule CDS5 a la surface de la cellule. Il s’agit d’un lymphocyte
B néoplasique dérivant d’une sous-population de cellules B du manteau folliculaire. Cette zone
est constituée de lymphocytes B ayant des caractéristiques d’autoréactivité immunologique et
coexprimant un antigene T, ’Ag CDS5. Les lymphocytes B CD5+ leucémiques envahissent la
moelle osseuse et inhibent la différenciation des progéniteurs hématopoiétiques normaux. Ces
lymphocytes sont bloqués en phase GO du cycle cellulaire. L’évolution clinique de la LLC est
maintenant reconnu pour impliquer un syndrome précurseur appelé Lymphocytose
monoclonale a cellules B, correspondant a une prolifération monoclonale de petits lymphocytes
B matures dans le sang, la moelle osseuse et les ganglions. D’apres les recommandations les
plus récentes de ’IWCLL (International workshop on CLL), une LCL ne peut étre affirmée que
si le nombre de lymphocytes B clonaux sanguins est supérieur ou égal a 5 G/L. En deca, il
convient de parler de lymphocytose B monoclonale (Monoclonal B-cell lymphocytose ou
MBL).>!

2-2-1 Role du microenvironnement :

Le microenvironnement tissulaire joue un réle central dans la pathogenése de la LLC. Comme
mentionné ci-dessus, alors que la grande majorité des cellules LLC circulantes dans le sang ne

se divisent pas et se reposent, les cellules LLC tissulaires proliférent a un rythme relativement
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¢levé. La prolifération des cellules LLC se produit dans des sites microanatomiques appelés
centres de prolifération ou pseudo follicules. Les cellules CLL Ki-67+ proliférantes sont en
contact intime avec des cellules accessoires, telles que des cellules T, des cellules stromales
d'origine mésenchymateuse et/ou des cellules nourriciéres dérivées de monocytes. Des études
d'expression génique ont montré que les cellules LLC isolées des ganglions lymphatiques et,
dans une moindre mesure, de la moelle ont une expression plus ¢élevée de E2F et MYC que les
cellules LLC dans le sang. Dans ces tissus, en particulier dans les tissus lymphoides
secondaires, il semble y avoir une amélioration de la signalisation BCR des cellules
leucémiques et de l'activation des récepteurs de la famille du TNF, tels que l'activateur
transmembranaire et le modulateur calcique et l'interacteur de ligand cyclophiline (TACI),
'antigéne de maturation des cellules B (BCMA) et récepteur du facteur d'activation des cellules
B (BAFF).*

2-2-2 Role des anomalies génétiques :

Les cellules LLC hébergent généralement des délétions en 13q14, 11922 - 23 ou 17p13 ou
peuvent avoir une copie supplémentaire du chromosome 12 (trisomie 12). Leur valeur pronostic
a été étudiée sur de larges cohortes de patients. Ces anomalies doivent étre recherchées par
technique FISH interphasique. L'avénement des technologies de séquengage de nouvelle
génération, couplées aux analyses du nombre de copies de genes, ont identifi¢ des lésions
génétiques supplémentaires dans la LLC, telles que des mutations dans NOTCH1, SF3BI1 et
BIRC3. De telles mutations pourraient étre utilisées comme cibles thérapeutiques potentielles
ou comme biomarqueurs qui peuvent distinguer les patients qui peuvent avoir des résultats
cliniques différents. Les mutations activatrices d¢ NOTCH]1 surviennent dans ~ 60 % des
leucémies aigués lymphoblastiques de la lignée T. Dans la LLC, des mutations activatrices de
NOTCHI ont été détectées dans environ 10 % des cas nouvellement diagnostiqués, mais dans
15 % a 20 % des cas de LLC en progression et/ou en rechute. Les mutations NOTCH1 sont
¢galement plus fréquentes dans les populations de cellules LLC qui expriment des IGHV non

mutés et qui ont la trisomie 12.

2-2-3 Role des antigénes dans la sélection des cellules B de la leucémie :
Certains Ig exprimées dans la LLC peuvent réagir avec l'antigéne exprimé par les cellules en

apoptose, y compris les protéines du cytosquelette. Ces Ig réagissent avec la chaine lourde de
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myosine IIA non musculaire, qui est exprimée sur certaines cellules apoptotiques, a savoir les
cellules apoptotiques exposées a la myosine (MEAC). La liaison aux MEAC est plus
fréquemment observée sur les cellules LLC exprimant des IGHV non mutés que sur les cellules
LLC exprimant des IGHV mutés. Les Ig avec différentes caractéristiques stéréotypées ont des
schémas distincts de réactivité antigénique, suggérant que plus d'un antigéne ou épitope
antigénique peut €tre responsable de la sélection du répertoire distinctif exprimé dans la LLC.
En plus de l'auto-antigeéne, plusieurs autres antigénes microbiens ou associé€s au virus peuvent
contribuer a la sélection de 1'lg exprimée dans la LLC. Par exemple, les Ig associées a la LLC
codées par IGHV1-69 peuvent réagir avec diverses bactéries gram positives ou gram-négatives
ou avec des antigénes hautement conservés du cytomégalovirus ou d'autres virus de I'herpes.
De tels antigénes peuvent également contribuer a la sélection des cellules B dans d'autres

conditions pathologiques.>*

2-2-4 Role des voies de signalisation :

La signalisation BCR joue un rdle crucial dans la pathogenése de la LLC. La capacité de
signalisation du BCR est un ¢lément important du potentiel prolifératif de cette maladie et est
trés fortement pronostic a la fois en termes de PFS et de survie globale. L'activation du BCR
recrute des kinases, telles que la tyrosine kinase de la rate (SYK) et la kinase SRC LYN, qui
phosphorylent les motifs d'activation a base de tyrosine des immunorécepteurs (ITAM) des
protéines accessoires du complexe BCR, a savoir CD79a et CD79b. La phosphorylation des
ITAM de CD79a et CD79b permet le recrutement de protéines adaptatrices et d'autres kinases,
telles que la tyrosine kinase de Bruton ou la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), dans le
complexe de molécules accessoires BCR. L'activation de ces molécules de signalisation conduit
a l'activation en aval d’AKT/mTOR, NF-«kB et/ou ERK (kinase régulée par le signal
extracellulaire). Des études sur les cellules LLC ont démontré que la signalisation BCR peut
étre améliorée par la protéine -associ¢e de 70 kD qui est exprimé par environ la moitié de tous
les cas de LLC, en particulier ceux qui ont une maladie clinique relativement agressive et
utilisent des génes IGHV non mutés. Le ZAP-70 peut améliorer la signalisation BCR dans la
LLC ce qui explique probablement son association avec une maladie agressive. La stimulation
antigénique est reproduite in vitro en exposant les cellules a un anticorps anti-IgM immobilisé.

Ainsi on peut définir deux profils de patients LLC en fonction de la réponse cellulaire : chez
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les patients « répondeurs », la fixation de ’anti-IgM provoque une activation cellulaire, une
entrée en phase G1 et une inhibition de 1’apoptose spontanée. Chez les « non répondeurs », il
n’y a pas de signalisation. La capacité de répondre a I’engagement du BCR est particulierement
corrélée avec 1’évolutivité de la maladie, y compris chez des patients avec statut IGHV mutg,

et/ou dont les cellules n’expriment pas ZAP-70.>
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2-3 Présentation clinique de la maladie :

Les patients atteints de LLC ne présentent souvent aucun symptome, le diagnostic étant posé
en conséquence d'une lymphocytose asymptomatique, d'une hypertrophie des ganglions
lymphatiques, ou splénomégalie détectée a 1'examen physique pour une autre cause ou dans le
cadre de leur évaluation de soins de santé de routine. Un autre petit groupe de patients présentent
des symptdmes de remplacement médullaire (fatigue, dyspnée, ou pétéchies secondaires a
l'anémie et a la thrombocytopénie), lymphadénopathie symptomatologique ou
hépatosplénomégalie, complications auto-immunes (anémie hémolytique ou purpura
thrombocytopénie idiopathique), ou symptomes B (fievres, sueurs nocturnes et perte de poids).
Dans ce groupe, il est beaucoup plus fréquent de trouver des antécédents d'infections, qui sont
probablement li¢ a I'immunosuppression de la maladie présente en conséquence de I'expansion
de la maladie. Une présentation moins fréquente chez les patients atteints de la maladie a un
stade précoce est un trouble psychologique et une fatigue qui, dans certains cas, est au moins
partiellement causée par l'incertitude avec le nouveau diagnostic de LLC. Ceci est plus souvent
présent chez les patients plus jeunes que chez les patients plus agés. Une petite proportion de
patients atteints de LLC aura des infiltrats pulmonaires au diagnostic qui sont représentatifs de
l'implication de la LLC dans certains cas et une infection active chez d'autres. De toute
évidence, un large éventail de présentations existe pour les patients atteints de LLC. *°La
présence d’adénopathies et/ou de cytopénies sont a la base d’une classification clinique en trois
stades, établie par JL Binet en 1981 et sur laquelle reposent encore aujourd’hui les décisions
thérapeutiques

* Le stade A (environ 80 % au diagnostic) est caractérisé par 1’absence d’adénopathie ou la
présence de petites adénopathies dans moins de trois aires ganglionnaires et 1’absence de
cytopénie. Une atteinte le plus souvent bilatérale des aires ganglionnaires cervicales, axillaires,
inguinales, une hépatomégalie ou une splénomégalie. Cette classification fait donc appel a
I’examen clinique et non aux techniques d’imagerie.

* Le stade B (environ 15 % au diagnostic) est défini par I’atteinte d’au moins trois aires

ganglionnaires, sans anémie ni thrombopénie.
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* Le stade C (environ 5 % au diagnostic) se définit par la présence d’une anémie (hémoglobine
<10 g/dl) et/ou d’une thrombopénie (plaquettes < 100 x 10*9/1), quel que soit le nombre d’aires
lymphoides atteintes.

* Au cours de 1’évolution, environ la moitié des stades A vont évoluer vers un stade B ou C.

Tableau 4: Stades cliniques selon Rai et Binet °”

Stades selon Rai Stades selon Rai modifiés Survie médiane
0 Bas risque Lymphocytose (sang ou moelle) seule 150 mois

| Risque intermediaire Lymphocytose et adénopathie 101 mois

2 Lymphocytose et splénomégalie et/ou hépatomégalie 71 mois

3 Haut risque Lymphocytose et anémie (hémoglobine < 110 g/l) 19 mois

4 Lymphocytose et thrombopénie (plaquettes < 100 GfI) 19 mois

Stades selon Binet

A Bas risque Adénopathies (< 3 aires ganglionnaires) Comme population générale
B Risque intermédiaire Adénopathies (=3 aires ganglionnaires) 84 mois
e Haut risque Hémoglobine < 100 g/l ou plaquettes < 100 G/l 24 mois

Le staging selon Rai, développé aux Etats-Unis, se base sur le principe d’accumulation
progressive de cellules néoplasiques avec initialement une lymphocytose en augmentation
(stade 0, survie médiane de 150 mois), suivie par I’apparition d’adénopathies et d’une hépato-
splénomégalie en progression (stades 1 et 2, survie : 101 et 71 mois), pour finir par une
infiltration médullaire entrainant une anémie et une thrombopénie (stades 3 et 4, survie : 19
mois).

Le staging selon Binet, développé en France, est basé sur I’implication ou non de cinq sites
lymphoides potentiels, accessibles a la palpation, comprenant les régions cervicale, axillaire,
inguinale, splénique et hépatique (stade Binet A avec < 3 sites, et stade B > 3 sites) ainsi que
sur la présence d’une anémie ou d’une thrombopénie (stade Binet C quels que soient les sites
atteints). La survie médiane des patients en stade A est similaire a celle de la population
générale, tandis que pour le stade B elle est de 84 mois, et de 24 mois pour le stade C.

2-4 Criteres de Diagnostic :

Le diagnostic de LLC doit étre évoqué devant toute lymphocytose persistante de 1’adulte, isolée
ou non. Le diagnostic positif de la LLC se fait le plus souvent dans le cadre de 1’exploration
étiologique d’une polyadénopathie. Les critéres du diagnostic de la LLC se sont modifiés a

I’occasion de I’International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukaemia en 2008
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(IWCLL)et nécessitent la présence combinée de trois critéres une lymphocytose > 5
000/mm3/L [5 G/L], persistance de la lymphocytose plus de trois mois, et la présence de
cellules lymphoides d’aspect mature de petite taille avec une chromatine mottée a 1’examen du
frottis sanguin coloré¢ au MGG. NFS sanguin montre une hyperleucocytose constante retrouvée
sur plusieurs NFS mais d'intensité variable ni la biopsie ganglionnaire, ni la biopsie médullaire
ne sont indispensables au diagnostic dans les formes classiques. Avec comme examen clé
I’immunophénotypage lymphocytaire sur sang périphérique qui montre une forte positivité de
CD5, CD19 et CD23 et une faible expression des molécules de membrane du lymphocyte B.>®
2-4-1 Cytologie :

Figure 27: Aspect du frottis sanguin montrant A : petits [ymphocytes typiques de la LLC et présence
d’ombres de Giimprecht ; B : lymphocytes de LLC avec un rapport nucléocytoplasmique plus
faible.’

Leucémie aigle

Figure 28: Aspect cytologique de la LLC comparé a celui de la leucémie aigue
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2-4-2 Immunophénotypage par cytométrie en flux :

La méthodologie la plus fiable pour le diagnostic de la LLC est l'immunophénotypage par
cytométrie en flux (IFC). L’IFC est généralement effectué¢ chez tous les patients atteints de
lymphocytose, afin de confirmer le diagnostic de LLC, suspectée par morphologie et données
clinique. Il n'y a pas de marqueur unique exclusivement exprimé sur les cellules LLC, mais un
immunophénotype composite qui intégre de nombreux marqueurs de cellules B et aide a
distinguer la LLC d’autres néoplasmes a cellules B matures (MBCN). Les critéres de diagnostic
de I'OMS, de I''WCLL et du NCCN pour La LLC sont basés sur la morphologie et
I'immunophénotype des cellules B néoplasiques avec coexpression de CD19, CD5, CD23, avec
une faible expression de CD20 et des immunoglobulines monoclonales de surface (sIg). Les
critéres diagnostiques actuels présentent certaines limites affectant la reproductibilité,
notamment en ce qui concerne la flexibilité¢ dans I'exigence de présence ou absence de chaque
marqueur ainsi que dans le niveau d'expression requis de chaque marqueur. La définition de
I'OMS indique que les cellules LLC coexpriment généralement CD5 et CD23 et qu’en utilisant
cytométrie en flux, les cellules tumorales expriment une surface dim IgM/IgD, CD20, CD22,
CDS5, CD19, CD79a, CD23, CD43 et CDl1lc. CDI10 est négatif et FMC7 et CD79b sont
généralement négatifs ou faiblement exprimés en LLC typique. On considére également que «
certains cas peuvent présenter un immunophénotype atypique (par exemple CD5- ou CD23-,
FMC71 ou CDllcl, slg fort, ou CD79bl). Les directives actuelles de 1'TWCLL autorisent
également des variations dans les niveaux d'expression des marqueurs : Les cellules LLC
coexpriment I’antigéne des cellules T CDS5 et I’antigene de surface des cellules B CD19, CD20
et CD23. Les niveaux de slg, CD20 et CD79b sont typiquement bas par rapport a ceux trouvés
sur cellules B normales. Chaque clone de cellules leucémiques est restreint a 1'expression de
chaines légeéres d'immunoglobulines kappa ou lambda. Les variations de l'intensité de
I'expression de ces marqueurs peuvent exister et n'empéchent pas l'inclusion d'un patient dans
les essais cliniques pour la LLC.%°

Sur la base du profil antigénique, Matutes et al congu en 1994°' un systéme de score
immunologique (score de Matutes, MS) pour assurer le diagnostic de LLC. Dans ce systeme de
notation, une valeur de 0 ou 1 a été attribuée selon I'expression des cinq marqueurs de CDS5,

CD23, FMC7, immunoglobuline de surface M (sIgM) et CD79b. La plupart des LLC. Le profil
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phénotypique d’une LLC avec un score de Matutes a 5 ou > 4. Un score strictement inférieur a
3 exclut une LLC. Des cas de lymphoproliférations avec un score ambigu a 3 font évoquer une
LLC de phénotype atypique ou un autre SLP-B.5?

Tableau 5 : Systéeme de notation pour le diagnostic différentiel des maladies chroniques leucémie
lymphoide (LLC)

Margueurs Points

o 1
Intensite des Ig Modeéeree/Forte I Faible
de surface
CcDS - 1 -+
cD23 - ' -
FMC7 N + Faible/-
CD22 ou CD79b —“+ l Faible/-

L’appartenance des lymphocytes a la lignée B est déterminée par 1’expression du marqueur
CD19. La détection d’une chaine 1égére kappa ou lambda permet d’affirmer la monotypie et la
diminution de son expression refléte la diminution de la densité antigénique du récepteur B a
I’antigene (BCR) par rapport aux cellules B normales, qui est une caractéristique de cette
maladie. La molécule CD35, habituellement observée a la surface des lymphocytes T et sur une
minorité de lymphocytes B a 1’état normal, et le CD23. L'immunophénotype caractéristique de
la leucémie lymphoide chronique (LLC) a cellules B : CD5+, CD23+, FMC7-, CD20 dim+,
immunoglobuline de surface clonale (sIg) dim+.
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Figure 29: Profile immunophénotypique d’une LLC.
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Les lymphocytes (en violet), représentant 43 % des globules blancs, sont repérés par leur forte
expression du CD45 et par leur structure « peu complexe ». Les lymphocytes B (en vert) sont
1solés des lymphocytes totaux par leur expression du CD19. Les cellules de LLC (en rouge),
représentant 88 % des

Lymphocytes B, présentent ici des caractéristiques typiques : monotypie lambda de faible
intensité, CD5+, CD23+, CD79b de faible intensité, FMC7-(score de Matutes/Moreau a 5).
Elles sont également CD20+ de faible intensité et CD43+. En comparaison, la population B
résiduelle normale est visualisée en vert. Ce phénotype permet de porter le diagnostic de LLC.
CD200, une glycoprotéine sur la membrane de surface des lymphocytes B normaux, des
précurseurs des lymphocytes B, de certains lymphocytes T, des cellules dendritiques et des
neurones, a été décrite pour la premiere fois en 2009 comme étant uniformément exprimée dans
la LLC, mais absente dans les cellules de lymphome du manteau (LCM). Depuis lors, son role
potentiel s'est élargi et considéré aussi précieux que CD23 dans le Diagnostic des syndromes
lymphoprolifératifs B.%

3- LYMPHOCYTOSE MONOCLONALE B TYPE LLC/TYPE NON LLC :

La lymphocytose B monoclonale (MBL) est définie comme la présence d'une population de
cellules B clonales dans le sang périphérique avec moins de 5 x 10*9/L de cellules B et aucun
autre signe d'un trouble lymphoprolifératif. La majorité des cas de MBL ont
lI'immunophénotype de leucémie lymphoide chronique (LLC). La MBL peut étre classée en
nombre faible ou élevé selon que le nombre de lymphocytes B est supérieur ou inférieur a 0,5
x 10*9/L. La MBL de faible numération peut étre détectée chez ~5 % des adultes de plus de
40 ans lorsqu'elle est évaluée a l'aide de tests de cytométrie en flux de sensibilité standard. Un
certain nombre de caractéristiques biologiques et génétiques distinguent les MBL a faible
numération des MBL a numération ¢élevée. Alors que la MBL a faible numération évolue
rarement vers la LLC, la MBL a forte numération évolue vers la LLC nécessitant un traitement
aun taux de 1 a 2 % par an. La MBL a nombre élevé se distingue de la Rai 0 CLL selon que le
nombre de cellules B est supérieur ou inférieur a 5 x 10*9/L.%

3-1 Incidence :

La LLC est la leucémie la plus courante dans le monde occidental et aux Etats-Unis, avec une

incidence de 4,2:100 000/an .On estime que la fréquence de MBL est cent fois plus fréquente
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que la LLC . La MBL de type LLC est une constatation courante dans le sang périférique de
sujets en bonne santé, peu importe leur origine géographique ou leur contexte , la population
étudiée (population générale avec une numération formule sanguine normale, hospitalisation
externe, age, sexe) et la sensibilité de cytométie en flux . La MBL de type LLC varie avec 1’age
.la MBL est trés rare chez les moins de 40 ans, et la prévalence augmente avec 1’age, atteignant
75 % chez les patients plus 4gés de 90 ans.%¢

3-2 Pathogénése :

les expansions oligoclonales des lymphocytes B CD5+ peuvent évoluer vers une lymphocytose
monoclonale des lymphocytes B qui peut évoluer vers la LLC .La plupart des études
biologiques se sont concentrées sur les MBL de type LLC. Les anomalies cytogénétiques sont
trés proches de celles retrouvées dans la cytogénétique de la LLC. La délétion 13q14 et +12
sont les aberrations chromosomiques les plus fréquentes impliquant pres de 50 % et 10 a 20 %
des cas de MBL . Le gene IGHV répertoire est différent dans MBL et CLL : l'utilisation de
IGHV3-23 et IGHV4-59/61 est surexprimée dans MBL, et IGHV1-69 est sous-exprimé. Les
corrélations avec les infections chroniques suggerent que la stimulation chronique du systéme
immunitaire peut jouer un role dans la physiopathologie. La lymphocytose monoclonale a
cellules B de type LLC est considérée comme une Iésion précurseur de la LLC : pratiquement
toutes les LLC évoluent a partir d'une lymphocytose monoclonale a cellules B, bien que tous

les cas de lymphocytose a cellules B monoclonales n'évoluent pas vers la LLC.5’

3-3 Présentation clinique :

Les patients atteints de MBL sont souvent asymptomatique , absence d'adénopathie, de
splénomégalie et d'hépatomégalie, et toute autre caractéristique de syndromes
lymphoprolifératifs B (B-CLPD) ou symptdmes liés a la maladie (perte de poids involontaire,
fatigue importante avec Eastern Cooperative Oncology Groupe (ECOG).
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3-4-1Cytologie :

Figure 30: Cellules lymphoides matures similaires a celles observées dans la leucémie lymphoide
chronique.

Patient avec cellules lymphoides matures de type LLC avec chromatine agglutinée mature

(fléche noire) et ombre de Gumprecht (fléche rouge).®®

3-4-2 Immunophénotypage par cytométrie en flux :

Basé¢ sur les profils immunophénotypique de cellules lymphoides périphériques anormales, la
MBL est classée en trois types : type LLC, type LLC atypique et type non LLC. En raison de
I'amélioration de la détection et de 1'identification des cellules B clonales par des techniques de
cytométrie en flux de plus en plus sensibles, un trés faible niveau de cellules B clonales peut
¢galement étre détecté dans le sang périphérique, en particulier dans la population agée en
bonne santé. Similaire 8 CLL, MBL semble hétérogéne avec des profils différents. Selon
I'immunophénotype, les catégories suivantes ont été identifiées

MBL type LLC (représentant 70 a 75 % de la MBL) : CD19+ des cellules B appartenant a ce
groupe sont positives pour CD5 et CD23, expriment de faible niveaux de CD20 (CD20dim) et
de chaines légeres et lourdes de surface (kappa ou lambda dim, apparemment négatifs, et
principalement IgM et/ou IgD dim), avec absence de FMC7 et une faible expression ou absence
de CD79b ou CD22comme on le trouve généralement dans les cas de LLC

MBL type LLC atypique : CD19+ des cellules B sont positives pour CDS5, mais n’expriment
pas (ou expriment a trés faible densité et en faible pourcentage) CD23 et/ou montrent des

niveaux ¢levés d'expression de CD20 (CD20 brillant). Pour distinguer MBL Type LLC de
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MBL type LLC atypique, I'expression CD200 pourrait étre utile. L'absence de t (11 ; 14) doit
étre confirmée pour exclure le diagnostic de lymphome a cellules du manteau (MCL) ;

MBL type non LLC (CD5-négatif) : CD19+ des cellules B sont négatives pour 1'expression
de CDS5, n'expriment aucun autre marqueur distinctif d’autres syndromes lymphoprolifératifs
(par exemple, CD103 ou CD10), étant ainsi potentiellement li¢ aux cellules B des lymphomes

de la zone marginale ou lymphoplasmocytaires.*’
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Figure 31: Profile immunophénotypique d’une lymphocytose monoclonale a cellules B (MBL) de
type leucémie lymphoide chronique (LLC) par cytométrie en flux.

A : Exemple de MBL de type LLC a faible numération dans des échantillons de sang avec une
combinaison CD19/CD5/CDCD23/CD24/CD79b/FMC7/kappa/lambda. Les cellules B
normales sont en vert et les cellules MBL de type LLC sont indiquées en rouge. La MBL de
type LLC représente 0,4 % des lymphocytes totaux (nombre absolu de lymphocytes B anormal
=0,006 x 10*9/L). B : Exemple de MBL de type LLC a nombre ¢élevé dans des échantillons de
sang avec une combinaison CD19/CD5/CDCD23/CD24/CD79b/FMC7/kappa/lambda. Les
cellules B normales sont en vert et les cellules MBL de type LLC sont indiquées en bleu. La
MBL de type LLC représente 81 % du total lymphocytaire (nombre absolu de lymphocytes B
anormal : 4,4 x 10*9/L).
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LC-MBL HC-MBL CLL

cD20

CD5

Figure 32: Profil immunophénotypique identique mais signification biologique différente dans la
LC-MBL, la HC-MBL et la LLC.

De droite a gauche, des dot plots représentant I’expression CD20 et CD5 sur CD19+ des
cellules B d'un sujet LC-MBL, HC-MBL et LLC sont représentées. Les trois conditions sont
caractérisées par l'expression de CD5 avec CD20dim et sont pratiquement impossible a

distinguer, sauf pour la taille du clone et la proportion de cellules B résiduelles normales.

4-LEUCEMIE PROLYMPHOCYTAIRE B :

Les leucémies prolymphocytaire (PLL) sont des tumeurs malignes lymphoides matures de la
lignée des lymphocytes B (B-PLL) ou T (T-PLL). Lorsqu'elle a été décrite pour la premiére fois
comme une entité¢ pathologique dans les années 1970, la PLL était considéré comme une
variante de la leucémie lymphoide chronique (LLC), bien qu’elle ne présente pas les
manifestations cliniques typiques de la LLC. Les leucémies prolymphocytaires B-PLL et T-
PLL sont des troubles rares, généralement avec une évolution clinique agressive et un pronostic
sombre. Dans I'ére de I'immunophénotypage, la différenciation entre les sous-types de cellules
T et B est devenue simple et les deux maladies sont désormais incluses dans la classification
des hémopathies malignes de I’Organisation mondiale de la sant¢ (OMS). La combinaison de
la morphologie, de I'immunophénotypage, des diagnostics cytogénétiques et moléculaires
sépare de manicre fiable la B-PLL et la T-PLL les unes des autres et des autres troubles.
Cependant, il existe un chevauchement morphologique et immunophénotypique considérable
avec d’autres troubles lymphoides, y compris le lymphome a cellules du manteau (LCM), la
leucémie lymphoide chronique avec augmentation des prolymphocytes et le lymphome de la

zone marginale splénique. La leucémie prolymphocytaire B est une maladie
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lymphoproliférative rare caractérisée par la prolifération clonale de prolymphocytes,
impliquant principalement le sang, la moelle osseuse et la rate, avec la présence de plus de 55%
de prolymphocytes dans le sang périphérique (PB). Les cas de LLC avec prolymphocytes sont
exclus, ainsi que les proliférations lymphoides avec la translocation t(11;14)(q13;932) ou

exprimant SOX11, qui correspondent a des formes leucémiques du lymphome du manteau .’

4-1-Incidence :

Les leucémies prolymphocytaires B et T sont rares, représentant environ 3 % de toutes les
leucémies lymphoides matures la T-PLL étant plus fréquente que la B-PLL. La leucémie
prolymphocytaire a cellules B (PLL-B) est une maladie rare, représentant moins de 1 % des
tumeurs malignes a cellules B matures. Les patients atteints de B-PLL ont un age médian de 69
ans avec une prédominance masculine, Le M : F ratio est de 1.6 :1.”!

4-2-Physiopathologie :

Seules quelques études cytogénétiques ont été rapportées dans la B-PLL en raison de la rareté
de la maladie et de la difficulté d'obtenir prolymphocytes en métaphase. Le prolymphocyte
serait issu d'une cellule B mémoire apres passage par le centre germinatif. La B-PLL, en tant
que telle, n'a pas de signature cytogénétique distincte, et seules quelques études cytogénétiques
ont ¢té rapportées dans la littérature. Les anomalies cytogénétiques les plus fréquemment
rapportées comprennent les réarrangements et la surexpression de MY C (observés dans environ
50 % des cas, les délétions de 17p (le bras chromosomique qui porte le géne TP53) et les
mutations de TP53 avec une incidence rapportée de 53 % l'incidence est la plus élevée signalés
parmi tous les sous-types de tumeurs malignes a cellules B. Il n’y a pas d’anomalie
chromosomique spécifique a la B-PLL, cependant des points d’arrét impliquant 14q32 et t (11
;4) (q13 ; q32) sont trouvés dans 20% des cas. La fréquence d’anomalie p53 est la plus élevée
(53%) de toutes les leucémies lymphoides malignes. Des délétions a 11q23 et 13ql4 (qui
survient dans environ 25 % des cas) ont été reporté par analyse (FISH).”

4-3- Présentation clinique de la maladie :

De maniére caractéristique, les patients présentent une augmentation rapide du nombre de
lymphocytes ainsi qu’une splénomégalie, et une lymphadénopathie minimale. Une
lymphadénopathie de faible volume, des éruptions cutanées, un cedéme périphérique et des

épanchements pleuro-péritonéaux sont observés relativement fréquemment dans la PLL des
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cellules T (T-PLL) mais pas dans les cellules BPLL (B-PLL). L’Atteinte du systéme nerveux
central (SNC) a été décrite dans les deux, mais reste rare. Une minorité de patients peuvent étre
asymptomatiques au moment du Diagnostic, IL s’agit de La phase « indolente » qui peut
persister pendant une durée variable. Cependant, la progression peut étre tres rapide lorsqu'elle
survient, et les patients doivent donc étre étroitement surveillés (chaque 1 a 3 mois selon le taux

de changement). ™3

4-4- Criteres diagnostique :

La B-PLL est extrémement rare et son diagnostic précis peut étre difficile car la B-PLL a une
présentation clinique similaire a d'autres tumeurs malignes a cellules B matures, y compris la
leucémie lymphoide chronique. Morphologiquement Les prolymphocytes sont des cellules de
taille moyenne (deux fois la taille de Lymphocyte de la leucémie lymphoide chronique (LLC))
avec un rapport nucléaire a cytoplasmique élevé, un seul nucléole et un cytoplasme granulaire
basophile. En B-PLL, les prolymphocytes devraient représenter plus de 55 % des cellules
lymphoides du sang périphérique, et la proportion dépasse généralement 90 %. La
cytogénétique révele une forte expression des genes 13q del, 11q del, 17p del, 6qdel et une
absence du t (11 ; 14). Malgré les similitudes cliniques et morphologiques, les sous-types de
cellules T de la bande de la PLL peuvent étre facilement distingués par marqueurs
immunologiques en utilisant I’'immunophénotypage par CMF.”*

4-4-1 Cytologie :

Les prolymphocytes sont des cellules de taille moyenne avec une quantité variable de
cytoplasme basophile léger, un noyau rond, ovale ou dentelé, modérément chromatine
condensée et un nucléole proéminent. Les coupes de biopsie médullaire montrent souvent une
infiltration diffuse par les prolymphocytes néoplasiques. Les frottis de moelle osseuse montrent

des amas ou feuillets de prolymphocytes.”
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Figure 33: Prolymphocytes dans le frottis sanguin de patients atteints de leucémie
prolymphocytaire B (A et B). Certains prolymphocytes montrent des granules cytoplasmiques (A,
fleche verte) ou inclusions (A, fleche noire)

Figure 34: Leucémie prolymphocytaire.

La coupe de moelle osseuse montre un agrégat lymphoide paratrabéculaire constitué de cellules

lymphoides moyennes a grandes avec des noyaux irréguliers et un nucléole proéminent (A,
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faible puissance ; B, forte puissance). Le Frottis de moelle osseuse montre un grand nombre
de prolymphocytes (C, faible puissance ; D, haute puissance)

4-4-2 Immunophénotypage par cytométrie en flux :

Le phénotype membranaire des prolymphocytes B est différent de celui de la LLC et de la
LLC/PL mais est similaire a celui des autres Leucémies ou lymphomes a cellules B. Présence
d'une prolifération B avec restriction monotypique kappa ou lambda. Les cellules
prolymphocytaires malignes expriment des antigénes B Les cellules expriment divers antigénes
a forte intensité¢ (CD20, CD22, CD24, CD79b et FMC 7). Ils sont généralement, mais pas
toujours, CD23- et CDS5- contrairement a la LLC et expriment fortement 1'immunoglobuline
membranaire de surface (sIgM) qui est IgM ou IgM+/-IgD. Dans un petit nombre de cas testés,
sept sur 10 avaient une expression positive de ZAP 70 et CD38. Le score de Matutes utilisé en
France, ainsi que le CD20, permettent de distinguer les LLC (score 4 ou 5, CD20 de faible
intensité) des LPL-B qui présentent des scores de 0 a 3, avec un CD20 de forte intensité. Enfin,
les marqueurs CD25, CD103 et CD125 sont habituellement négatifs, le CD200 faiblement
positif ou négatif. Il n’existe donc pas de profil immunophénotypique typique des LPL-B, avec
des similarités avec les autres syndromes lymphoprolifératifs B comme les LM, LZM et

leucémie a tricholeucocytes variante.”®
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Figure 35: Résultats de cytométrie en flux de leucémie prolymphocytaire B.
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Affichage du diagramme de densité de porte ouverte par la porte de dispersion (en bleu) révele
une population proéminente a prédominance lymphocytes de taille intermédiaire. Les tracés de
densité de la porte enrichie en lymphoides (en violet) montrent des cellules B monotypiques
exprimant CD19, CD20 (modér¢ a brillant), CD22, CD23, FMCT7 et surface restriction de la
chaine 1égeére lambda. CD38 est souvent positif dans la PLL, car vu dans ce cas. Les cellules B
néoplasiques sont négatives pour CD5 et CD10 (non représenté).

4-4-3 Cytogénétique :

Aucune anomalie chromosomique spécifique n’est décrite dans la LPL-B. Il existe trés souvent
des caryotypes complexes (avec trois anomalies chromosomiques ou plus, 73 % des cas), voire
trés complexes (avec cinq anomalies ou plus, 45 % des cas). L’anomalie la plus fréquemment
retrouvée (62 % des cas) est une translocation impliquant le géne MYC sur le bras long du
chromosome 8”7, total, un caryotype complexe et des aberrations du géne MYC — incluant
translocation, plus rarement gain et amplification, sont observés dans plus de 70 % des cas ; et
une délétion du gene TP53. Les mutations du gene p53 observés dans plus de 50 % des cas de
B-PLL ; I'incidence est la plus élevée parmi tous les sous-types de tumeurs malignes a cellules
B.78

4-4-4 Diagnostic différentiel :

Le diagnostic différentiel de B-PLL est établi avec LLC/PL, lymphome de manteau, variante
de la leucémie a tricholeucocytes et T-PLL. L'immunophénotypage et la morphologie
permettront de distinguer B-PLL de T-PLL et CLL/PL. De plus, l'histologie et la cytogénétique
permettent de distinguer les B-PLL, variante de la leucémie a tricholeucocytes et lymphome a
cellules du manteau.

Tableau 6: Diagnostic différentiel de B-PLL par immunophénotypage

Immunophenotyping B-PLL CLL/PL HCL Variant MCL

CD22 + (strong) + (weak) + +
CD78b + + (weak) +/= +
CD23 - - - -
CD5 = (most) + - + (most)
Smig strong weak strong strong
Other antigens CD10- CD10- CD25-, CD 103 +, CD123~, Cyclin D1 +

TRAP —(unlike typical HCL)
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5- LYMPHOME DE MANTEAU :

Le lymphome a cellules de manteau (MCL) a ét¢ initialement identifi¢ dans la classification
de Kiel comme un « lymphome centrocytaire ». Ce type de lymphome a été appelé lymphome
lymphocytaire de différenciation intermédiaire par Bérard. Un sous-type distinct de MCL a été
caractérisé par de petites cellules lymphoides atypiques avec larges manteaux autour des centres
germinatifs bénins et a ét¢ appelé lymphome de la zone du manteau. Avec 'avénement des
classifications européenne-américaine révisée (REAL) et plus tard de 1'0Organisation mondiale
de la sant¢ (OMS), le MCL est devenu un sous-type distinct de lymphome et a été qualifié de
lymphome agressif, de mauvais pronostic avec une survie moyenne de trois a cinq ans, qui reste
essentiellement incurable avec la chimiothérapie conventionnelle. C’est un lymphome non
hodgkinien a cellules B, dérivé des cellules internes de la zone du manteau des follicules
lymphoides, caractérisé par une atteinte des ganglions lymphatiques, de la rate, du sang et de la
moelle osseuse, le tube digestif essentiellement dans le c6lon ou dans I'estomac (on parle dans
ce cas de polypose lymphomateuse), dans 60 % des cas. Avec une courte durée de rémission
aux thérapies standard et une survie globale (SG) médiane de 4 a 5 ans. Bien que l'incidence du
MCL semble augmenter, il reste une maladie rare. La classification révisée de 'OMS de 2016
des tumeurs malignes a cellules B a identifi¢ deux sous-types dans le lymphome a cellules du
manteau : une variante classique et une variante indolente. L'identification de ces variantes est
souvent liée a différents caractéristiques cliniques, histologiques, phénotypiques et
moléculaires qui ont un impact sur la prise en charge clinique allant de la surveillance et de
l'attente a la chimiothérapie agressive.”

5-1 Incidence :

Le MCL représente environ 4 % de tous les lymphomes aux Etats-Unis et 7 2 9 % en Europe.
Les patients atteints de MCL ont un 4ge médian dans la soixantaine la moitié¢ des patients ayant
plus de 75 ans. Il touche moins un homme sur 100 000 en France et I'incidence est de 02/100
000 chez la femme. Il s'agit du sous-type d’hémopathies lymphoides avec la prédominance

masculine la plus marquée.*
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5-2 Physiopathologie :

5-2-1-pathogénése :

Le MCL possede généralement la translocation chromosomique caractéristique t (11 ;14) (q13
; q32),), qui provoque une expression aberrante du géne CCND1 et une surexpression de la
cycline D1 dans les cellules tumorales, entrainant une progression désordonnée du cycle
cellulaire et une lymphomageneése agressive. Bien que des cas de MCL négatifs pour la cycline
D1 aient été rapportés, tous ces cas €taient positifs pour la surexpression de la cycline D2 ou
D3. De plus, le Sry-related high-mobility-group box SOX11, qui s'exprime dans prés de 90 %
des cas, a ¢ét¢ identifié comme biomarqueur Diagnostic et pronostic du MCL. Les cellules B
précurseurs généralement avec mais parfois sans réarrangement CCND1 murissent en cellules
B naives anormales qui peuvent initialement coloniser, souvent la partie interne des zones du
manteau, représentant I'ISMCN. Ces cellules présentent déja des anomalies génétiques
moléculaires supplémentaires, telles que l'inactivation de mutations ATM. Ils peuvent évoluer
vers le MCL classique qui est le plus souvent SOX11+, ne présente aucun signe de transit a
travers le centre germinatif et est génétiquement instable, acquérant des anomalies
supplémentaires liées au déreglement du cycle cellulaire, a la voie de réponse aux dommages
de 'ADN, a la survie cellulaire et a d'autres voies. En fin de compte, une progression vers un
MCL blastoide ou pléomorphe peut survenir. Une plus petite proportion de cellules du manteau
néoplasique peut subir une hypermutation somatique, vraisemblablement dans les centres
germinatifs, conduisant 3 SOX11-MCL qui sont génétiquement plus stables pendant de
longues périodes et qui impliquent préférentiellement le PB, la moelle osseuse (BM) et parfois
la rate. Méme ces MCL, cependant, peuvent subir des anomalies moléculaires/cytogénétiques
supplémentaires, en particulier des anomalies de TP53, conduisant a une progression clinique

et parfois morphologique.®!
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Figure 36: Un modeéle proposé de pathogenése moléculaire et de progression de la MCL

5-2-2 Role du BCR :

En raison de la faible fréquence de MCL avec le manque qui en résulte de grandes cohortes et
de référentiels d'échantillons de patients, les connaissances actuelles sur les BCR MCL sont
plus limitées que dans la LLC, le lymphome folliculaire (LF) ou le DLBCL. Ainsi, les antigénes
des BCR MCL ou les mécanismes généraux de leur activation sont trés incomplétement
compris. Des analyses phosphoprotéiniques ont révélé que les voies de signalisation BCR sont
actives dans les cellules MCL et que l'inhibition de molécules clés de ces voies déclenche
'apoptose dans les cellules MCL in vitro. Une signalisation BCR en cours a également été
trouvée dans les échantillons de MCL in vivo. De plus, des inhibiteurs de la signalisation BCR
comme l'ibrutinib, un inhibiteur de la tyrosine kinase Bruton (BTK), ont montré une efficacité
trés prometteuse chez les patients atteints de MCL, ce qui suggére en outre un rdle important et
continu du BCR dans le MCL. Récemment, des études de profilage de cellules individuelles
ont révélé que les cellules MCL présentaient une phosphorylation accrue de plusieurs molécules
de la voie BCR, comme AKT et STAT. Le déclenchement de l'activation du BCR a conduit a
une trés forte signalisation du BCR dans les cellules MCL, mais pas dans la LLC et les cellules
B saines, soulignant davantage le role prépondérant du BCR dans le MCL. Il convient de noter

que les schémas de phosphorylation et la signalisation induite par a-BCR dans le MCL ont
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montré une forte variabilité inter-patient et sont inversement corrélés a la sensibilité aux

inhibiteurs de BTK et de la rate tyrosine kinase (SYK) dans le MCL.??

5-3 Présentation clinique de la maladie :

Les symptomes spécifiques du lymphome du manteau sont principalement une augmentation
du volume d'un ou de plusieurs ganglions lymphatiques (adénopathie), notamment au niveau
du cou, des amygdales, des aisselles, de I'aine et au-dessus des clavicules. Une augmentation
de la taille de la rate (splénomégalie) et/ou du foie (hépatomégalie). Les symptomes communs
a tous les cancers peuvent aussi apparaitre une fiévre persistante, des sueurs nocturnes
abondantes ; une perte de poids anormale (elle est présente chez un tiers des patients). Si le tube
digestif est affecté, on peut également retrouver : des maux de ventre, des diarrhées, des nausées
et des vomissements, et parfois des hémorragies digestives. De nouvelles enquétes sur des
patients diagnostiqués MCL ont démontré que 80% -90% des patients ont une atteinte du tractus
gastro-intestinal, souvent asymptomatique. MCL peut également étre limité au tissu intestinal
pendant des périodes prolongées avant la dissémination de la maladie survient. Cette forme
intestinale de MCL, appelé polypose lymphomateuse multiple, se présente sous la forme de
polypes multiples ou des masses sous-muqueuses et peuvent provoquer des saignements ou

d'autres symptomes gastro-intestinaux.®’

5-4 Criteres diagnostique :

Le diagnostic est posé sur une biopsie d'un ganglion lymphatique, d'un tissu, d'une moelle
osseuse ou d'un phénotype sanguin qui montre la morphologie typique des cellules lymphoides
monomorphes de petite a moyenne taille avec des contours nucléaires irréguliers. Quatre
variantes cytologiques de MCL sont reconnues, y compris la Division d'hématologie/oncologie,
Centre médical de 1'Université du Nebraska, Omaha, variante a petites cellules du Nebraska,
variante de la zone du manteau ; variante diffuse et la variante blastique. L'immunophénotypage
est couramment utilisé avec les cellules MCL étant CD201, CD51 et positives pour la cycline
D1 tout en étant négatives pour CD10 et Bcl6. La translocation chromosomique caractéristique
t (11 :14) (q13 ; 32) identifie le MCL, et peut étre montré dans la plupart des cas. Cette
translocation conduit a I'expression aberrante de la cycline D1, qui n'est généralement pas
exprimée dans les lymphocytes normaux. Quelques cas négatifs pour la cycline D1 ont été

identifiés et semblent avoir une surexpression de la cycline D2 ou D3 a la place. La
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surexpression du facteur de transcription, SOX11, a été décrite comme un marqueur Diagnostic
pour le MCL avec l'absence de SOXI1 une caractéristique du MCL indolent. Les
caractéristiques biologiques telles qu'un indice de prolifération Ki-67 élevé ou des mutations
p53 et des délétions p16 sont étroitement liées aux sous-types de MCL plus agressifs tels que

les variantes blastoide.?*

5-4-1 Cytologie :

Figure 37: MCL a croissance diffuse.

(A). Les cellules tumorales sont monomorphes avec des noyaux légeérement irréguliers.
Vaisseaux hyalinisés et des histiocytes épithélioides sont parfois observés. La prolifération des
cellules tumorales est faible (B). Variante pléomorphe de MCL (C). La taille et la forme des
cellules sont variables et la prolifération des cellules tumorales (coloration MiB1) est élevée
(D). MCL blastique (E). La population tumorale est constitué¢e de blastes monomorphes. La

prolifération (coloration MiB1) est élevée (F)
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Figure 38: (A) MCL in situ avec quelques lymphocytes positifs a la cycline D1 localisés a proximité
d'un petit centre germinatif résiduel. (B) MCL avec modéle de croissance de la zone du manteau.
Une zone du manteau proéminente constituée de lymphocytes positifs

v

Figure 39: Atteinte de la moelle osseuse du MCL. Les nodules des cellules tumorales sont
facilement identifiés par coloration pour la cycline D1 (4) et SOX11 (B)

5-4-2 Immunophénotypage par cytométrie en flux :

L'immunophénotypage par cytométrie en flux joue un réle important dans le Diagnostic du
MCL. En régle générale, les MCL sont positifs pour les antigénes pan-cellules B (CD19, CD20
et CD22) et sont généralement CD5+, CD10—, BCL6-, CD23— et FMC7+. Le LCM est
caractérisé, comme la LLC, par I’expression quasi constante du CD5 mais s’en différencie par
la négativit¢ du CD23, et du CD200. Cependant, des variations par rapport a
I'immunophénotype typique ont été observées, certains qui pourraient induire en erreur et
entrainer des difficultés de Diagnostics, en particulier lorsque les caractéristiques
morphologiques ne sont pas classiques ou que la pi¢ce de biopsie est petite. Ces cas pourraient
étre diagnostiqués a tort comme d'autres types de lymphomes a cellules B tels que le lymphome

folliculaire ou la leucémie lymphoide chronique/petit lymphome lymphocytaire (CLL/SLL).
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Par conséquent, la reconnaissance de la variabilité de I'immunophénotype dans le MCL est
importante pour le bilan Diagnostic des patients atteints de lymphome. En raison de la présence
de phénotypes variables de MCL, il n'y a pas consensus sur la sélection de marqueurs
spécifiques. Par exemple, on peut trouver des patients MCL CD5+/CD10— ainsi que des
patients MCL CD5+/CD10+. De plus, il peut y avoir des patients CD5—/CD10—. De la méme
manicre, le marqueur FMC7, qui est considéré comme important dans le diagnostic du MCL,
peut étre négatif chez certains patients MCL. Dans la littérature, il y a des patients CD5- (10—
3%).Généralement, les MCL sont CD23-/FMC7+, tandis que les CLL/SLL sont généralement
CD23+/FMC7-. Cependant, de plus en plus de preuves indiquent qu'il existe un chevauchement
substantiel dans le mode¢le d'expression de CD23 entre les 2 entités. La fréquence rapportée de

I'expression de CD23 dans le MCL est variable dans la littérature, de 0 % a 45 %.
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Figure 40: Les cellules lymphomateuses B apparaissant en rouge sont monotypiques lambda de
forte intensité, CD5+, CD79+, FMC7+, CD23-. Ce phénotype est compatible avec le diagnostic de
Ilymphome du manteau.

6-LYMPHOMES DE LA ZONE MARGINALE (LZM) :
En 2008, la classification de I’Organisation mondiale de la sant¢ (OMS) des hémopathies
malignes a entériné I’existence de trois entités, en fonction du si¢ge de I’atteinte : les LZM

extraganglionnaires (LZME) type MALT, les LZM spléniques (LZMS) et les LZM
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ganglionnaires (LZMG), complémentée, en 2016, avec la lymphocytose B monoclonale de type
MZL, et le lymphome de la pulpe rouge ou autres formes fronticres. Les MZL sont des
lymphomes indolents rares, avec des stratégies de traitement distinctes.

6-1-Incidence :

Les LZM sont des lymphomes dont le taux d’incidence est de 2 790 nouveaux cas en France
en 2018, 1457 chez ’homme et 1333 chez la femme, marquant une prédominance masculine.
Leur taux d’incidence standardisé sur la population mondiale est de 2,3 et 1,7/100 000
personnes années.®® L’Age médian est de 69 ans chez I’homme, 72 ans chez la femme et
I’incidence augmente régulierement avec 1’dge. Le lymphome du MALT est le MZL le plus
fréquent, représentant 5 a 8% de tous les lymphomes a cellules B et 70% des MZL.%’

6-2- Physiopathologie :

On pense que les MZL dérivent des cellules B de la zone marginale, la partie externe des
follicules lymphoides secondaires. La zone marginale est plus évidente dans les tissus
lymphatiques exposés en permanence a des antigénes externes, tels que les ganglions
lymphatiques mésentériques, le MALT et la rate. Les Cellules B de la zone marginale agissent
comme des lymphocytes innés capables de déclencher rapidement des anticorps réponses a la
fois aux antigénes dépendantes et indépendantes des cellules T. Les trois MZL partagent
clairement des l1ésions communes, mais ils présentent également des altérations spécifiques qui
peuvent étre utilisé pour leur diagnostic différentiel. Les trisomies des chromosomes 3 et 18 et
les délétions en 6923 sont fréquentes événements dans tous les MZL, ainsi que des mutations
somatiques des genes codant pour des protéines impliquées dans le remodelage de la
chromatine. L'activation de la voie du facteur nucléaire kappa B (NF-kB) est également
commun aux trois entités, généralement via des mutations somatiques ou suppressions (ou les
deux) de TNFAIP3 (A20) en 6q23.Des mutations affectant la voie NOTCH et le facteur de
transcription KLF2 sont présentes a la fois dans SMZL et NMZL. Alors que SMZL est
spécifiquement caractéris€ par des suppressions de chromosome 7q, MZLG montre
l'inactivation de PTPRD et une prévalence beaucoup plus élevée de mutations affectant
KMT2D (MLL2). Contrairement a la grande majorité des autres lymphomes B, SMZL et

MZLG ne présentent pas de récidive spécifique translocations chromosomiques, alors que
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celles-ci sont détectées dans le MALT, dans lesquels au moins trois d'entre eux activent la voie
NF-«B.*
e Role de la signalisation NF-kB, signalisation NOTCH, KLF2 et PTPRD :

La signalisation NF-kB active est nécessaire pour la génération et le maintien des cellules B
normales de la zone marginale, ce qui nécessite une faible signalisation des récepteurs des
cellules B (BCR) (par exemple, déclenchée par auto-antigénes et conduisant a l'activation de la
voie NF-kB canonique) ou a la signalisation CD40, activant la NF-kB non canonique. Dans
tous les MZL, la signalisation NF-kB canonique et la signalisation NF-kB non canonique est
dérégulée par des événements génétiques. L'événement le plus fréquent est 1'inactivation, par
délétions ou mutations, de son régulateur négatif codé par le TNFAIP3 (A20). Trois autres
composants de signalisation NF-kB MALT1, BCL10 et BIRC3—sont impliqués dans les trois
translocations les plus récurrentes du lymphome du MALT : le t(11 ;18)(q21;q21), le
t(14;18)(q32;q21), et le (1;14)(p22;q32).De méme que pour la signalisation NF-kB*,
l'activation NOTCH est importante pour la différenciation de la zone marginale et le homing
des cellules B vers la zone marginale splénique. Le gene NOTCH2 est muté dans10 a 25 % des
SMZL, dans environ 25 % des NMZL et dans moins plus de 5% des lymphomes du MALT.
NOTCHI est également muté dans environ 5% des SMZL mais pas du tout ou a un taux
beaucoup plus bas fréquence dans les lymphomes NMZL et MALT. Régulateurs négatifs de la
signalisation NOTCH sont également mutés, bien qu'a une fréquence plus faible, amenant
I’activation NOTCH par des événements génétiques a 40% des SMZL et NMZL?° KLF2 est un
facteur de transcription ; les souris avec une délétion spécifique KLF2 ont un nombre accru de
cellules B de la zone marginale splénique. Les mutations inactivatrices du géne KLF2 sont tres
fréquentes chez SMZL (20-40%) et NMZL (20% des cas)’!. PTPRD est une protéine tyrosine
phosphatase de type récepteur exprimé dans les cellules B du centre germinatif normal et, a des
niveaux inférieurs, dans les cellules B de la zone marginale. Presque exclusivement en MZLG,
le PTPRD est inactivé par des mutations ou des délétions dans environ 20 % des cas. Les cas
de MZLG avec PTPRD muté semblent avoir une augmentation prolifération cellulaire,
indiquant une implication du PTPRD dans la prolifération cellulaire.”

e Stimulation antigénique
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11 existe de nombreuses preuves soutenant l'idée que la stimulation antigénique est importante
pour le développement et la progression des MZL. Le lymphome du MALT provient de cellules
B au sein de populations de cellules immunitaires induites par une inflammation chronique
prenant place dans des sites extraganglionnaires dans des organes physiologiquement
dépourvus de centres germinatifs. Le site le plus fréquent du lymphome du MALT est I'estomac,
ou la maladie a été trés clairement associée a la gastrite chronique induite par Helicobacter
pylori®. Les lymphomes du MALT survenant dans d'autres sites anatomiques ont également
¢té associée a d'autres agents infectieux (Clamydophila psittaci dans l'annexe orbitaire du
lymphome du MALT, Borrelia burgdorferi dans le MALT cutané, Campylobacter jejuni dans
la maladie immuno-proliférative de l'intestin gréle’®, Achromobacter xylosoxidans dans le
lymphome pulmonaire du MALT et le virus de I'hépatite C (VHC) dans tous les MZL)*®, bien
que le lien étiologique n'est pas aussi fort que pour la localisation gastrique et H. pylori. Au-
dela de I’infection, les inflammations chroniques dans le cadre de maladies auto-immunes,
telles que le syndrome de Sjogren ou la thyroidite de Hashimoto, sont fortement associées au
développement de lymphomes du MALT affectant les glandes salivaires et thyroide,
respectivement. Outre la stimulation antigénique continue, les événements oncogenes, tels que
ceux présentés ci-dessus, contribuent a la croissance et a la progression du lymphome jusqu'au
développement d'une tumeur franche indépendante de la pulsion antigénique. Les MZL
présentent des génes d’immunoglobulines variables lourdes (IGHV) somatiquement mutés dans
presque tous les cas avec un modele d’hypermutation et réarrangements révélateurs d'une
sélection antigénique. La présence des mutations (variation intra clonale) et 1'utilisation biaisée
de certains segments IGHV indiquent que I'expansion des cellules de lymphome pourrait encore

étre induite par l'antigéne.”®
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Figure 41: Résumé des principales caractéristiques génétiques et biologiques caractérisant les
Ilymphomes de la zone marginale.
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| Incidence
{pourcentage 1.5-1.8% i-1.5% 5-7 %
au sein des LMNH)

Extra-ganglionnaire : gastrique,

Localisation Ganglionnaire Splénique oculaire, thyroidienne, pulmonaire..
Dissémination ;
sanguine Rare Fréquente Rare

(11;18)(q21;q21).1(1:14)
+3,+18.del(8)q del(T)q, +3.+18, (p22:q32), t(14:18)(q32:q21),
t(3:14)(p14.1:q32)

Génétique IGYH3 et IGVH4 IGVHI-2%04
Mutation de Notch2, KLF2,CARDI I, MYD88, Mutation de Mutation de Notch2, KLF2Z,
IKBKB, TNFAIP3, BIRC3, TRAF3 Notch2, KLF2 TNFAIP3

Figure 42: Spécifités de chacun des sous types du lymphome de la zone marginale

6-3 Présentation clinique :
e Lymphome de la zone marginale Extraganglionnaire (LZME) :

EMZL se produit souvent dans les organes dépourvus de tissu lymphoide proéminents, ou a la
suite d'une inflammation chronique, l'excroissance d'un clone malin remplace progressivement
la population lymphocytaire réactive. Quel que soit le site d'origine, EMZL se caractérise par
une présentation et un parcours indolents, survenant principalement chez les adultes avec un
age médian de 60 ans. Les la présentation clinique différe selon I'organe concerné. Les patients
atteints d'EMZL gastrique présentent souvent des symptomes qui imitent ceux de l'ulcére
gastroduodénal ou de la gastrite (nausées, dyspepsie et fatigue chronique), tandis que des
infections respiratoires récurrentes, des douleurs thoraciques et une dyspnée sont observées
chez les patients atteints d’EMZL pulmonaire. Les patients atteints d'EMZL conjonctival
peuvent présenter une vision floue ou d'autres défauts du champ visuel. La majorité des patients
atteints dEMZL présentent un stade I localisé¢ ou II maladie extraganglionnaire (systéme de
stadification Ann Arbor), impliquant tissus épithéliaux a des sites spécifiques, y compris le tube
digestif. Dans environ 30% des cas, ces lymphomes disséminent vers d'autres sites du MALT,
principalement les ganglions lymphatiques et dans de rares cas a la moelle osseuse, mais le sang

périphérique n’est généralement pas impliqué. Le devenir des patients atteints d’EMZL est bon
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avec une survie globale a 5 ans entre 86 et 95%, sans aucune différence significative entre le
site de 'EMZL, maladie localisée ou disséminée.”’
e Lymphome de la zone marginale ganglionnaire (LZMG) :
Les patients atteints de LZMG ont fondamentalement la méme présentation clinique que les
lymphomes ganglionnaires intra dolents tels que les petits lymphomes lymphocytaires et
folliculaires. La grande majorité des cas présente un stade avancé qui est généralement peu
volumineux. La maladie est initialement localisée dans les ganglions lymphatiques
périphériques, le plus souvent dans la région cervicale. Une atteinte du sang périphérique n'est
observée que chez une faible proportion de patients, tandis qu'une infiltration de cellules MZL
peut étre trouvée dans la moelle osseuse dans environ un tiers des cas. Une association avec
une maladie auto-immune a été rapportée, ainsi qu'une coexistence avec d'autres entités rares
comme la maladie de Rosai Dorfman, caractérisée par une lymphadénopathie géante et une
histiocytose sinusale en histopathologie. Certains troubles impliquant « I'activation des cellules
B » ainsi que le lupus érythémateux disséminé (LED) ont été associés au LZMG. Ces maladies
activant les lymphocytes B comprenaient la thyroidite de Hashimoto, I'anémie hémolytique, la
myasthénie grave, I'anémie pernicieuse, la polyarthrite rhumatoide. Des études ont également
identifié¢ une association entre le VHC et les lymphomes LZMG, y compris LZMG. 1l est en
effet possible que cette association puisse également dépendre de contextes géographiques et/ou
génétiques. Des taux ¢élevés de LDH (lactate déshydrogénase) indiquent un pronostic moins
favorable. A cet égard, la transformation en lymphome diffus a grandes cellules B a également
été décrite dans le LZMG et peut survenir chez 15 % des patients apres une médiane de 4,5 ans
apres le diagnostic. En termes de résultat et de survie : le résultat clinique des patients LZMG
est semblable a celui des autres lymphomes nodaux indolents. La survie moyenne a 5 ans dans
les séries publiées est de 62 a 90 %.%
e Lymphome de la zone marginale splénique (LZMS) :

L'dge médian au diagnostic est d'environ 65 ans, allant de 30 a 90 ans, avec une légere
prédominance féminine rapportée dans certaines séries. La plupart des patients sont
asymptomatiques et la maladie évolue plus fréquemment de manieére indolente. La
splénomégalie est le signe clinique le plus fréquent, observé chez 75 % des patients ; tandis que

I'anémie, la thrombocytopénie ou la leucocytose ont été rapportées dans 25 % des cas. L'anémie
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hémolytique et d'autres troubles auto-immuns sont retrouvés chez 10 % a 15 % des patients.
LZMS n'est pas détecté accidentellement lors d'un examen de routine, et certains cas pourraient
ainsi se produire une lymphocytose B monoclonale avec une zone marginale, une condition qui
pourrait précéder ces cas de LZMS. Presque sans exception, LZMS implique la moelle osseuse
au moment du diagnostic, et environ un tiers des patients ont une atteinte hépatique. L'atteinte
tumorale du sang périphérique (définie par la présence d'une lymphocytose absolue ou > 5 %
de lymphocyte néoplasique dans le sang périphérique) a été détectée dans 68 % des cas par le
groupe de Chacon et dans 57 % par Berger et ses collaborateurs. Une lymphadénopathie
abdominale a été observée dans 25 % ; une lymphadénopathie périphérique a été observée plus
rarement (17 %). En raison de la fréquence élevée d'atteinte médullaire ou hépatique, la plupart
des patients sont au stade IV d'Ann Arbor au moment du diagnostic. La paraprotéinémie sérique
(généralement IgM) est évidente dans 10 % et 28 % des cas. Le taux de survie dans le LZMS
dépend fortement du stade clinique au moment du diagnostic et du traitement recu, variant de
42 4 95 % de probabilités de survie a 10ans.”

6-4-Criteres de Diagnostic :

e Lymphome de la zone marginal ganglionnaire :

» Morphologie :
Les caractéristiques morphologiques du LZMG sont trés hétérogeénes, a la fois en termes
d'architecture et de cytologie. Différents modeles d'infiltration ganglionnaire ont été rapportés
interfolliculaire, périsinusoidale, folliculaire via la colonisation de follicules réactifs (moins
fréquent que dans les lymphomes du MALT, ou diffuse. Une combinaison de différents
modeles dans un seul cas est une constatation courante. L'évolution morphologique de la
maladie pourrait étre décrite comme un schéma périfolliculaire caractérisé par un élargissement
de la zone marginale ; suivi d'une expansion dans les zones interfolliculaire, d'une colonisation
folliculaire et de la formation de gros nodules ; et se terminant, dans les cas avancés, par un
effacement total de l'architecture ganglionnaire et un motif diffus. Des follicules atrophiques
résiduels, qui sont rarement hyperplasiques, sont généralement observés. Contrairement au
MZL splénique, peu de données sur I'histologie de la moelle osseuse sont disponibles pour le
LZMG. Un motif nodulaire et interstitiel a été rapporté. La localisation sinusoidale qui est plus

typique du MZL splénique est également fréquemment décrite dans le LZMG. Comme dans le
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MZL splénique, I'histologie semble tre plus sensible que la cytométrie en flux pour la détection
de l'infiltration médullaire. Il a une morphologie et une présentation clinique distinctes avec un
avec une évolution clinique indolente typique mais un pronostic global bien meilleur que le
LZMG chez les adultes. Dans les ganglions lymphatiques affectés, les cellules du lymphome
ont une distribution principalement interfolliculaire, avec une expansion marquée du LZMG.
La composante alvéolaire est similaire a celle de la forme classique mais avec peu de grosses
alvéoles. Un trait caractéristique est 1'expansion folliculaire avec transformation progressive
des centres germinatifs (« variante florale de NMZL »). Une colonisation folliculaire est
¢galement observée. La plupart des cas présentent un site ganglionnaire isol¢ de la maladie de
stade I et se portent bien avec une approche conservatrice apres une simple excision de la masse
ganglionnaire.

Il est particulicrement difficile de faire la différence entre le LZMG pédiatrique et I'hyperplasie

atypique de la zone marginale.'®

- o

Figure 43: Histologie du LZMG (NMZL) : Coloration a l'hématoxyline et a l'éosine, montrant une
architecture nodulaire a faible puissance (A), avec des follicules résiduels reconnaissables a une
puissance plus élevée (fléche) (B)
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Figure 44: Histologie du LZMG les cellules du lymphome sont constituées de petites cellules avec
peu de cytoplasme et de noyaux ronds a indentés avec une structure de chromatine fine
(lymphocytaire/centrocytique) (C)

» Caractéristiques cytogénétiques et moléculaires :

La cytogénétique peut aider a reconnaitre la maladie (principalement en excluant d'autres
lymphomes a petites cellules B) ; cependant, les données restent rares dans la littérature, et il a
¢été difficile d'établir un profil cytogénétique caractéristique pour LZMG. Des aberrations
clonales sont retrouvées dans la majorité des cas, et le caryotype est le plus souvent complexe.
Des anomalies clonales récurrentes également trouvées dans les autres types de MZL,
notamment la trisomie 3, la trisomie 18, la trisomie 7, la trisomie 12 et le del6q, peuvent
contribuer au diagnostic. La présence de trisomie 12 pourrait éventuellement étre plus fréquente
dans le LZMG que dans le lymphome du MALT ou le MZL splénique. Les translocations
caractéristiques du MALT ou les délétions 7q récurrentes dans le MZL splénique n'ont pas été
rapportées dans le LZMG. De rares cas (moins de 10 %) avec des délétions hétérozygotes sur
le géne TP53 détectées par hybridation in situ en fluorescence (FISH) ont été rapportés. '°!
Immunophénotypage par cytométrie en flux :

Les cellules tumorales sont CD19+ CD20+, CD22+, PAXS5 +, CD5- (Une expression de CD5
est toutefois observée dans 17 % des NMZL), CD10-, Bcl2+, Bcel6-, CD23-, CD43+ (50%),
CD79a+, cycline D1-, IgD+ (50%), bien que la plupart des NMZL ont des caractéristiques

morphologiques et phénotypiques similaires aux ganglions lymphatiques infiltrés par un
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lymphome de type MALT. L’ immunoglobuline D (IgD) est généralement négative, mais peut
étre exprimée dans certains cas, mimant ainsi un MZL splénique et représentant un sous type
de NMZL. Le manque de spécificité des marqueurs immunohistochimiques utilisés en routine
a men¢ a la recherche de nouveaux marqueurs plus performants pour le diagnostic du NMZL ;
MNDA (myeloid cell nuclear differenciation antigen) est exprimé dans 75 % des cas, ainsi que
IRTA-1 (Immune receptor transocation-associated proteinl) qui est exprimé dans 73 % des
NMZL. IRTA-1 est également appelé Fc receptor-Like 4 factor (FCRL4), ce marqueur est non
spécifique du NMZL, puisqu’il est exprimé dans 70 a 90 % des MZL de type Malt. Les cas
présentent des caractéristiques immunophénotypiques et moléculaires similaires a celles
rapportées pour les cellules B monocytoides (cellules B vierges avec un profil Bel2-, p21+,
cycline E+, IRTA1+) suggérant que I'immunophénotype des cellules B monocytoides pourrait
refléter une étape particuliére d'activation. Il n’existe pas de marqueur spécifique de ce
lymphome, ainsi son diagnostic est un diagnostic d’élimination et nécessite une intégration

rigoureuse des éléments cliniques, morphologiques, immunohistochimiques et moléculaires.'%?
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Figure 45: Phénotype compatible avec le Diagnostic du lymphome de la zone marginale.
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Figure 46: Les cellules tumorales expriment CD20, BCL2 (centre germinatif BCL2 négatif en
partie colonisé) n ‘expriment pas CDS5 et expriment une IgM intracytoplasmique

Figure 47: La population marginale a différenciation plasmocytaire Kappa colonise en partie le
centre germinatif (CG).
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» Diagnostic différentiel :

La différenciation entre le LZMG et les autres lymphomes a petites cellules B peut étre difficile,
puisque ces derniers présentent parfois un motif de zone marginale ou contiennent des cellules
B monocytoides. Le diagnostic du LZMG implique I'exclusion de l'atteinte ganglionnaire
associée a un lymphome a cellules B extraganglionnaire ou splénique de la zone marginale. Par
exemple, la morphologie monocytoides prédominante oriente plutét vers un lymphome
extraganglionnaire de la zone marginale du Malt. De plus, le LZME a fréquemment des
translocations spécifiques impliquant BCL10 et MALT1, qui n'ont pas été rapportées dans le
LZMG. Le lymphome de la zone marginale splénique ne présente que trés rarement une atteinte
ganglionnaire et exprime le plus souvent IgD, qui reste rarement exprimé dans les NMZL. Bien
que 1'¢limination du lymphome a cellules du manteau ou de la leucémie lymphoide chronique
puisse parfois étre difficile sur la base de l'analyse cytologique des frottis sanguins
périphériques, ces entités peuvent étre éliminées sur la base d'un phénotype spécifique et de la
présence d'anomalies chromosomiques caractéristiques.'®

e Le LZMG pédiatrique :?

Dans la classification la plus récente de 'OMS des tumeurs des tissus hématologiques et
lymphoides, le « LZMG pédiatrique » est décrit comme une variante distincte. Chez les enfants,
une prédominance masculine est observée et la plupart des cas sont asymptomatiques avec une
maladie localisée (stade I), des taux de rechute faibles et un excellent résultat. De plus, il y a
moins d'aberrations génétiques que dans le LZMG adulte. Le registre du groupe d'oncologie
des enfants pour les lymphomes non hodgkiniens rares et cutanés (LNH) a rapporté que, quelles
que soient les différentes approches thérapeutiques utilisées (observation seule, résection
chirurgicale, chimiothérapie, radiothérapie, stéroides, antibiotiques et rituximab), la survie
globale reste de 100 %. Ce qui suggere que le MZL en général ainsi que le LZMG sont curables
chez les enfants .Le LZMG pédiatrique présente un réarrangement clonal des genes IG et des
aberrations génétiques numériques similaires a celles observées chez les adultes. Par
conséquent, la physiopathologie du LZMG pédiatrique reste mal comprise. Dans les ganglions
lymphatiques affectés, les cellules du lymphome ont une distribution principalement
interfolliculaire, avec une expansion marquée du MZL. La composante alvéolaire est similaire

a celle de la forme classique mais avec peu de grosses alvéoles. Un trait caractéristique est
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l'expansion folliculaire avec transformation progressive des centres germinatifs (« variante
florale de LZMG »). Une colonisation folliculaire est également observée. La plupart des cas
présentent un site ganglionnaire isolé¢ de la maladie de stade I et se portent bien avec une
approche conservatrice aprés une simple excision de la masse ganglionnaire. Il est
particulierement difficile de faire la différence entre le LZMG pédiatrique et I'hyperplasie
atypique de la zone marginale. Le LZMG pédiatrique présente un réarrangement clonal des
genes IG et des aberrations génétiques numériques similaires a celles observées chez les adultes.

Par conséquent, la physiopathologie du LZMG pédiatrique reste mal comprise'*

e Lymphome de la zone marginal splénique :

» Morphologie :
Lorsque la rate est enlevée pour le diagnostic ou le traitement de LZMS, I'histologie splénique
est caractérisée par un infiltrat lymphoide intranodulaire dans lequel les follicules pulpaires
blancs sont augmentés a la fois en taille et en nombre, fréquemment associ¢ a une variable degré
d'atteinte pulpaire rouge. Les follicules ont généralement un aspect biphasique, avec la présence
a la fois d’une petite cellule et d’'un composant cellulaire marginal. Les cellules au centre des
follicules sont de petits lymphocytes avec des noyaux généralement ronds et peu de cytoplasme
tandis que les cellules dans les zones marginales ont des contours nucléaires irréguliers et un
cytoplasme pale modérément abondant. De plus, la plupart des cas contiennent de grandes
cellules B dispersées ressemblant a des centroblastes ou des immunoblastes qui peuvent
également apparaitre dans la zone marginale et la pulpe rouge. De manicre caractéristique,
l'infiltration tumorale par LZMS s'accompagne de la formation de follicules lymphoides
réactifs, dans la rate, les ganglions lymphatiques ou de la moelle osseuse, reflétant ainsi la
capacité des cellules B de la zone marginale a induire le développement du centre germinatif

via transport de complexes immuns vers les cellules dendritiques folliculaires. 1%°
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Figure 48: Morphologie du lymphome de la zone marginale splénique dans la rate.

A, Un faible grossissement montre une différenciation de la zone marginale et une cytologie
biphasique, avec des cellules pales dans la zone marginale, des cellules plus foncées a l'intérieur
du follicule et des zones centrales pales occasionnelles, indiquant des centres germinatifs
remplacés. B, C, Remplacement des follicules lymphoides par des cellules néoplasiques. D,
Fort grossissement de la cytologie biphasique, caractéristique de l'infiltration splénique par
LZMS.
» Caractéristiques cytogénétiques et moléculaires :

Jusqu'a récemment, aucune altération génétique caractéristique n'avait été¢ décrite pour cette
entité, rendant le diagnostic de LZMS difficile dans certains cas. L'analyse de la région
chromosomique 7q22-36 pour la perte d'hétérozygotie et le caryotypage a démontré une perte
allélique dans jusqu'a 45 % des cas, une fréquence plus élevée que celle observée dans d'autres
néoplasmes a cellules B (8 %). Une région supprimée minimale commune a ét¢ mappée sur une
région de 3 Mb a 7q32. Ces résultats fournissent un marqueur cytogénétique pour ce néoplasme,
qui peut étre utilisé en conjonction avec d'autres caractéristiques morphologiques,
phénotypiques et cliniques. Il a ét¢ démontré que cette région contient des genes potentiellement
pertinents et un groupe de micro ARN. D'autres anomalies chromosomiques clonales détectées

dans LZMS incluent ; le gain de 3q (10%¢e20%) et implication des chromosomes 1, 8 et 14 : les
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translocations t[11,14](q13;q32) out[14,18](q21 ; g32) ne sont pas observées. Des anomalies
cytogénétiques occasionnelles impliquant 14q32, telles que t [6,14] (p12; q32) et t[10,14] (q2
; q32), ou 721 avec dérégulation de la kinase cycline-dépendante ont été rapportées. La
suppression de 17p13 (p53) a été observée dans 3%e17% des cas. Le séquencage de 1'ensemble
de lI'exome dans le lymphome de la zone marginale splénique révele des mutations dans les
génes impliqués dans la différenciation de la zone marginale NOTCH2, KLF2 et autres,
fournissant une base biologique pour I'observation morphologique d'une différenciation de la
zone marginale proéminente. La mutation MYD88 L265P peut étre trouvée dans des cas LZMS
par ailleurs typiques sans paraprotéinémie monoclonale ; néanmoins, les cas LZMS avec la
mutation MYDS88 doivent étre recherchés pour la présence de paraprotéine sérique et d'autres
résultats suggérant un lymphome lymphoplasmocytaire (LPL). L'analyse des génes
d'immunoglobuline (Ig) dans LZMS montre une utilisation biaisée de certains génes VHI
(VHI.2), suggérant un role d'antigénes inconnus dans la promotion de la croissance des cellules

tumorales. '

» Immunophénotypage par cytométrie en flux :
Les cellules néoplasiques sont généralement CD20 positives, CD3 négatives, CD23 négatives,
CD43 négatives, CD38 négatives, CD5 négatives, CD10 négatives, CD103 négative, BCL6-
négatives, BCL2 positives, cycline D1 négative, IgD positives, p27 positif Annexine Al
négatif. L'expression de DBA44 peut étre trouvée dans une petite fraction des cas. '%’La
coloration MIB-1 montre un motif annulaire distinctif, indiquant la présence d'une fraction de
croissance accrue dans les centres germinatifs et les zones marginales. La coloration BCL2 aide
a distinguer les centres géminés réactifs, parfois infiltrés par des cellules néoplasiques BCL2-
positives. La coloration MNDA a été proposée comme outil de diagnostic potentiel dans le

diagnostic différentiel avec le lymphome folliculaire.'%
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Figure 49: Caractéristiques immunophénotypiques du lymphome de la zone marginale splénique
(MZLS) impliquant la rate.

A, CD20 révele un motif microfolliculaire avec une infiltration pulpaire rouge. B, coloration
IgD dans les cellules tumorales. C, la coloration MNDA délimite les différents compartiments
occupés par les cellules tumorales. D, La coloration MIB-1 (Ki-67) souligne la présence d'un
anneau de cellules proliférantes occupant la zone marginale

e Lymphome de la zone marginale extraganglionnaire (Lymphome de MALT)

» Morphologie :
Dans de nombreux cas, le LZME consiste en des foyers multifocaux, petits ou confluents,
clonaux identiques des cellules malignes qui colonisent le centre germinal et sont dispersés dans
tout l'organe impliqué. Le LZME montre un spectre morphologique, allant de mélanges de
cellules B hétérogenes, y compris des cellules B monocytoides et plasmacytoides, de petits
lymphocytes et des centrocytes a des proliférations monomorphes de cellules B monocytoides.
Dans environ un tiers des cas, une différenciation plasmocytaire importante est observée. Outre
les cellules tumorales, des cellules réactives supplémentaires sont présentes, constituées
principalement de lymphocytes T. D'autres caractéristiques histologiques comprennent des

vestiges d'hyperplasie folliculaire réactive et une infiltration de glandes ou de cryptes de tissus
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adjacents accompagnées d'une destruction architecturale, entralnant des Iésions

lymphoépithéliales (LEL).'%

Figure 50: Micrographies représentatives des lymphomes du tissu lymphoide associé a la muqueuse
(MALT).

A) Lymphome du MALT gastrique de bas grade (apercu d'une piece opératoire), B) Lymphome
du MALT gastrique de bas grade avec 1ésions lymphoépithéliales C) Lymphome de MALT
gastrique blastoide de haut grade, et D) lymphome MALT pulmonaire de bas grade.
» Caractéristiques cytogénétiques et moléculaires :

Bien que l'examen histopathologique reste 1'examen de référence pour le Diagnostic, la
détection de la monoclonalité des réarrangements du gene de l'immunoglobuline (IG)
représente une aide utile. En particulier, l'inclusion de I'adhésion IGH-DJ incompléte en tant
que cible de clonalit¢ est trés informative, car des réarrangements clonaux IGH-DJ se
produisent dans de nombreux cas du LZME. De plus, les réarrangements clonaux IGH-DJ sont
exclusivement présents dans 5 a 8 % des populations de cellules B clonales en 1'absence de
réarrangements IGH-VJ détectables. Dans les lymphomes extra-nodaux situés au niveau des
annexes oculaires et des glandes salivaires, il existe une utilisation biaisée de 'lGH4-34 et de

I'IGHV1-69, respectivement, tandis que ceux de I'estomac semblent avoir une surreprésentation
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de l'utilisation de I'lGHV3-7 et de 'lGHV1-69. La Détection des aberrations chromosomiques
par FISH et RT-PCR s’est avérée informative pour le diagnostic d'EMZL. La FISH est utilisée
pour la détection des translocations chromosomiques impliquant IGH, MALT1, FOXP1 et
BCLI10, ainsi que des anomalies chromosomiques numériques, y compris les délétions et la
trisomie des chromosomes 3, 12 et 18. Cependant, il convient de souligner que si la FISH
positive associée aux caractéristiques cliniques et morphologiques de 'EMZL est tres utile dans
le diagnostic, la FISH négative ne doit pas exclure le diagnostic de 1'EMZL. Grace a
l'identification des régions génomiques spécifiques réarrangées dans EMZL, la réaction en
chaine par RT-PCR de routine a également ét¢ mise en ceuvre pour la détection des
translocations génomiques et la présence de transcrits de fusion, tels que BIRC3-MALTI. De
plus, la détection de BIRC3-MAL?T1 dans I'EMZL gastrique a des implications

thérapeutiques.' '’

» Immunophénotypage par cytométrie en flux :
Les cellules néoplasiques du lymphome MALT expriment des marqueurs de cellules B (CD19,
CD20, CD79a, PAXS et Bcl-2), CD35+, CD43 positif ou négatif, mais manquent de CDS5,
CD10, Bcl-1, cycline D1 et CD23. Environ 30 a 50 % des cas expriment le CD43 et cela peut
étre utile pour distinguer le lymphome du MALT des infiltrats réactifs. Les cellules
néoplasiques expriment ¢galement CD27, un marqueur des lymphocytes B activés et mémoire.
Le composant plasmocytaire peut étre mis en évidence avec un anticorps anti-CD138. Des cas
peu fréquents sont CD5 positifs, et son expression a été¢ rapportée avec un comportement
clinique agressif chez certains patients. De trés rares cas sont CD10 positifs mais Bcl-6 négatifs.
Il existe également une importante population de cellules T, principalement CD4 positives. Il
est important de noter que les cellules néoplasiques du lymphome du MALT présentent une
restriction de la chaine légeére d'immunoglobuline, et sa démonstration est utile dans le

diagnostic différentiel avec I'hyperplasie réactive.!!!
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Tableau 7: Résumé des caractéristiques des LZMs contribuant a leur Diagnostic différentiel

MALT lymphomas

Positive for #gi’uﬁ_ CD20, CD79a, CD21, CD35

Negative for CD5, CD10, CD23, and cyclin D1

tf17;718) translocation in gastric MALT lymphoma in 30-50% of cases

Trisomy of chromosomes 3 and 18
Inactivation of TIWFAIPZ{6g23)

Differential diagnoses [2]:

Absence of CD5 is against MCL and SLL/CLL
Absence of cyclin D1/S0OX11 is against MICL
Absence of CD10 is against FL

Nodal MZL

Positive for CD19, CD20, CD79a and PAXS
Usually negative for CDS, CD10, and CD23
Positive for MNDA

Trisomy ef chromosomes 3 and 18.

Somatic mutations of PTPRD, NOTCH2, MLL2
Differential diagnoses:

FL with marginal zone differentiation: Careful histological review to identify BCL2-nega-
tive centroblasts, and centrocytes positive for BCL6 and CD10. FL is often positive for
GCET1, LMQO2 and HGAL and shows t(714:78) translocations. Stathminl may be helpful
for identifying FLs that are negative for BCLZ and/or CD10.

LPL: clinical features, LPL presents with Waldenstrém’s macroglobulinasmia, nodal MZL
presents with lymphadenopathy. Nodal MZL has monocytoid cellular morphology.
marginal zone growth pattern, and follicular colonisation. MY D88 L265P mutations

are more common in LPLs.

Splenic MZL

Positive for CD20, CD79a, co-expression of IlgM/figD
Usually negative for CD5, CD10, CD23, CD43, and CD103
Trisomy ef chromosomes 3 and 18

Deletion of 7g371-g32

Cytogenetic aberrations involving chromosome 8
Somatic mutations of NOTCHZ, KLF2, MLL2, TP53
Frequent use of IGHV1-02

Differential diagnoses [2]:

Absence of cyclin D1/50X11 is against MICL
Absence of CD5 is against SLL/CLL

Absence of CD103 and annexin A1 against HCL
Absence of CD10 and BCLS6 is against FL

7-LEUCEMIE A TRICHOLEUCOCYTES (HAIRY CELL LEUKAEMIA) :

La leucémie a tricholeucocytes (HCL) a ét¢ initialement signalée en 1958 par Bouroncle et ses

\

collegues comme une tumeur maligne indolente associée a une pancytopénie et une

splénomégalie qui représentaient 2 % de toutes les leucémies. Elle est reconnue comme une

entit¢ par 1'Organisation mondiale de la sant¢ (OMS 2008) et la révision 2016 de la
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classification de 'OMS des néoplasmes lymphoides. La HCL reste une maladie incurable
caractérisée par de longues périodes de rémission avec une rechute éventuelle et la nécessité
d'un retraitement chez de nombreux patients.

7-1 Incidence :

L'age médian des patients atteints de HCL classique est de 55 a 60 ans, bien que le diagnostic
soit souvent précédé de cytopénies durant des années. La HCL, est quatre a cinq fois plus
fréquente chez les hommes que chez les femmes, et représente 2 % de toutes les leucémies,
avec une incidence estimée a 0,29 pour 100 000 personnes-années en France et environ 1240
nouveaux cas de HCL attendus par an aux Etats-Unis. Les quelques études basées sur la
population disponible sont limitées et montrent un taux d'incidence global standardisé selon
1'age qui est relativement stable, une amélioration de la survie globale (OS) et relative (RS).'!?
7-2 Physiopathologie :

Malgré 1'absence d'expression du CD27, les études transcriptomiques suggerent que les
tricholeucocytes dérivent d'un lymphocyte B mémoire. Les cellules B mémoire post-germinales
a activation tardive et éventuellement les cellules B de la zone marginale splénique sont
considérées comme la cellule d'origine de la HCL. Le profilage de la méthylation de 'ADN
réalisé dans 41 tumeurs matures a cellules B dont 11 patients atteints de HCL est en faveur
d'une origine post-germinale des cellules velues. L’analyse moléculaire du répertoire du
réarrangement variable des chaines lourdes du géne des immunoglobulines (IGHV) et du
schéma des hypermutations somatiques (SHM) ont montré une utilisation préférentielle de
VH3, spécialement VH3-30 et VH3-23. Remarque, BRAF-V600E a été identifi¢ dans les
cellules souches hématopoiétiques (CSH). De plus, l'expression de BRAF-V600E dans les
cellules souches/progénitrices hématopoiétiques murines peut provoquer une maladie de type
leucémie a tricholeucocytes De plus, BRAF-V600E a été trouvé dans I'histiocytose a cellules
de Langerhans (LCH) et la maladie d'Erdheim Chester (ECD). Un LCH chez un patient a été
récemment décrit, suggérant la possibilit¢ d'une relation entre HCL et LCH. Cependant, le
schéma de distribution des all¢les mutants dans le compartiment mononucléaire et la moelle
osseuse est clairement différent entre les patients avec HCL et LCH/ECD. Dans LCH/ECD, la
majorité des alleles mutants étaient présents dans les monocytes classiques CDI14+, les

monocytes non classiques CD16+ et les cellules dendritiques myéloides CD1c + dans le sang
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périphérique. Ils sont distribués dans les CSH et les progéniteurs myéloides dans la moelle
osseuse. Les alléles mutants ne se trouvent pas dans les monocytes et les cellules myéloides de
la HCL, mais sont présents dans les cellules B et NK normales. Une entité distincte est connue
sous le nom de variante de leucémie a tricholeucocytes (HCL-V), qui est biologiquement unique
a partir de HCL existe également. Le variant peut étre identifi¢é par des différences

immunophénotypiques, I'absence de mutation BRAF et l'absence de monocytopénie.'!®
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Figure 51: L’origine et la Pathogenése du tricholeucocytes.

7-3 Présentation clinique :

HCL est généralement caractérisée par des infections, une splénomégalie ou la présence de
cytopénies. Des manifestations auto-immunes ou des manifestations inhabituelles peuvent étre
identifiées, dont certaines peuvent imiter le myélome multiple. Les patients atteints présentent
souvent des symptomes non spécifiques, notamment de la fatigue et de la faiblesse, ainsi que
des symptomes liés aux cytopénies et a la splénomégalie. Quatre-vingt pour cent des patients
présenteront des cytopénies importantes a la présentation, avec une pancytopénie sévere dans
moins de 10 % des cas. Alors que la splénomégalie est une caractéristique prédominante, la
splénomégalie massive et symptomatique est moins fréquente, peut-étre en raison d'une
détection plus précoce lors de la numération formule sanguine (FSC). Des manifestations auto-
immunes ou des manifestations inhabituelles peuvent étre identifiées, dont certaines peuvent

imiter le myélome multiple. Une thrombocytopénie auto-immune et une anémie hémolytique
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peuvent survenir avec une leucémie a tricholeucocytes, rarement. Les complications
infectieuses sont fréquentes, en raison a la fois de l'immunosuppression sous-jacente des
cytopénies et du traitement myélosuppresseur. Ces signes et symptomes et d'autres peuvent tre
causés par la leucémie a tricholeucocytes ou par d'autres conditions tout comme une faiblesse
ou une sensation de fatigue, une fiévre ou des infections fréquentes, des ecchymoses ou
saignements faciles, L’essoufflement, perte de poids pour une raison inconnue, une douleur
ou sensation de plénitude sous les cotes, des boules indolores dans le cou, les aisselles, I'estomac
ou l'aine.'!*

7-4 Critéres diagnostique :

Le diagnostic est réalisé par des études sur le sang périphérique, y compris la cytométrie en flux
et I'examen des frottis sanguins périphériques, ainsi qu'une biopsie de la moelle osseuse. Un «
tapotement sec » ou une incapacité a effectuer une aspiration de la moelle osseuse est
fréquemment rencontré avec la leucémie a tricholeucocytes, mais pas avec HCL-V.

7-4-1 Morphologie :

Avec la fréquence élevée des analyses de sang périphérique de routine, les cellules ciliées
peuvent également étre détectées chez les patients asymptomatiques. Une formule sanguine
complete et un examen minutieux du frottis sanguin périphérique sont la premicre étape de
l'identification morphologique trés caractéristique des cellules pileuses. Le diagnostic de HCL
est basé sur des preuves morphologiques de cellules pileuses a 1'examen microscopique. Les
cellules HCL peuvent étre identifiées dans les frottis sanguins périphériques colorés au
Romanowsky d'environ 90 % des patients en tant que cellules mononucléées qui sont
généralement 1 a 2 fois la taille d'un lymphocyte mature. Les noyaux sont le plus souvent
ovoides mais peuvent étre ronds, ovales ou en forme de fer a cheval. Le cytoplasme est variable
en quantité mais généralement abondant, bleu pale a bleu-gris, et parfois décrit comme «
duveteux » ou « poilu ». Les projections velues sont plus facilement visualisées au microscope

¢lectronique.
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Figure 52: Cytologie et histologie de la moelle osseuse de la leucémie a tricholeucocytes

A. Les frottis sanguins périphériques montrent fréquemment des cellules leucémiques
circulantes avec un aspect monocytoides et des projections villeuses circonférentielles. B

Biopsie trépanique démontrant une infiltration marquée par des lymphocytes monocytoides

7-4-2 Criteéres cytogénétiques et moléculaires :

La mutation BRAF V600E a ¢ét¢ identifiée en 2011 a l'aide de séquengage de I'exome entier
comme événement génétique causal dans la pathogenese de HCL. La mutation confére une
activation de la voie BRAF-MAPK et favorise la survie de la tumeur. BRAF V600E a
¢galement été proposé pour expliquer la morphologie "poilue" Plusieurs rapports décrivent des
anomalies non clonales ou oligoclonales dans la HCL et dans certains cas avec des anomalies
clonales, des translocations impliquant le site 14q32.3 du locus IGH, des réarrangements de
14q22-24 et des anomalies des chromosomes 11 et 12 ont été décrites.!!

HCL-V est souvent caractérisé par un caryotype complexe. La translocation t (14 ; 18) (q32 ;
g21) observée dans le lymphome folliculaire et t (2 ; 8) (p12 ; q24) observée dans le lymphome
de Burkitt variant ont été rapportées dans la HCL-V.

La délétion moléculaire de la cartographie du geéne suppresseur de tumeur p53 sur le
chromosome 17p13 se produit avec une incidence ¢élevée a la fois dans HCL et HCL-V. Mais
une différence significative est observée dans la proportion de cellules avec un alléle supprimé
dans HCL-V par rapport a HCL et est en corrélation avec la tendance bien connue a la

transformation et a la mauvaise réponse au traitement caractéristique de HCL-V!!®
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7-4-3 Immunophénotypage par cytométrie en flux :

L'immunophénotypage par cytométrie en flux (FCI) est un outil essentiel dans le diagnostic de
la leucémie a tricholeucocytes (HCL). HCL a un immunophénotype distinctif bas¢ sur la
coloration avec des anticorps anti-CD5 (négatif), CD10 (négatif), CD23 (négatif), CD20
(anormalement brillant), CD22 (anormalement brillant), CD11c¢ (anormalement brillant), CD25
(anormalement brillant), CD103 (positif) et CD123 (positif). Grace a cet immunophénotype
unique, Le FCI peut différencier les cellules poilues malignes des cellules B normales et autres
troubles lymphoprolifératifs, en particulier la variante de la leucémie a tricholeucocytes
morphologiquement similaire et lymphome splénique a lymphocytes villeux. Le FCI est

extrémement sensible dans la détection d'une maladie minimale et est utile dans surveillance de
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Figure 53: Immunophénotypage de la leucémie a tricholeucocytes par cytomeétrie en flux
A- B. Les cellules poilues (surlignées en bleu) présentent une coloration pour CD45 dans la
région des autres lymphocytes matures (noir), avec une dispersion latérale accrue, tombant
souvent dans la région des monocytes. C—F. Cellules poilues démontrant des niveaux accrus de

CD19 et CD20, avec une coexpression homogene de CD11c, CD25, CD103 et CD123.
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8-AUTRES LYMPHOMES SPLENIQUES A CELLULES B :

8-1 Lymphome splénique a petites cellules B de la pulpe rouge diffuse SDRLP :

Le lymphome splénique diffus de la pulpe rouge a petites cellules B (SDRPL) est un lymphome
extrémement rare (incidence < 1 % des lymphomes non hodgkiniens) qui est classé comme une
entité provisoire dans la catégorie des lymphomes/leucémies spléniques a cellules B
inclassables dans 1’¢dition de 'OMS de 2008, et dans la mise a jour de 2016 récemment publi¢e
de la classification des tumeurs lymphoides. Une présentation leucémique avec splénomégalie,
dissémination de la moelle osseuse et cellules poilues dans le sang périphérique est la condition
sine qua non de la SDRPL, mais ces caractéristiques sont loin d'étre spécifiques. Il existe un
chevauchement morphologique considérable avec d'autres lymphomes qui affligent
principalement la rate et présentent également des lymphocytes villeux, tels que le lymphome
de la zone marginale splénique (SMZL), la leucémie a tricholeucocytes (HCL) et, rarement, la
variante de la leucémie a tricholeucocytes. (HCL-V). Des cas de lymphome splénique a cellules
B ont été décrits, ou I'histologie montre une atteinte purement pulpaire rouge et une population
monomorphe de cellules tumorales ressemblant a des cellules B de la zone marginale, avec des
cellules blastiques nucléolées dispersées. Tant dans la rate que dans la moelle osseuse, ces cas
ont un schéma d'atteinte intra-sinusoidal caractéristique''®. Ces tumeurs semblent manquer de
mutations BRAF et d'expression d'Annexine A1 et d'expression plus fréquente d'IgG et DBA44
a été trouve dans ces cas par rapport a LZMS. La plupart des lymphomes a petites cellules B de
la pulpe rouge de la rate étaient IgH muté, avec une surreprésentation des familles de génes
V(H)3 et V(H)4. Le lymphome de la pulpe rouge splénique n'a pas les mutations
caractéristiques NOTCH?2 et KLF2 qui sont présentes dans LZMS, tout en présentant quelques
mutations dans NOTCH1 et MAP2K1. Contrairement au SMZL, au HCL et au HCL-V, qui
peuvent étre diagnostiqués sur une biopsie de sang périphérique/tréphine BM, le SDRPL
nécessite une splénectomie pour confirmer le diagnostic. L'histologie de la rate montre une
infiltration diffuse de la pulpe rouge due a de petits lymphocytes monotones provoquant une
quasi-oblitération de la pulpe blanche. Le profile immunophénotypique implique que les
cellules tumorales caractéristiques sont constamment positives pour CD20, DBA-44 et IgG.

SDRPL est négatif pour CD3, CD5, CD10, CD11c, CD23, CD25, CD103, CD123, Cyclin-D1
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et Annexin-A1l. Le SRPL exprime le CD11c¢ (expression forte), le CD103 (expression forte) est
retrouvé dans 33% des cas, le CD123 dans 15% des cas et le CD25 est généralement négatif.!!”
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Figure 54: Population monomorphe de lymphocytes villeux. Histologie splénique infiltration
diffuse de la pulpe rouge avec disparition de la pulpe blanche.
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Figure 55: Immunophénotypage par cytométrie en flux différenciant LZM de SDRLP.

Histogramme représentant les expressions des principaux marqueurs (CD5, CD23, CD43,
CD20, CD22, CDl1c, CD27, CD180 et CD200), et en particulier ceux permettant de faire le
diagnostic différentiel entre le lymphome de la zone marginale splénique (LZMS)(orange) et le
lymphome diffus de la pulpe rouge (SDRPL)(rose) (histogrammes fenétrés sur le contingent B
CD19+).
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8-2 Leucémie a tricholeucocytes variante :

Le terme de leucémie a tricholeucocytes variante (HCLv) englobe les désordres
lymphoprolifératifs chroniques B qui ressemblent a la leucémie a tricholeucocytes mais
possedent des caractéristiques cyto-hématologiques différentes, des immunophénotypages
différents ou une résistance aux traitements classiques des leucémies a tricholeucocytes. La
leucémie a tricholeucocytes (HCL) est une maladie rare lymphoproliférative a cellules B
matures (2 % de toutes les leucémies lymphoides, 0,4% des hémopathies lymphoides malignes
et 10% des leucémies tricholeucocytes). Caractérisée par une splénomégalie, des cytopénies et
des cellules distinctives avec des projections cytoplasmiques circonférentielles dans le sang et
la moelle osseuse. Il existe peu de données sur les caractéristiques génétiques de cette leucémie,
le taux d’hypermutation somatique des génes des IGHV est faible, des cas de délétions 8q, 17p,
et de trisomie 12 ont été rapportés. Le sang périphérique est le meilleur tissu pour 'analyse
cytologique du HCL-v. L’absence de la mutation BRAFV600E caractéristique de la leucémie
a tricholeucocytes suggere que cette entité provisoire est bien distincte de celle-ci. Le sang
périphérique est le meilleur tissu pour l'analyse cytologique. Dans l'ensemble, 1'image est
monomorphe, le composant cellulaire principal étant une cellule lymphoide de taille moyenne
a grande qui présente un cytoplasme irrégulier abondant avec des projections fines ou mal
définies similaires a celles des cellules poilues typiques. Le noyau a un contour régulier avec
un seul nucléole proéminent et la chromatine est relativement condensée, semblable a celle des
prolymphocytes ; parfois des cellules plus grandes avec un noyau bilobé sont identifiées dans
les frottis sanguins. Le degré de basophilie cytoplasmique varie de léger & modéré et, dans
certains cas, le cytoplasme est trés pale. L’immunophénotypage du sang périphérique d’un
patient HCL-v montre les marqueurs de lymphocytes B (CD19+), monoclonaux (slg Kappa+),
CD103+, CDllct+, CD20++, CD22+, IgM+/++ FMC7++, CD79b++, BCL2+ et aucune
expression de sIg Lambda, CD3, CD4, CDS5, CDS§, CD10, CD23, CD24, CD25, CD27, CD38,
CD43 et CD123.1%
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Figure 56: May Grumwald Giemsa a coloré les frottis sanguins périphériques de deux patients
atteints de HCL-V.
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Figure 57: Parcelles de points représentatives de l'immunophénotypage typique de HCL-v .

(A) Cellules pathologiques (rouge) CD19+ au diagnostic ; (B) cellules pathologiques (rouge)
slg Kappa+ et slg Lambda— au diagnostic ; (C) cellules pathologiques (rouge) CD103+ et
CD25— au diagnostic ; (D) cellules pathologiques (rouge) CD11c+ au diagnostic ; (E) cellules
pathologiques (rouges) slg Kappa+ et slg Lambda— dans une maladie résiduelle minime ; (F)

cellules pathologiques (rouge) CD103+ et CD11c+ dans une maladie résiduelle minimale.
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Tableau 8: Diagnostic différentiel entre HCL, HCL-v et, SMZL et SDRLP

Epidéemioiogie
Incidence’ 0.3 0,2 nied 0,2
Survie globale (4 5 ans) T8-92 iy 57 93 83-91 %
Sex-ratio (M/F) 4 1,6 1,6 0.5
Age médian (années) 55 70 77 62
Monocytopénie + - - =
Cytologie
Villosités Longues fines et Longues fines et Longues, base large et Pelites, polaires
circonferentielles circonférentielles circonférentielles
MNucléole Occasionnel, discret Constant, proéminent Occasionme! Petit
Chromatine Mature, homogéne Condensee Condensée Légérement mottée
Immunophénotype
Annexine A1 + - - -
{D11c L) * - + faible
D25 b - = s
o103 e + - =
0123 e - ou + faible = -
w27 - el = -
(D180 e nd T *
D200 L - - -
Blologie moléculaire
IGHV mutés (3%) B3-00 iy A6-73 W 79 Uy 59-68 U
Répertolre IGVH (frq = 10 %) WH3-30, YH3-23, VH4-34 VH4-34 VHA-34, VH3-23 WH1-2, WHA4-34
BRAF VouoE + - - -
MAPZKT mutations 0-18,5 % 9-48 % 10,5 % nd
CKDONTE mutations 1116 % 0 % nd nd
NOTCHT mutations 5 % nd 10,5 %% 5 %
NOTCHZ mutations 0 % nd 0-3 % 1721 %
P53 mutations 0-28 25 % Q-5 %o 13,525 %
KILFZ mutations 1017 % nd nd A2 %o
CONDF mutations nd 13 % 2124 % 13 %
KMT2C mutations 15 % 25 % nd nd
BCOR mutations,/délétion 0 b nd 24 Wy 2%

HCL-c : leucémie a tricholeucocytes classique ; HCL-v : leucémie a tricholeucocytes variante
; SDRPL : lymphome diffus splénique de la pulpe rouge ; SMZL : lymphome de la zone
marginale splénique ; + positif ; — : négatif ; +++ : expression forte ; nd : données non

disponibles.
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9- LYMPHOME LYMPHOPLASMOCYTAIRE / MACROGLOBULINEMIES
DE WALDENSTROM :

La leucémie prolymphocytaire B (LPL-B) a été décrite pour la premiere fois par Galton et al.,
en 1974, comme étant une forme variante agressive de la leucémie lymphoide chronique (LLC).
Le lymphome lymphoplasmocytaire est une forme indolente ou a croissance lente de LNH qui
prend naissance dans les cellules B, et 1 % des personnes atteintes de LNH ont ce sous-type.
Le lymphome lymphoplasmocytaire touche souvent la moelle osseuse, parfois les ganglions
lymphatiques et la rate. Chez de nombreuses personnes, ce lymphome produit une protéine,
appelée immunoglobuline M (IgM) ou protéine M, cependant quelques cas sont des LPL
sécrétant des IgA, sécrétant des IgG ou non sécrétant. La LPL avec IgM détectable sur les tests
sanguins est appelée macroglobulinémie de Waldenstrom (MW). Elle porte le nom du
scientifique qui la décrit le premier. La majorité des cas de lymphomes lymphoplasmocytaires

sont des macroglobulinémies de Waldenstrom. 2!

9-1 Incidence :

La LPL-B est une hémopathie extrémement rare, représentant probablement moins de 1 % des
hémopathies B matures avec une incidence annuelle de 3 a 4 cas par un million de personnes,
affectant le plus souvent les hommes blancs plus agés. L'age médian est 64 tandis que 1’age
moyen du diagnostic est de 70 ans. La maladie est moins fréquente chez les femmes que chez
les hommes et est beaucoup moins fréquente chez les Noirs que chez les Blancs. Une
prédisposition génétique a également été suggérée, car environ 20 % des patients atteints de
MW ont un parent au premier degré avec un trouble hématologique connexe tel qu'un
lymphome non hodgkinien (LNH), un my¢lome multiple (MM), une leucémie lymphoide
chronique (LLC), une gammapathie de signification indéterminée (MGUS), leucémie
lymphoide aigué (LAL) ou lymphome hodgkinien.!??

9-2 Physiopathologie :

On pense que les cellules malignes du lymphome lymphoplasmocytaire proviennent de cellules
a un stade tardif de la différenciation des cellules B. Ces cellules dérivent d'un arrét des
lymphocytes B aprés une hypermutation somatique dans le centre germinatif et avant la
différenciation terminale en un plasmocyte. Les signes pathologiques du lymphome

lymphoplasmocytaire sont dus a l'infiltration de la moelle osseuse par de petits lymphocytes et

100



a une gammapathie monoclonale IgM. Les symptomes visuels et neurologiques sont liés a
I'hyperviscosité et a la lenteur du flux sanguin. Les saignements rencontrés dans la
macroglobulinémie de Waldenstrom sont dus a la liaison des IgM aux facteurs de coagulation.
Le profil immunophénotypique de LPL/WM en combinaison avec la présence de mutations
somatiques de genes dans la région variable de chaine lourde d'immunoglobuline sans diversité
intra clonale suggere que les cellules malignes proviennent de cellules a un stade tardif de
différenciation dérivée d'une cellule B arrétée apres somatique. L hypermutation dans le centre
germinatif et avant la différenciation terminale en un plasmocyte. Les causes de la LPL/'WM
sont mal comprises ; cependant, des données émergentes soutiennent le réle des facteurs
immunitaires et génétiques dans I'étiologie de la LPL/WM. Quelques études ont rapporté des
preuves de mutations fréquentes du géne des immunoglobulines somatiques, suggérant que la
stimulation antigénique chronique pourrait jouer un rdle étiologique. Des études basées sur la
population aux Etats-Unis ont montré que I'auto-immunité et l'infection virale de 1'hépatite C
¢taient associées a un risque accru de développer la MW, bien que cela ne soit pas soutenu par

d'autres études.'>
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Figure 58: La cellule MW pourrait provenir d'un précurseur somatiquement muté "'semblable a la
mémoire" qui a perdu les marqueurs de mémoire classiques tels que CD27 en raison de l'excrétion
de la surface.
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Il reste a déterminer si ce précurseur de mémoire provient d'un centre germinatif (cellule B
mémoire a isotype unique) ou d'une réaction T-indépendante de type zone marginale (double
isotype, IgM+ IgD+ cellule B), car ces deux types de cellules accumulent des mutations

somatiques.

9-3 Présentation clinique :

Au moment du diagnostic, environ 19 % a 28 % des patients MW sont asymptomatiques. Ces
patients peuvent rester asymptomatiques pendant 5 a 10 ans avant de développer des
symptomes qui indiquent d'initier un traitement. L’infiltration de la moelle osseuse et des sites
extramédullaires, tels que les ganglions lymphatiques, la rate et le foie, par des cellules B
malignes et des taux ¢levés d'IgM contribuent aux symptomes associés a une splénomégalie
importante, avec peu ou pas d’adénopathies périphériques, une pancytopénie, I'organomégalie
et l'hyperviscosité. La plupart des patients sont soit asymptomatiques, soit anémiques ;
présenter des symptomes d'hyperviscosité est rare. Dans de rares cas, une infiltration
lymphoplasmocytaire diffuse des poumons, de 1'estomac ou des intestins peut survenir. Les
rares cas de MW sont associés a une présentation clinique d'urticaire diffuse et de
paraprotéinémie IgM appelée syndrome de Schnitzler. Les symptdmes caractéristiques du
syndrome d'hyperviscosité comprennent des saignements des muqueuses, des troubles visuels
et des maux de téte. Les manifestations neurologiques plus graves incluent la confusion
mentale, les déficits neurologiques focaux et les accidents vasculaires cérébraux. Le syndrome
d'hyperviscosité survient chez jusqu'a 30 % des patients, les symptomes d'hyperviscosité
apparaissant généralement lorsque la plage de référence de viscosité sérique de 1,4 a 1,8 cP
atteint 4 a 5 cP (correspondant a un taux d’IGM sérique d'au moins 3,0 g/dL). La paraprotéine
peut également avoir une activité d'auto-anticorps ou de cryoglobuline entrainant des
phénomenes auto-immuns ou une cryoglobulinémie. La cryoglobulinémie chez les patients
atteints de macroglobulinémie de Waldenstrom entraine des phénomeénes de Raynaud et une
urticaire au froid. Le dépot d'IgM peut entrainer des neuropathies périphériques et une

insuffisance rénale. Les symptomes peuvent varier considérablement d'un patient a l'autre.'?*

102



9-4 Criteres de Diagnostic :

Les LPL a composante monoclonale IgG sont rares et peu rapportés dans la littérature. Le
Diagnostic différentiel avec d’autres lymphomes B a petites cellules (lymphome de la zone
marginale, leucémie lymphoide B chronique) est parfois délicat. Plus de 95% des patients
atteints de LPL sécrétent une paraprotéine monoclonale d'immunoglobuline M (IgM), une
maladie connue sous le nom de macroglobulinémie de Waldenstrom (WM). Moins de 5% des
cas de LPL sont associés a des paraprotéine non IgM, y compris IgG, IgA, kappa ou lambda,
ou sont non sécrétoires ; ces patients n'ont pas l'impression d'avoir la MW. Le diagnostic de
LPL/WM est fait sur la base des résultats de la biopsie de la moelle osseuse, 1’électrophorese
des protéines sériques (EPS) et le scénario clinique. Les critéres suivants doivent étre
respectées, sur la base des recommandations du troisieme Atelier international sur la
macroglobulinémie de Waldenstrom (IWWM) : Une protéine monoclonale IgM sérique de
toute taille, Atteinte de la moelle osseuse par un infiltrat intertrabéculaire, de toute taille, de
petits lymphocytes, formes lymphoplasmocytoides et plasmocytes, les cellules lymphocytaires
expriment typiquement des IgM de surface, CD19, CD20 et CD22.1%°

9-4-1 Cytologie :

L’examen cytologique des frottis médullaires, colorés au MayGriinwald Giemsa (MGG) met
en évidence une infiltration hétérogéne par des petits lymphocytes matures (40 %) a la
chromatine dense, monomorphe avec une différenciation lymphoplasmocytaire, accompagnés
de rares plasmocytes. On observe par ailleurs de nombreux dépdts d’aspect cotonneux rosés

évoquant des dépots amyloides.!

Figure 59: Prolifération diffuse faite de petits ymphocytes B matures, De lymphoplasmocytes et de
plasmocytes.
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Figure 60: Caractéristiques morphologiques du lymphome lymphoplasmocytaire/
macroglobulinémie de Waldenstrom.

A, le test sanguin périphérique coloré par Wright-Giemsa montre un lymphocyte
plasmacytoides et une formation de rouleaux proéminents. B, Une biopsie au trocart montre
une moelle osseuse colorée a I'hématoxyline-€éosine, avec une moelle osseuse hypercellulaire
et une infiltration marquée par un spectre de petits lymphocytes, de lymphocytes
plasmacytoides et de plasmocytes.

9-4-2 Criteres génétiques et moléculaires :

Comme tous les néoplasmes a cellules B, les cellules B de la LPL ont des genes
d'immunoglobuline réarrangés de maniére clonale. L'hypermutation somatique est présente
dans plus de 90 % des cas de LPL/WM, et une utilisation biaisée de la région variable de la
chaine lourde des immunoglobulines a ét¢ documentée, suggérant que la sélection antigénique
est impliquée dans le développement de ce lymphome a cellules B mature. Malgré la
différenciation plasmocytaire, il existe des preuves d'une transition dérégulée des cellules LPL
B vers des plasmocytes avec des modeles d'expression génique aberrants et un manque de
commutation de classe de chaine lourde dans LPL. Des rapports antérieurs sur 1'association de
LPL/WM avec t (9 ; 14) (p13 ; q32) IGH/PAXS n'ont pas €té pris en charge dans des études
plus récentes. L'intérét récent s'est concentré sur la présence de délétions 6q, signalées dans
jusqu'a 63 % des LPL/WM. Bien que la délétion 6q soit relativement non spécifique, il peut
avoir un role oncogene dans la LPL/WM, ayant été associé a des caractéristiques de pronostic
défavorable, probablement via I'inactivation des régulateurs négatifs de la voie de signalisation
du facteur nucléaire kB (NF-«xB). Des rapports récents suggerent que La LPL peut dépendre de

la signalisation constitutive de NF-«kB, avec une grande proportion de cas de LPL contenant
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une variante somatique dans le gene MYDS88 qui active de manicre constitutive NF-xB. Fait
intéressant, bien que 90 % des cas de LPL aient démontré cette mutation, elle n'a été trouvée
que dans 6 % des cas de MZL. Les anomalies génétiques 13q— et la trisomie 12, généralement
associ¢es a la LLC, sont rares dans la LPL/WM. La trisomie 4, cependant, semble étre

spécifique de la LPL/WM et a été rapportée dans 20 % des cas.!'?’

9-4-3 Immunophénotypage par cytométrie en flux :

Les résultats de la cytométrie en flux montrent les caractéristiques des lymphocytes B avec
l'expression des IgM et des marqueurs de différenciation et des lymphocytes B. La
macroglobulinémie de Waldenstrom est caractérisée dans la plupart des cas par un
immunophénotype de surface IgM+ slgD+/- CD5- CD10- CD19+ CD20+ CD22+ CD23-
CD25+ CD27+ CD75- CD79+ CD103- CD138- FMC7+

BCL -2+ BCL- 6- PAX- 5+. En pratique, un immunophénotype sigM+ CD5- CD10- CD19+
CD20+ CD23- associ¢ a un schéma d'infiltration non paratrabéculaire est le diagnostic de

macroglobulinémie de Waldenstrom.!'?8
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Figure 61: Immunophénotypage de la moelle osseuse par cytométrie en flux.

Les lymphocytes anormaux expriment les marqueurs suivants : CD19, CD20 (expression
d’intensité intermédiaire), CD5 (expression partielle). Le CD23 et le CD38 sont négatifs. [1 y a
une expression monoclonale kappa. L’expression du CDS5 est retrouvée dans 10% des cas de la

maladie de Waldenstrom.
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9-4-4 Diagnostic différentiel :

Tableau 9: Caractéristiques de différenciation entre la MW et d’autres syndromes

Iymphoprolifératifs
Diagnostic différentiel Caractéristigues
gl MIGUS Les critéres de MW ne sont pas remplis

Absence d'anomalie cytogénétique avec 6q—

Lymphome des zones CD22, CD11c fortement exprimeé, CD43 et
marginales (surtout la CD103 possibles
forme splénique)
CD25 plus rarement exprimeé par rapport a la MW
Anomalie cytogénétique avec 7g—, +3, +18,. et +5

B-LLC Fréquence des adénopathies plus élevée
Lymphocytose constante. Aspect cytologique des
lymphocytes, classiquement petit, mature, sans
nucléole
Présence de noyaux nus
Lymphocytes CD19(CD5+ et CD23+, score de
Matutes=<4ou 5
Faible niveau d'expression de I'lg de surface
Anomalie cytogénétique avec 13gl4— et
+12 fréquente, 6g— rare
Absence d'hypermutation des génes Vh (30 % des
cas)

Myélome multiple IgM Aspect cytologique du clone constitue seulement
de plasmocytes
Présence d'autres signes de myélome, tels que
lésions osseuses lytiques
Marqueur CD38+ et CD 138+ positif sur les
plasmocytes
Anomalie cytogénétique avec t(11;14) et 13g—
plus fréquent

Lymphome du manteau Localisations ganglionnaires et existence de
localisations tumorales extranodales, ORL. tube
digestif, cutané
L'examen de la biopsie ganglionnaire ou autre
matériel tumoral posera le diagnostic. Les cellules
tumorales sont CD5+
Cytogénétique t{11:14)}g13:gq32);
hyperexpression de BCL1

Lymphome folliculaire L'examen de la biopsie de la moelle osseuse ou
autre matériel tumoral posera le diagnostic,
imfiltrat paratrabéculaire
Infiltration par de petits lymphocytes. au rapport
nucléocytoplasmique élevé, aux noyaux clivés,
expression du CD10+
Cytogénétique t{14;18)q32;q21);
hyperexpression de BCL2

10-GAMMAPATHIE MONOCLONALE DE SIGNIFICATION
INDETERMINEE (MGUS) :

Robert Kyle a inventé le terme de gammapathie monoclonale de signification indéterminée
(MGUS) en 1978 apres l'observation que les patients asymptomatiques avec une protéine

monoclonale (protéine M) avaient un risque plus élevé de développer un myé¢lome multiple
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(MM), une macroglobulinémie de Waldenstrom (WM), une chaine l1égeére amylose (AL) ou
affections apparentées. La MGUS est un état précancéreux et le type de trouble plasmocytaire
le plus courant. Etant donné que la transition de la MGUS & une affection maligne
symptomatique est un processus évolutif, le diagnostic différentiel entre la MGUS et ces
maladies est souvent difficile. La MGUS survient avant le myélome multiple et les directives
actuelles recommandent que les patients qui regoivent un diagnostic de MGUS fassent 1'objet
d'un suivi spécialisé et d'une surveillance annuelle, car le risque de progression vers le my¢lome
est de 1 % par an et ne diminue pas avec le temps. Il existe trois types distincts de MGUS :

e MGUS non IgM : La MGUS non IgM (IgG, IgA, IgD) représente la majorité des cas de

MGUS et se caractérise par un plasmocyte monoclonal.

e MGUS IgM

e MGUS a Chaine légere
La MGUS non IgM peut évoluer vers une tumeur maligne des plasmocytes. La MGUS IgM
peut évoluer vers une macroglobulinémie de Waldenstrdm, une amylose a chaine légere
d'immunoglobuline (AL) ou un lymphome. MGUS (LC-MGUS) a chaine légere est
caractérisée par une protéine monoclonale dépourvue du composant de chaine lourde
d'immunoglobuline. La LC-MGUS peut montrer une progression vers une protéinurie de Bence
Jones idiopathique, un myélome plasmocytaire a chaine 1égere, une amylose AL ou une maladie
par dépdt de chaine légere. Selon une étude de cohorte basée sur la population, le risque de
progression vers le myélome multiple chez les patients atteints de MGUS a chaine Iégere est de
0,3 %.'%°
10-1 Incidence :
Une gammapathie monoclonale de signification indéterminée (MGUS) est observée chez
environ 2 % a 3 % des adultes de plus de 50 ans et chez 5 % des adultes de plus de 70 ans. La
MGUS est plus fréquente chez les hommes que chez les femmes (1,5 : 1) et 2 a 3 fois plus
fréquente chez les Afro-Américains que chez les Caucasiens. Les MGUS non IgM représentent
jusqu'a 85 % des cas de MGUS ; IgM MGUS représente jusqu'a 15 % des cas de MGUS.!*°
10-2 Physiopathologie :
Les événements responsables de la progression maligne de la MGUS ne sont pas bien compris.

Les modifications génétiques, I'angiogenese de la moelle osseuse, diverses cytokines liées au
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my¢lome des os et éventuellement des agents infectieux peuvent tous jouer un role dans la
progression de la MGUS vers le MM ou un trouble apparenté. Quatre événements précoces et
partiellement chevauchants sont partagés par les tumeurs MGUS et MM, mais il n'est pas clair
quels autres événements sont nécessaires pour la transition (TR1) vers une tumeur MGUS pré-
maligne. Certains ¢événements (par exemple, des anomalies caryotypiques) peuvent
probablement survenir a n'importe quel stade de la pathogenése, tandis que d'autres événements
(par exemple, 1'inactivation de p53) peuvent survenir principalement a des stades avancés de la
progression tumorale. Deux événements (délétion chrl3 et activation des mutations K-RAS)
peuvent étre associés a la transition (TR2) de MGUS a MM pour certaines tumeurs, tandis qu'un
troisiéme événement (augmentation de I'expression de MYC et parfois réarrangements du locus
MYC) peut étre plus universellement impliqué dans cette transition. Notez que les
réarrangements de MY C (Ig) peuvent également survenir en tant qu'événement de progression
tardive. Voir le texte pour plus de détails. Une fois le clone MGUS établi, les bases moléculaires
de sa progression vers une gammapathie monoclonale maligne restent mal comprises. Pour
favoriser la progression vers une gammapathie monoclonale maligne. En ce sens, il est de plus
en plus évident que la composante stromale du microenvironnement de la moelle osseuse (c'est-
a-dire les cellules non tumorales fournissant des facteurs de croissance et de survie) joue un
role important dans le développement des gammapathies monoclonales. A I'appui de cela, il a
été démontré que l'angiogenese de la moelle osseuse augmente de maniére significative dans

les stades avancés des gammapathies monoclonales de la MGUS au MM symptomatique.'>!
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Figure 62: Pathogenése du MGUS et Myélome multiple.

10-3 Présentation clinique :

Lorsqu'elle est découverte lors de I'évaluation d'un probléme médical, la MGUS est
généralement une découverte fortuite sans rapport. Les patients atteints de MGUS ont une taille
de protéine M sérique inférieure a 3 g pour 100 ml et moins de 10 % de plasmocytes
médullaires, et une zone symptomatique de leur gammapathie monoclonale avec des douleurs
non osseuses ou de plasmatocytomes extramédullaires. Des symptomes liés a I'anémie,
I'hypercalcémie, I’échec rénal ainsi que des infections bactériennes récurrentes sont décrits dans

la littérature.'3?

10-4 Criteres de Diagnostics :

La gammapathie monoclonale de signification indéterminée est généralement diagnostiquée
aprés qu'un test sanguin de routine réveéle un pic homogéne a 1'électrophorése des protéines
sériques. Lorsqu'elle est découverte lors de 1'évaluation d'un probléme médical, la MGUS est
généralement une découverte fortuite sans rapport. Les patients atteints de MGUS ont une taille
de protéine M sérique inférieure a 3 g pour 100 ml et moins de 10 % de plasmocytes de la
moelle osseuse. D’autres examens pour poser un diagnostic et pour €liminer d’autres troubles
plasmocytaires comme le myélome multiple. Ces épreuves peuvent comporter celles qui
suivent : ¢€lectrophorese des protéines ; analyse d’urine ; dosage des chaines légeres libres

sériques dosage des immunoglobulines (Ig) ; formule sanguine compléte (FSC) ; analyses
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biochimiques sanguines ; ponction et biopsie de la moelle osseuse ; radiographie de la plupart

des 0s.!33

10-4-1 Cytologie :
Les patients atteints de MGUS ont une concentration sérique de protéines monoclonales

inférieure a 3 g par décilitre, moins de 10 % de plasmocytes dans la moelle osseuse

Figure 63: Spécimen de moelle osseuse d'un patient atteint de MGUS (coloration May-Grunwald-
Giemsa).

10-4-2 Criteres cytogénétiques et moléculaires :

Les translocations chromosomiques sont courantes, impliquant souvent des régions
responsables du composant de chaine lourde de l'immunoglobuline. La translocation la plus
courante estt (11 ; 14) (q13 ; q32), une translocation entre le locus des chaines lourdes d'Ig sur
le chromosome 14 et le géne codant pour la cycline D1 sur le chromosome 11, qui a été
démontrée chez 25 % des patients atteints de MGUS. Un déréglement des protéines cycline D,
impliqué dans la progression du cycle cellulaire, a également été noté chez les patients atteints

de MGUS ainsi que les patients atteints de myélome multiple.'**

10-4-3 Immunophénotypage par cytométrie en flux :

Les plasmocytes clonaux chez les patients atteints de MGUS ont un profile phénotypique
similaire a celui observé dans les plasmocytes myélomateux (CD38 +, CD56+ et CD19- ), bien
que la proportion de plasmocytes phénotypiquement normaux soit plus ¢levée chez les patients
atteints de MGUS que chez ceux atteints de MM. En fait, il existe deux populations de

plasmocytes chez les individus atteints de MGUS, 1'une normale ou polyclonale (CD38+,
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CD56- et CD19+) et l'autre clonale avec un phénotype anormal (CD38+, CD56+, CD19-). Dans
une ¢étude, la proportion de plasmocytes polyclonaux de la moelle osseuse, évaluée par quatre
anticorps monoclonaux (CD38 ou CD138, CD56, CD19 et CD45), était le meilleur facteur
unique pour distinguer la MGUS de la MM.!3*

CD38
D38

cCD19

[WEL]

CcCDS6

Figure 64: Comparaison de l'expression de CD19 et CD56 dans les plasmocytes de la gammapathie
monoclonale de signification indéterminée (MGUS).

La rangée du haut montre I'expression de CD19 dans les plasmocytes polytypiques (jaunes) et
néoplasiques (rouges) dans trois cas différents de MGUS. L'expression CD56 correspondante

est démontrée dans la rangée du bas.
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Figure 65: Analyse immunophénotypique de la gammapathie monoclonale de signification
indéterminée.

111



Les plasmocytes néoplasiques sont surlignés en rouge ; les lymphocytes B matures sont peints

en bleu et les plasmocytes polytypiques en vert.

10-4-4 Diagnostic différentiel :

La pathogenése de la MGUS reste mal comprise. Les preuves suggerent que le clone MGUS
est déja « malin » au moment de son apparition initiale. En effet, les plasmocytes clonaux des
patients atteints de MGUS présentent un profil phénotypique similaire a celui des plasmocytes
myélomateux (CD38+, CD56+ et CD19 —), bien que la proportion de plasmocytes
phénotypiquement normaux soit plus élevée chez les patients atteints de MGUS que chez ceux
atteints de myélome. Ainsi, il existe deux populations de plasmocytes chez les personnes
atteintes de MGUS — I'une est normale et polyclonale (CD38+, CD56—, CD19+), et l'autre est
clonale et a un immunophénotype anormal (CD38+, CD56+, CD19-). Dans un rapport, la
proportion de plasmocytes de la moelle osseuse qui était polyclonale était le meilleur facteur
unique pour distinguer entre la MGUS et le myélome multiple. Moins de 2 % des patients
atteints de myélome avaient plus de 3 % de plasmocytes normaux, alors que 98 % des patients
atteints de MGUS en avaient plus de 3 %.!%

Tableau 10: Critéres de Diagnostic de différenciation entre MGUS, myélome multiple,
macroglobulinémie de Waldenstrom et Amylose primaire

Smoldering Multiple Waldenstrom's Primary
Variable MGUS Multiple Myeloma Myeloma  Macroglobulinemia Amyloidosis
Bone marrow plasma cells (%) <10 =10 =10 =107 <10
and and/or and/or and and
Circulating monoclonal protein <3 =3 23 >3 <3
(g/dl)
Clinical manifestations Absent Absent Presenti; Present§ Presentq

11-MALADIE DES CHAINES LOURDES :

Les maladies des chaines lourdes (MCL) sont des troubles rares de la prolifération des cellules
lymphoplasmatiques des lymphocytes B, caractérisés par la production de chaines lourdes
d'immunoglobulines monoclonales tronquées sans chaines légeres associées. Les MCL
impliquant les trois principales classes d'immunoglobulines ont été décrites ; la MCL-a est la
plus courante et a la présentation la plus uniforme, les MCL vy et p ont des présentations

cliniques et des caractéristiques histopathologiques variables. Les MCL peuvent étre considérés
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comme des types variés de lymphomes non hodgkinien : la MCL- a se présente comme un
lymphome extraganglionnaire de la zone marginale du tissu ganglionnaire associé aux
mugqueuses, la MCL-y comme un lymphome non hodgkinien lymphoplasmacytoide et la MCL-
p comme un petit lymphome non hodgkinien ou leucémie lymphoide chronique. Le diagnostic
de MCL nécessite la documentation d'une chaine lourde d'immunoglobuline supprimée sans
chaine légere liée dans le sérum ou l'urine. Le pronostic est variable, et aucun programme de
traitement efficace standardisé n'est disponible, a l'exception de la MCL-a, qui, a ses débuts,
peut répondre aux antibiotiques.'?’

11-1 Maladie des chaines lourdes alpha :

11-1-1 Incidence :

Depuis la premicre description d'une maladie des chaines lourdes (MCL) en 19681, plus de
400cas ont été rapportés. La majorité des patients viennent d'Afrique du Nord, du Moyen-Orient
ou de la Méditerranée, et moins de patients d'Afrique centrale et australe, d'Asie de 1'Est et
d'Amérique du Sud et centrale. La prévalence est I€égerement plus élevée chez les hommes que
chez les femmes. La MCL a une prédilection pour les groupes d'adge jeunes ; la plupart des

patients ont entre 20 et 30 ans.'¥®

11-1-2 Pathogeneése :

On pense que la stimulation antigénique chronique par les organismes intestinaux joue un role
dans le développement d'une MCL-a. Une relation causale entre 1'infection et la pathogenése
est corroborée par l'observation selon laquelle une MCL peut répondre aux antibiotiques a large
spectre. Cependant, aucun micro-organisme spécifique n'a ét¢ documenté dans les études
cliniques. Hypothése argumentée notamment par la présence de Campylobacter jejuni retrouvé
dans les 1ésions de la gréle chez certains de ces patients, la MCLa est décrite alors sous le nom
de « maladie immuno-proliférative de ’intestin gréle »'*. L’Ig tronquée est diminuée de moitié
par rapport a une chaine lourde a normale. L’étude en biologie moléculaire de la séquence de
I’ARNm impliquée dans la production de la chaine a issue des ganglions mésentériques, révele
une délétion des segments VH et CHI1. Cette délétion au niveau CH1, empéche la fixation de
la chaine légére a la chaine lourde mais aussi a la protéine de choc thermique, empéchant alors

sa dégradation dans le protéasome. Cette délétion est retrouvée chez tous les patients. !4’
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11-1-3 Présentation clinique :

La plupart des patients atteints de MCLa présentent la forme digestive. La maladie se
caractérise par une malabsorption qui se manifeste par une diarrhée, une perte de poids et des
douleurs abdominales. A l'examen physique, l'ascite, la tétanie, I’cedéme ne sont pas rares.
L'hépatosplénomégalie et la lymphadénopathie périphérique sont rares. L'aménorrhée,
l'alopécie et le retard de croissance chez les enfants et les adolescents sont en corrélation avec
la durée et la sévérité du processus de malabsorption. La MCLa peut €tre limité aux voies
respiratoires, mais cette forme respiratoire est extrémement rare, tout comme une forme
lymphomateuse caractérisée par une lymphadénopathie systémique. Une MCLa a été rapportée

chez un patient présentant un goitre provenant d'un plasmocytome de la thyroide.'#!

11-1-4 Critéres de Diagnostic :

e C(ytologie :

Figure 66 : Présentation histologique de la maladie de chaines lourdes alpha

A : Biopsie duodénale chez un patient atteint d'alpha HCD montre une infiltration
lymphocytaire dense de la lamina propria, associée a 1'émoussement des structures villeuses et
a la propagation des cryptes. B : Une vue a plus fort grossissement de I'échantillon pathologique
dans A, montre que l'infiltrat lymphocytaire est principalement composé de plasmocytes
atypiques avec un cytoplasme éosinophile rose relativement abondant caractéristique, des

noyaux excentriques et une chromatine dispersée. Lors de la coloration immunohistochimique
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(IHC), les plasmocytes sont largement positifs pour les IgA (C) et négatifs pour les IgM (D),
distinguant l'infiltrat alpha HCD du MALT classique.

e Anomalies hématologiques et métaboliques :
Une anémie légére a modérée est souvent retrouvée. L'hypokaliémie, 1'hypocalcémie,
I'hypomagnésémie et I'hypoalbuminémie sont fréquentes. Le taux de phosphatase alcaline peut
étre augmenté en raison d'une augmentation de la fraction d'isoenzyme intestinale. Les résultats
des tests pour indiquer la malabsorption sont généralement positifs. L'infestation parasitaire est
courante.

e Imagerie :
Les résultats radiographiques anormaux de l'intestin gréle comprennent des plis muqueux
hypertrophiques et pseudopolypoides, parfois associés a des sténoses et a des défauts de
remplissage. L'étendue de la maladie doit étre évaluée par tomodensitométrie. Les évaluations
échographiques en série sont utiles pour suivre les patients en cas de développement d'une
lymphadénopathie abdominale et d'un épaississement de la paroi intestinale.
Les Iésions intestinales endoscopiques de la MCL a affectent presque toujours le duodénum et
le jéjunum, et par conséquent I'endoscopie avec biopsie est un outil utile dans le bilan des
patients chez qui on suspecte un DHC. Cinq mode¢les endoscopiques primaires ont été définis.
Le mode¢le infiltré est la constatation la plus spécifique, suivi du modele nodulaire. Les autres
1ésions primaires (ulcérations, modele en mosaique et épaississement du pli muqueux seul) sont
non spécifiques

e Protéines :
L'analyse immunoélectrophorétique du sérum est un ¢lément essentiel du Diagnostic. Chez la
plupart des patients, la protéine MCL a peut étre trouvée dans le sérum. Dans environ la moitié
des cas, une bande large anormale est trouvée dans la région a2-ou B-globuline, qui est
probablement liée a la polymérisation des chaines o. Dans l'autre moiti¢ des cas,
I'lectrophorése des protéines sériques ne montre aucune preuve d'une protéine anormale.
L'identification de la protéine MCL o dépend de l'immunoélectrophorése sérique, de
I'immunosélection ou de l'immunofixation. La protéine pathologique peut échapper a la
détection par immunoélectrophorese lorsque sa concentration sérique est faible. La quantité de

chailnes anormales dans les sérums semble étre liée a la nature des cellules prédominantes de la
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mugqueuse intestinale ou des ganglions lymphatiques mésentériques. Au cours de 1'évolution de
la maladie, la diminution progressive des plasmocytes matures et leur remplacement par des
immunoblastes immatures sont probablement suivis d'une diminution progressive de la
concentration sé€rique de la protéine MCL a. Une hyposécrétion de protéine MCL o peut
¢galement étre observée au stade précoce de la maladie. Dans la plupart des cas, la protéine
MCLa est également trouvée dans les sécrétions jéjunales lorsque sa présence est documentée

dans le sérum. La concentration de la protéine MCLa dans 1'urine est faible. '4?

11-2 Maladie des chaines lourdes y :
11-2-1 Incidence :

La MCLy est la premiére MCL décrite par Franklin en 1964, on ne retrouve depuis qu’environ
130 cas a travers le monde qui ont été décrits dans la littérature. Il ne semblait pas y avoir de
différence au niveau du sex-ratio jusqu’a 2003, une série présentée par Dietling et Wahner
vient démontrer une nette prédominance féminine. La MCL vy fut rapporté chez des adultes
d’age moyen jusqu’a trés agés, elle peut cependant survenir chez des sujets jeunes, parfois avant

20 ans, sans prédisposition ethnique. '*

11-2-2 Pathogeneése :

La pathogenése de MCLy reste inconnue, on [’associe souvent a une maladie
lymphoproliférative ou une maladie auto-immun. La polyarthrite rhumatoide est le plus
fréquemment signalée, mais on retrouve aussi des manifestations auto-immunes a type purpura
thrombopénique idiopathique, anémie hémolytique auto-immune, vascularite, lupus, syndrome
de Gougerot-Sjogren. La question qui se pose si cette protéine anormale peut induire une
maladie auto-immun ou une la maladie auto-immun peut engendrer une MCLy. La MCLy fut
aussi associé a une maladie lymphoproliférative localisée a la moelle osseuse.'**

11-2-3 Présentation clinique :

En cas de maladie lymphoproliférative disséminée :

La maladie lymphoproliférative disséminée est présente chez la plupart des patients au moment
du diagnostic et a été rapportée chez 57 a 66 % des patients dans diverses séries. Les symptomes
sont les caractéristiques habituelles. A I'examen physique au moment du diagnostic dans deux
séries différentes, une lymphadénopathie, une splénomégalie et une hépatomégalie.

En cas de maladie proliférative localisée :
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Chez environ 25 % des patients atteints de MCLy, le processus lymphoprolifératif est localisé.
La maladie localisée peut étre extramédullaire ou impliquer uniquement la moelle osseuse.
L'atteinte cutanée est la présentation extramédullaire la plus fréquemment rapportée. Des
patients présentant un plasmocytome extramédullaire de la thyroide ou de la parotide ou une
masse or pharyngée ont été décrits.

Si aucune maladie proliférative n’est apparente :

Aucune maladie lymphoplasmocytaire proliférative n'est apparente chez 9 a 17 % des patients
atteints de MCLy. Chez la plupart de ces patients, une maladie auto-immune sous-jacente a ¢été
rapportée. Les maladies auto-immunes avec ou sans prolifération lymphoide sous-jacente
comprennent la polyarthrite rhumatoide, les cytopénies auto-immunes (anémie hémolytique ou
purpura thrombocytopénie), le lupus érythémateux, le syndrome de Sjogren, la myasthénie

grave, la thyroidite et la vascularite.'*®

11-2-4 critéres diagnostique :

e C(Cytologie :

Figure 67 : Présentation histologique la maladie des chaines lourdes gamma

A : Biopsie de ganglion lymphatique d'un patient atteint de gamma HCD caractérisé par un
infiltrat polymorphe de petits lymphocytes matures et plasmacytoides, ainsi que de

plasmocytes. B : Spécimen pathologique dans A décrivant une cellule de taille moyenne a
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grande avec des noyaux ¢osinophiles proéminents, compatibles avec un immunoblaste (téte de
fleche) et deux plasmocytes matures (fleches). C-D : Coloration Wright's-Giemsa d'une biopsie
de la moelle osseuse d'un patient atteint d’une HCD gamma met en évidence un infiltrat
lymphoplasmocytaire, coloration IHC positive pour les IgG. E-I : Biopsie de ganglion
lymphatique d'un patient atteint d’'une HCD gamma montrant un infiltrat lymphoplasmocytaire
(E), qui se colore positif pour CD138 (F) et IgG (G), mais négatif pour k (H) et A.
e Anomalies hématologiques :
L'anémie est fréquente. Il est généralement normochrome, normocytaire et modéré. Une anémie
hémolytique auto-immune positive de Coombs a été rapportée dans plusieurs cas et peut étre
associée a un purpura thrombocytopénie idiopathique. La numération leucocytaire totale et
différentielle est généralement normale. Une lymphocytose peut survenir et un patient présente
occasionnellement une leucémie lymphoide chronique. Dans certains cas, de rares lymphocytes
plasmacytoides ou plasmocytes circulants ont été notés. Une leucémie plasmocytaire a été
rapportée chez deux patients. Les aspirats de moelle osseuse et les échantillons de biopsie
peuvent montrer une augmentation des plasmocytes, des lymphocytes ou des lymphocytes
plasmacytoides, similaire aux résultats de la moelle osseuse dans la macroglobulinémie de
Waldenstrom, les caractéristiques typiques du myélome multiple ou de la leucémie lymphoide
chronique sont rares.
e Protéines :

L'¢lectrophorese des protéines sériques ne suggere pas toujours une gammapathie monoclonale.
Un pic monoclonal peut étre détecté chez 60 a 86 % des patients. Lorsqu'il est présent, il se
situe le plus souvent dans la région blorb2. La valeur médiane du pic monoclonal au diagnostic
chez 19 patients était de 1,59 g/dL (intervalle de 0,40 a 3,91 g/dL). Le diagnostic est établi par
immunofixation ou immunoé¢lectrophorése du sérum ou d'un échantillon d'urine concentré. Une
technique d'immunosélection modifiée pour le diagnostic du HCD a été décrite. La quantité de
protéine HCD dans l'urine est généralement faible (1 g/24 heures) mais peut atteindre 20 g/24

heures. Un patient occasionnel avec la protéinurie de Bence Jones a été décrit.!#6
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11-3 Maladie des chaines lourdes u :

11-3-1 incidence :

C’est la forme la moins fréquente des MCL. Elle a été découverte de fagon concomitante par
deux équipes aux Etats Unis en 1970, celle du Dr Ballard du département d’hématologie et celle
du Dr Forte, étudiant en hématologie, tous deux de New York. '*"Les cas décrits concernaient
des hommes entre cinquante et soixante ans, présentant des douleurs et raideurs articulaires.
Depuis, on dénombre moins d’une cinquantaine de cas rapportés dans la littérature (en 2016).
Bien qu’aucune cause n’ait pu étre mise en évidence a ce jour, les cas analysés sont en majorité
des hommes d’age médian entre 15 a 80 ans, issus surtout des pays développés.'*3

11-3-2 Pathogeneése :

La cause de la MCLp reste inconnue. Dans un tiers des cas, une association avec d’autres
hémopathies est présente avec notamment une lymphoprolifération de type LLC ou un
lymphome lymphocytique, soit une incidence de moins de 1 % chez les patients atteints de
LLC. "YLes autres associations retrouvées sont : lymphome lymphoplasmocytaire,
gammapathie monoclonale de signification indéterminée, myélome multiple, amylose,
syndrome my¢lodysplasique, lymphome B diffus a grandes cellules. Dans une revue de la
littérature incluant 27 cas documentés de MCLp, 22 patients (81%) avaient un trouble associé
de la prolifération des cellules lymphoplasmatiques désigné leucémie lymphoide chronique,
lymphome, maladie de Waldenstrom, ou myélome. On retrouve également des pathologies non
hématologiques associés ; cirrhose hépatique ou lupus. La survenue d’une polyarthrite
rhumatoide au cours de cette affection est fréquente. A la différence des autres classes de MCL,
certains cas avaient conservé une région constante CH1. Des données génétiques du geéne
codant pour la protéine p ont permis de constater des anomalies au niveau de la région VDJ, ce
qui entrainerait une délétion de quelques acides aminés au niveau du premier domaine constant
(CH1) suffisant pour empécher 1’assemblage des chaines 1égéres sur la chaine lourde p.!'>°
11-3-3 Présentation clinique :

La clinique de ces cas était en lien avec, la maladie associée : il a été constaté de fagon quasi
constante une splénomégalie, dans 75% des cas une hépatomégalie, des adénopathies
périphériques et des lésions lytiques osseuses dans 40%. Des fractures pathologiques sont

décrites dans quelques cas, essentiellement sur le squelette axial. Au niveau biologique, on
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retrouve communément une anémie peu régénérative, en rapport avec I’infiltration de la moelle
osseuse qui peut s’accompagner d’une thrombopénie et d’une hyperlymphocytose notamment
dans les cas associés a la LLC. Des Iésions osseuses lytiques ou ostéoporose surviennent chez
une minorité de patients et ont ét¢ décrites chez trois patients sur 15. Trois cas de MCL non
sécrétoire ont été rapportés ; Les chaines lourdes ont ét¢ documentées par immunofluorescence
a la surface cellulaire des lymphocytes en prolifération dans un cas et dans les plasmocytes de

la moelle osseuse des deux autres.'!

11-3-4 Critéres de Diagnostic :

e C(ytologie :
La réalisation d’un myélogramme pourra mettre en ¢évidence une infiltration
lymphoplasmocytaire avec des plasmocytes qui vont montrer des caractéristiques particulicres
; 1ls vont présenter des vacuoles dans leur cytoplasme avec des marqueurs associés a des
antisérums a permis de souligner le fait qu’il s’agissait d’un seul clone cellulaire impliqué
(contenant, paradoxalement, a la fois la chaine lourde p avec ou sans une chaine légere «) et la

microscopie ¢lectronique a révélé les interactions avec les organites cellulaires proches,

notamment 1’appareil de Golgi.

Figure 68: Caractéristiques morphologiques de la MCL u : des plasmocytes vides

e Protéines :
La protéinurie de Bence Jones sans atteinte rénale (manifeste) a été trouvée dans plus de la
moitié¢ des cas de MCLp. La recherche d’un composant monoclonal de fragments de la chaine
lourde M dans le sérum est indétectable par électrophorése des protéines sériques dans 75 %
des cas, un pic monoclonal a été trouvé sur I'électrophorése de routine des protéines sériques

chez les 25% des cas restants d'une série de patients atteints de m-HCD. Trois des 33 patients
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atteints de MCLp avaient une gammapathie biclonale. Une hypogammaglobulinémie a été
notée chez 10 des 22 patients. Une hypergammaglobulinémie avec un profil polyclonale dans
la fraction g-globuline a été décrite dans un cas.

11-4 Maladie de chaines lourdes o :

Un seul cas de MCL 6 a été décrit. Le malade, un homme agé de 70 ans, présentait un tableau
clinique semblable a celui d’un myélome multiple. Il avait une forte plasmocytose médullaire
et des Iésions ostéolytiques du crane. Une petite quantité de composant monoclonal, évidente
sur I’électrophorese des protéines sériques, réagissait avec un antisérum anti-IgD mono
spécifique mais non avec les autres antisérums de spécificité anti-chaine 1égere ou lourde. Il

n’y avait pas de protéinurie. Il est décédé suite a I’évolution d’une insuffisance rénale.!'>?
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Protéinurie

Tableau 11: Description des différentes maladies de chaines lourdes

MCL u

1968
400

Lymphome Malt digestf

< 30 ans
=

Méditerranée
Douleurs abdominales,
syndrome de malabsorption

Infileration jéjunale par cellules

plasmocytoides, atteinte
ganglion mésentérique

N dans 50 %
Bande large en nlibewn 50 %

Reaction avec ant Igh, pas de
CLL

i
IgAl
Rare
DelVH et CHI

Présence dans liquides

Htl.. b 4
1964
130

MGUS-lymphome agressif

60-70 ans
plus de femmes

Signes généraux, splénomeégalie,
adénopathies

Infilrat palymarphe;
lymphocytes, plasmocytes,
tosinophiles

Pic & base élargle eny
Passible biclonale

Fragment de chaines lourdes
Gamma

1gGl > 1gG3 > gG4 > gG3

= | g
Possible

-

Dol finVH et CHI

Patholagie auto immune
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50-60 ans
plus dhommes
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Plasmocytes
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Chaines légéres
Trés rare

+
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amylose

lésions ox

MCL &
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Finlande
Myélome
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en B2 et vy

Delta
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11-5 Immunophénotypage par cytométrie en flux :

Tableau 12 : Caractéristiques immunophénotypiques des cellules des maladies des chaines lourdes

Heavy chain Cell phenotypes
pan-B-cell
antigens+
CD138+

CD5-

CD10-

CID20-

CD19+
CDZ0+
Mum1/IRF4+
v-HCD IgG CD38+
CcD138+
CD5-

CIOYTLO-

CD19+

CD20+

n-HCD IgMM CD38+

k light chain+ (rare)
CD5+ (rare)

a-HCD IgA

12- LE MYELOME MULTIPLE :

Le my¢lome multiple (MM), bien qu'il s'agisse d'une maladie rare, est la deuxieéme maladie
hématologique maligne la plus courante. On le trouve dans le spectre des dyscrasies
plasmocytaires qui commencent par gammapathie monoclonale de signification indéterminée
a la leucémie plasmocytaire et myélome extramédullaires. Le MM est associé¢ a une morbidité
importante en raison de la destruction de ses organes cibles. Améliorations dans le traitement
du MM dans le passé¢ quelques décennies, en commencant par l'utilisation de la greffe de
cellules souches autologues suivie de disponibilité de nouveaux traitements tels que les
médicaments immunomodulateurs et les inhibiteurs du protéasome a transformé I'histoire
naturelle de la maladie, entrainant des temps de survie plus longs.

12-1 Incidence :

Le MM représente 1% de tous les cancers et est la 2éme tumeur maligne hématologique la plus
fréquente aprés le lymphome avec environ 24 2802 a 30 330 nouveaux cas et 12 650 déces a
venir pour 2016. La prévalence mondiale estimée sur 5 ans est d'environ 230 000 patients. L'age
médian des patients au moment du diagnostic est d'environ 66-70 ans avec 37% des patients
agés de moins de 65 ans. Le MM est extrémement rare chez les moins de 30 ans avec une
fréquence rapportée de 0,02 % a 0,3 % et semble se produire légérement plus fréquemment

chez les hommes. En général, le MM n'est pas considéré comme une maladie génétique,
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cependant des cas familiaux, quoique rares, existent. Il a été rapporté que la survie médiane

chez les patients avant 2000 était de 12 mois contre 24 mois apres 2000.

12-2 Pathogenése :

Le myélome résulte d'une prolifération précancéreuse asymptomatique de plasmocytes
monoclonaux dérivés de cellules B post-centre germinatif. Des changements génétiques et
micro environnementaux en plusieurs étapes conduisent a la transformation de ces cellules en
un néoplasme malin. On pense que le myélome évolue le plus souvent a partir d'une
gammapathie monoclonale de signification clinique indéterminée (généralement connue sous
le nom de MGUS) qui évolue vers un myélome latent et, enfin, vers un myélome
symptomatique. Plusieurs anomalies génétiques qui surviennent dans les plasmocytes tumoraux
jouent un role majeur dans la pathogeneése du myé¢lome. Les translocations chromosomiques
précoces primaires se produisent dans la région de commutation des immunoglobulines sur le
chromosome 14 (q32.33), qui est le plus souvent juxtaposée a MAF (t [14 ; 16] [q32.33 ; 23])
et MMSET sur le chromosome 4p16.3. Les anomalies génétiques modifient I'expression des
molécules d'adhésion sur les cellules de myélome, ainsi que les réponses aux stimuli de
croissance dans le microenvironnement. Les interactions entre les cellules de myélome et les
cellules de la moelle osseuse ou les protéines de la matrice extracellulaire qui sont médiées par
les récepteurs de la surface cellulaire) augmentent la croissance tumorale, la survie, la migration

et la résistance aux médicaments.'>>
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12-3 Présentation clinique :

La présentation clinique du myélome multiple peut étre extrémement variée. Les complications
classiques sont souvent abrégées en acronyme « CRAB » : elles consistent en une
hypercalcémie, une insuffisance rénale, une anémie et des Iésions osseuses. Une combinaison
de ces symptomes devrait accroitre la suspicion Diagnostic de myélome. L'anémie est présente
chez environ 70 % des personnes atteintes d'un myélome nouvellement diagnostiqué.l Les
patients présentant une anémie importante peuvent présenter une fatigue, une dyspnée a l'effort
ou une angine de poitrine. Alternativement, une anémie asymptomatique, mais persistante, peut
étre détectée sur des analyses sanguines de routine. L'anémie du myélome multiple est
généralement normochrome et normocytaire, mais une macrocytose légeére peut également étre
observée. L'hypercalcémie est une manifestation moins fréquente du myélome au moment du
diagnostic, survenant chez environ 13 % des patients.2 La calcémie doit toujours étre
interprétée apres correction pour I'albumine. L'hypercalcémie symptomatique peut se présenter
de facon dramatique avec confusion, désorientation, faiblesse musculaire, constipation,
anorexie, polyurie et polydipsie. Des ¢lévations profondes du calcium sérique peuvent rarement
conduire a un coma ou a une arythmie cardiaque. Une insuffisance rénale survient chez 20 a 40
% des patients nouvellement diagnostiqués atteints de myélome et est généralement due a un
dépot de chaines 1égeres dans les tubules rénaux distaux et collecteurs ou a une hypercalcémie.
Elle est le plus souvent détectée comme une ¢lévation asymptomatique de la créatinine sérique,
mais les patients peuvent rarement présent avec oligurie ou urémie. La douleur osseuse est un
symptome relativement courant, en particulier le mal de dos, survenant chez jusqu'a 58 % des
patients. Les lésions lytiques sont détectables chez prés de 80 % des patients au moment du
diagnostic.!>*

12-4 Criteres de Diagnostic :

Le myélome multiple latent est caractéris¢ par une paraprotéine sérique > 30 g/L ou une
plasmocytose médullaire > 10 %. L'évaluation d'un patient suspecté¢ de myélome multiple
consiste a établir la preuve d'une paraprotéine monoclonale par ¢électrophorese sérique (EPG)
et immunofixation, ainsi qu'une analyse FLC. L'EPG sérique établit la présence d'une bande
monoclonale, tandis que l'immunofixation augmente la sensibilit¢ Diagnostic a 93 % et

détermine la nature précise de la paraprotéine, par exemple, si elle appartient a la classe IgA ou
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IgG et si elle implique les chaines légeres kappa ou lambda. Le myélome multiple IgM est une
entité trés rare et la présence d'une paraprotéine IgM doit faire suspecter la maladie apparentée
macroglobulinémie de Waldenstrom/lymphome lymphoplasmocytaire. Examen de la moelle
osseuse (biopsie au trépan plus aspiration pour analyse cytogénétique ou hybridation in situ en
fluorescence [FISH]). La radiographie conventionnelle de la colonne vertébrale, du crane, du

thorax, du bassin, des humérus et des fémurs reste la norme pour identifier les 1ésions osseuses

liées au myélome. !>

Figure 69: A aspiration de moelle osseuse montrant un nombre accru de plasmocytes, y compris des
formes volumineuses et immatures (fleches). B biopsie par trépanoponction médullaire montrant
une infiltration de plasmocytes malins.

e Immunophénotypage par cytométrie en flux :
L'immunophénotypage par cytométrie en flux a été largement utilisé pour identifier les
populations de plasmocytes néoplasiques chez les patients myélome multiple (MM). Les
marqueurs associés a profils d'expression antigénique aberrants informatifs pour le MM selon
les directives du Réseau Européen du Myélome (EMN) sont : CD19, CD56, CD45, CD38,
CD27, CD20, CD28, CD33, CD117 et dans une moindre mesure aussi CD81 et CD200. Les
deux marqueurs phénotypiques caractéristiques de la lignée plasmocytaire sont CD38 et
CD138. En association avec I’immunoglobuline cytoplasmique (cytlg) KAPPA et coloration
des chaines légéres LAMBDA, ils contribuent a établir le caractere clonal d'une population de

suspects de plasmocytes. 13
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Figure 70: Profile immunophénotypique de plasmocytes du Myélome multiple.

13- PLASMOCYTOME SOLITAIRE :

Les hémopathies plasmocytaires, dont le plasmocytome solitaire, représentent 1 a 2 % de
I’ensemble des néoplasies humaines, elles sont caractérisées par la prolifération d’un seul clone
de plasmocytes, produisant une immunoglobuline monoclonale, elles peuvent se présenter sous
la forme d’une Iésion unique (plasmocytome solitaire) ou de l€sions multiples (my€lome
multiple). Le plasmocytome solitaire est une maladie rare caractérisée par une prolifération
localisée de plasmocytes monoclonaux néoplasiques, sans signe de maladie systémique. Il peut
étre subdivisé en plasmocytome osseux solitaire si la 1ésion prend naissance dans l'os, ou en
plasmocytome extramédullaires solitaire si la Iésion implique un tissu mou. L'incidence du
plasmocytome osseux solitaire est plus ¢élevée que celle du plasmocytome extramédullaires
solitaire. De plus, le pronostic est différent : méme si les deux formes répondent bien au
traitement, la survie globale et la survie sans progression du plasmocytome osseux solitaire sont
plus faibles que le plasmocytome extramédullaires solitaire en raison de son taux d'évolution
plus élevé dans le myélome multiple.'>’

13-1 Pathogenése :

Un plasmocytome peut survenir dans n'importe quelle partie du corps. Un plasmocytome
osseux solitaire (SBP) provient des plasmocytes situés dans la moelle osseuse, tandis qu'un

plasmocytome extramédullaire (EMP) est supposé provenir des plasmocytes situés dans les
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surfaces muqueuses. Les deux représentent un groupe différent de néoplasmes en termes de
localisation, de progression tumorale et de taux de survie global. Certains auteurs suggerent que
les SBP représentent des lymphomes a cellules marginales avec une différenciation
plasmocytaire étendue. Cependant, la SBP et le plasmocytome extramédullaire (EMP)
partagent de nombreuses caractéristiques biologiques d'autres troubles des plasmocytes. Les
¢tudes cytogénétiques montrent des pertes récurrentes dans le chromosome 13, le bras
chromosomique 1p et le bras chromosomique 14q, ainsi que des gains dans les bras
chromosomiques 19p, 9q et 1q. L'interleukine-6 (IL-6) est toujours considérée comme le
principal facteur de croissance dans la progression des troubles des plasmocytes. Les roles
spécifiques des marqueurs de surface, des molécules d'adhésion et de I'angiogenése dans le
plasmocytome solitaire doivent étre étudiés plus avant. Dans une étude de Kumar et al,
I'angiogenese de haut grade dans la SBP a été associée a une progression accrue vers le
myélome multiple et a une survie sans progression plus courte. Certains ont postulé¢ que Le PSB
peut étre considérée comme une étape intermédiaire dans 1'évolution de la gammapathie

monoclonale de signification indéterminée (MGUS) au myélome multiple (MM).!*®

13-2 Plasmocytome solitaire osseux

13-2-1 Incidence :

Le SPB est peu fréquente, représentant 3 a 7 % de tous les plasmocytomes. L'age médian du
PSO est de 55 ans et concerne les os du squelette axial (vertébre, crane) ; 'atteinte du squelette
appendiculaire distal sous le coude et le genou est rare. Le SPB a un risque significativement
¢levé de progression vers le MM (65 a 84 % en 10 ans). La localisation vertébrale est la plus

fréquente. Le SPB peut aussi atteindre les cotes, le sternum, 1'os iliaque et les os longs.'*’

13-2-2 Présentation clinique :

Certains patients atteints de myélome plasmocytaire présentent une seule 1ésion osseuse causée
par un infiltrat de plasmocytes monoclonaux et sans signe de myélome autre part. Le symptome
a la présentation est une douleur au site de la Iésion squelettique. Les patients avec atteinte
vertébrale peuvent présenter des symptomes et des signes de moelle épiniere ou compression
des racines nerveuses. Les patients présentant une atteinte des os longs peuvent se présenter
avec une fracture pathologique. Les patients occasionnels atteints de SPB peuvent présenter

une polyneuropathie périphérique, ou présentant des caractéristiques compatibles avec le
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syndrome POEMS (polyneuropathie, organomégalie, endocrinopathie, protéine M et
modifications de la peau). Cette tumeur peut toucher n'importe quel os, mais le plus souvent
elle survient dans une vertébre.'®

13-2-3 Criteres de Diagnostic :

Le critére de différenciation pour la SBP et 'EMP du myélome est I'absence de caractéristiques
CRAB (augmentation du calcium, insuffisance rénale, anémie ou lésions osseuses multiples).
L'analyse Diagnostic comprend l'anamnése, l'examen physique, la numération formule
sanguine, la biopsie de la moelle osseuse, 1'¢lectrophorese des protéines sériques, I'évaluation
de I'urine pour la protéine du myélome et I'examen du squelette. Le diagnostic de SBP nécessite
une Iésion osseuse solitaire confirmée par une enquéte squelettique, une infiltration
plasmocytaire prouvée par biopsie, une biopsie de moelle osseuse normale (<10 % de
plasmocytes) et I'absence de dysfonctionnement organique lié au myélome. Le role de
l'imagerie par résonance magnétique (IRM) de la colonne vertébrale thoracique et lombo-sacrée
dans le diagnostic du plasmocytome osseux solitaire (SBP) a été évalué prospectivement par
Moulopoulos et al chez 12 patients consécutifs atteints de SBP. La présence de protéine
monoclonale (protéine M) dans le sérum ou l'urine a été notée chez 24 % a 72 % des patients
dans diverses séries. Les valeurs de paraprotéine étaient généralement trés faibles, avec

seulement 11 des 37 patients avec une protéine M sérique > 1 g/dL.!®!

13-3 Plasmocytome extramédullaire :

13-3-1 Incidence :

Le plasmocytome extramédullaire (EMP) est encore moins fréquent que le plasmocytome
solitaire osseux. Cette tumeur représente environ 3% de tous les néoplasmes des plasmocytes.
L'age médian des patients est de 60 ans et 75 % des patients sont des hommes.

13-3-2 Présentation clinique :

Ces tumeurs peuvent survenir a n'importe quel site, mais presque 90% d'entre eux se
développent dans la zone de la téte et du cou et surtout dans la partie supérieure des voies
respiratoires (nez, sinus para nasaux, nasopharynx et amygdales). Les plasmocytomes sont
généralement des 1ésions sous-muqueuses, et les patients peuvent présenter des symptomes tels
que 1’écoulement nasal, 1’épistaxis, une obstruction nasale, mal de gorge, enrouement ou

hémoptysie. Le plasmocytome de la thyroide peut présenter une hypertrophie indolore et peut
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étre associée a une thyroidite de Hashimoto concomitante. Les sites d'atteinte rares
comprennent le tractus gastro-intestinal, le foie, la rate, le pancréas et autres organes tels que le
sein, les testicules ou la peau.!®

13-3-3 Diagnostic :

Les critéres diagnostiques du plasmocytome extramédullaire (EMP) sont une biopsie tissulaire
indiquant une histologie des plasmocytes monoclonaux, une infiltration plasmocytaire de la
moelle osseuse inférieure a 5 % de toutes les cellules nucléées, 1'absence de 1ésions osseuses
ostéolytiques ou d'autres atteintes tissulaires sans preuve de myélome, d'hypercalcémie ou
d'insuffisance rénale. Moins d'un quart des patients présentent des signes d'un faible niveau de
protéine monoclonale dans le sérum ou I'urine par électrophorese et/ou immunofixation. L'EMP
doit étre distingué¢ du plasmocytome réactif, du granulome plasmocytaire et du lymphome
(MALT, zone marginale et immunoblastique). Ceci est probablement mieux accompli par des
¢tudes phénotypiques positives pour CD38 et l'expression de la chaine 1égere cytoplasmique
monoclonale des plasmocytes malins obtenus par biopsie ou aspiration a l'aiguille fine de la
1ésion solitaire. Comme pour la SPB, il ne devrait y avoir aucun signe de plasmocytose clonale
de la moelle. Environ 85 % des I¢ésions surviennent au niveau de la muqueuse de la téte et du
cou, et une atteinte osseuse sous-jacente, en particulier au niveau des sinus, peut €tre notée.
L'atteinte gastro-intestinale, bien que significativement moins fréquente, est le deuxiéme site le
plus fréquent et les autres zones d'atteinte rapportées comprennent rarement les poumons, la
vessie, la thyroide, les testicules, les ovaires et les amygdales, entre autres. Les données sont
limitées concernant le diagnostic et la stadification de ce trouble, et bien que la TDM ou I'IRM
soient nécessaires pour documenter 1'étendue de la Iésion solitaire, aucune donnée prospective

n'existe concernant le réle de I'IRM vertébrale dans la stadification de cette entité. '¢3
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14- LA MALADIE DES DEPOTS D’ IMMUNOGLOBULINES
MONOCLONALES :

MIDD a été initialement signalé en 1957 par Kobernick et Al comme une maladie rénale non
amyloide ressemblant a glomérulosclérose diabétique chez les patients atteints de myélome non
diabétique. C’est en 1976 que Randall a introduit le terme de « maladie des dépdts de chaines
légéres monoclonales »!%, La prolifération anormale des plasmocytes et de certaines cellules
B monoclonales provoquent fréquemment la sécrétion d’immunoglobulines monoclonales ou
fragments d'immunoglobulines dans le sérum, provoquant une gammapathie monoclonale, qui
conduit a diverses maladies, y compris des maladies rénales y compris des maladies
glomérulaires et tubulo-interstitielles. La maladie glomérulaire, avec  dépot
d'immunoglobulines monoclonales ou de leurs composants, comprend la maladie des dépdts
d'immunoglobulines monoclonales (MIDD). Selon la composition des dépdts, 3 sous-types de
MIDD se distinguent!%’ :

-maladie de dépot de chaines légeéres (LCDD)

- maladie de dépot de chaines lourdes (HCDD)

- maladie de dépdts de chaines lourdes et 1égeres (LHCDD)

Les MIDD peuvent survenir dans le contexte d’une prolifération plasmocytaire ou
lymphocytaire B symptomatique (my¢lome multiple, macroglobulinémie de Waldenstrom),
mais aussi étre associées a un myélome indolent ou a une gammapathie monoclonale dite de
signification indéterminée (MGUS). Récemment, le terme de gammapathie monoclonale de
signification rénale (MGRS) a été introduit pour souligner le lien de causalité entre I’Ig
monoclonale sécrétée par un petit clone B et la survenue d’une maladie rénale. '®Les
principales séries de patients atteints de MIDD indiquent que la maladie est plus fréquente chez
les hommes, majoritairement autour de 60 ans. Néanmoins, I’age de découverte est trés variable
(a partir de 30 ans). Deux caractéristiques pathologiques principales distinguent les MIDD des
amyloses immunoglobuliniques : la présence de dépots non organisés de fragments d’lg
monoclonales, et I’accumulation habituelle de protéines de la matrice extracellulaire (MEC) au
contact des dépdts. La maladie des dépots d'immunoglobulines monoclonales (MIDD) est une
maladie rare caractérisée par le dépot de molécules d'Ig monoclonales dans les membranes

basales. Contrairement a I'amylose, les dépots dans le MIDD sont non fibrillaires et négatifs au
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rouge Congo. Les MIDD se manifestent habituellement sous la forme d’une insuffisance rénale
progressive associée a des symptomes glomérulaires, avec un syndrome néphrotique dans la
moitié des cas. Les syndromes cliniques impliquant d'autres systémes organiques étaient moins
fréquents mais parfois graves. Plusieurs patients avaient un myé¢lome multiple manifeste.
D’autres présentaient une hypercalcémie et une plasmocytose médullaire modérée mais sans
aucune lésion lytique. Le diagnostic est basé sur une étude d'immunofluorescence (IF) de la
biopsie rénale, montrant des dépots lin€aires de 1'immunoglobuline monoclonale impliquée
principalement le long des membranes basales tubulaires (TBM), et généralement dans le
mésangium, le long des membranes basales glomérulaires (GBM), sans aspect fibrillaire,
cristallin ou micro tubulaire en microscopie €lectronique, un seul isotype de chaine légere et/ou
une seule sous classe de chaine lourde en immunofluorescence, et un dépdt pulvérulent en
microscopie ¢électronique. Les formes fibrillaires (amyloides) et non fibrillaires du dépot
d'immunoglobulines monoclonales surviennent soit dans le myélome multiple manifeste, soit
au cours de dyscrasies plasmocytaires moins agressives sur le plan néoplasique. Les cellules de
moelle osseuse de patients de 1'un ou l'autre type produisent des fragments d'immunoglobulines

qui sont liés & ceux déposés dans les tissus affectés.!’

Renal diseases with monoclonal ] ;
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Figure 71: Maladies rénales avec dépot d'immunoglobulines monoclonales ou de leurs
composants.
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Les MIDD de type Randall se définissent histologiquement par des dépdts linéaires non
organisés d’Ig monoclonales le long des membranes basales, rouge Congo négatifs. Bien que
la présentation clinique soit fréquemment un syndrome glomérulaire, 1’atteinte histologique la
plus caractéristique intéresse le compartiment tubulaire. En microscopie optique, 1’aspect le
plus commun est un épaississement diffus des membranes basales tubulaires, notamment
distales, qui prennent un aspect rubané, chromophile, PAS positif. Parfois sont associés des

dépots interstitiels extracellulaires.'®®

15- LYMPHOME FOLLICULAIRE :

Le lymphome folliculaire (LF) est généralement un trouble lymphoprolifératif des cellules B
indolentes des cellules B du centre folliculaire transformé. LF est la deuxiéme tumeur mature
a cellules B la plus courante, aprés le lymphome diffus a grandes cellules B (DLBCL). Le
lymphome folliculaire (LF) est un néoplasme B mature indolent caractérisé classiquement par
le t (14 ;18) (q32 ; g21) avec une surexpression constitutive de la protéine anti-apoptotique,
BCL2. La plupart des cas se présentent chez des adultes plus agés avec une lymphadénopathie
lentement progressive et suivent une évolution clinique indolente. La morphologie typique
montre une prolifération folliculaire expansible avec expression tumorale des marqueurs du
centre germinatif, et l'atteinte médullaire au moment du diagnostic est fréquente Sa survie
médiane a été évaluée pendant des décennies a ~ 9-10 ans, mais avec l'avénement de nouvelles
modalités de traitement et de meilleurs soins de soutien, elle est passée a ~ 14 ans.'®’

15-1 Incidence :

Le lymphome folliculaire est le deuxiéme lymphome le plus fréquemment diagnostiqué aux
Etats-Unis et en Europe occidentale, représentant environ 35 % de tous les lymphomes non
hodgkiniens (LNH) et 70 % des lymphomes indolents. L'dge médian au moment du diagnostic
est de 65 ans. L'incidence est Iégerement augmentée parmi les proches des personnes atteintes
de LF. L'incidence du LF montre une variation géographique, a été stable aux Etats-Unis et en
France depuis 2000, mais a augmenté dans d'autres pays occidentaux et asiatiques. Le LF a un

pronostic favorable avec un taux de survie de 88,4% a 5 ans.!”®

15-2 Pathogenése :
La translocation chromosomique t (14 ; 18) est a la fois une caractéristique génétique du

lymphome folliculaire et un événement précoce critique dans son développement. La
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translocation entraine une dérégulation du proto-oncogéne BCL2. L'acquisition de cette
translocation se produit dans la moelle osseuse lors d'un réarrangement de la chaine lourde, bien
avant que les cellules B en cours de maturation n'entrent dans les GC dans le ganglion
lymphatique. Compte tenu de leur expression anormale de BCL2, les cellules B avec t (14 ;18)
peuvent échapper au processus apoptotique normal permettant des durées de vie prolongées (en
empéchant la mort apoptotique) et I'acquisition d'événements oncogenes supplémentaires. 11
existe des translocations alternatives mineures qui juxtaposent les promoteurs de la chaine
légere d'immunoglobine a BCL2 [t (2 ; 18) et t (18 ; 22)], entrainant une expression anormale
similaire de BCL2 sur les cellules B naives. Il est important de noter que t (14 ; 18) ne suffit
pas a lui seul pour provoquer un lymphome, car 50 a 70 % des individus en bonne santé
présentent des niveaux détectables de cette translocation dans leur sang. De plus, t (14 ; 18) est
la seule anomalie cytogénétique dans <10 % des cas de LF, soutenant la nécessité d'anomalies

chromosomiques supplémentaires et/ou d'événements mutationnels.!”!

15-3 Présentation clinique :

Les patients présentent généralement une maladie ganglionnaire ¢étendue, une
lymphadénopathie diffuse, une atteinte de la moelle osseuse et une splénomégalie. L'atteinte
extraganglionnaire est moins fréquente. Les cytopénies sont relativement fréquentes, mais les
symptomes constitutionnels de fievre, de sueurs nocturnes et de perte de poids sont rares en
I'absence de transformation en lymphome diffus a grandes cellules B. Moins de 20 % des
patients présentent des symptomes B. De méme, moins de 20 % des patients présentent une
augmentation du lactate déshydrogénase sérique (LDH). Une présentation unique de la maladie
se trouve dans l'intestin ou le LF est généralement a un stade précoce et a un pronostic tres
favorable. Les profils de mutation du LF duodénal et du LF nodal suggerent que les
microenvironnements immunitaires de ces entités sont distincts. Le LF pédiatrique est une autre
entité distincte. Le LF pédiatrique se présente avec une maladie localisée, une histologie de
grade 3 et une absence de réarrangements de BCLI-2. Le FL pédiatrique est hautement

curable.!”?
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15-4 Diagnostic :

15-4-1 Histologie :

Le diagnostic est basé sur I'histologie d'une biopsie d'un ganglion lymphatique ou d'un autre
tissu affecté. La biopsie incisionelle est préférée aux biopsies a I'aiguille afin de donner un tissu
adéquat pour attribuer le grade et évaluer la transformation. Histologiquement, il est composé
principalement de centrocytes avec une composante variable de centroblastes, dont la fréquence
donne le grade (1, 2 ou 3, selon le pourcentage de centroblastes). Le lymphome folliculaire
récapitule les centres germinatifs normaux (GC) des follicules lymphoides secondaires. Les
cellules néoplasiques sont constituées d'un mélange de centrocytes (cellules de petite a
moyenne taille) et de centroblastes (grandes cellules). L'agressivité clinique de la tumeur
augmente avec l'augmentation du nombre de centroblastes. La classification de I'OMS utilise
un systéme de classement de 1 a 3 basé sur un nombre accru de centroblastes comptés par
champ a haute puissance. Le FL de grade [ a 0 & 5 centroblastes/champ a haute puissance (petit
clivage folliculaire), le FL de grade IT a 6 a 15 centroblastes/hpf (folliculaire mixte) et le FL de
grade III a plus de 15 centroblastes/hpf (grand cellule). Le grade III a été subdivisé en grade
IMla, dans lequel les centrocytes sont présents, et en grade IlIb, dans lequel se trouvent des
feuillets de centroblastes. Le LF de grade IIIb ressemble davantage, sur le plan clinique et

biologique, a un lymphome diffus a grandes cellules B et est traité comme tel.!”

Figure 72: Caractéristiques morphologiques classiques du lymphome folliculaire.
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(A) L'architecture des ganglions lymphatiques est remplacée par des follicules irréguliers « dos
a dos » avec des manteaux atténués. (B) Images a haute puissance d'un follicule malin
principalement composé de petites cellules néoplasiques de forme irréguliére (centrocytes), de
grands centroblastes dispersés (fleches) et de rares cellules dendritiques folliculaires (pointes
de fléches).

15-4-2 Criteéres cytogénétiques et moléculaires :

La translocation t (14 ; 18) (q32 ; q21), anomalie primaire des LF, est détectée dans 80 a 90 %
des lymphomes folliculaires. Elle aboutit a un réarrangement IGH/BCL2, qui place I’oncogene
anti-apoptotique BCL2 sous le controle de I’enhancer du geéne des chaines lourdes
d’immunoglobulines (IGH) induisant la dérégulation de I’expression de BCL2. Une proportion
non négligeable (10 a 20 %) d’authentiques cas de LF ne comportent pas de t (14 ; 18)
IGH/BCL2 ni en cytogénétique conventionnelle, ni en FISH. Dans ces formes, on observe un
réarrangement de BCL6 dans 22 % des cas, soit plus fréquemment que dans les LF avec t (14 ;
18). Face a un diagnostic de LF sans t (14 ; 18) en cytogénétique conventionnelle, la FISH
IGH/BCL2 (ou BCL2) est recommandée en premicere intention, la recherche d’un
réarrangement de BCL6 étant secondairement recommandée en 1’absence de réarrangement
BCL2. La recherche d’un remaniement de MYC est optionnelle dans les rares cas de LF
agressifs (présence de cellules circulantes, présentation clinique agressive). Chez 1’enfant ou
I’adulte jeune, en I’absence de réarrangement BCL2 ou BCL6, la recherche d’un réarrangement
de IRF4 est optionnelle. Panneau IHC : Ki-67g ; IRF4/MUMI pour FL grade 3, cycline D1,
panel de séquencage de nouvelle génération incluant la mutation TNFRSF14 et STAT6.!74

15-4-3 Immunophénotypage par cytométrie en flux :

FL est de la lignée des lymphocytes B et exprime donc des marqueurs de lymphocytes B tels
que CD19 et CD20. Compte tenu de son origine de centre germinatif, les cellules de FL
exprimeront également CD10 et BCL6. Un marqueur utile dans le diagnostic de FL est BCL2,
qui est négatif en temps normal dans les centres germinatifs mais positifs dans presque tous les
cas de FL grade 1-2 et environ 50 % de FL de grade 3. La coloration CDS5 est négative. La
détection par cytométrie en flux de I'immunoglobuline de surface montre une expression
monotypique de la chaine légere. La coloration CD21 et/ou CD23 mettra en évidence les

réseaux de cellules dendritiques folliculaires, facilitant 1'évaluation du modé¢le de l'infiltrat.
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L'immunophénotype typique du LF tel qu'identifi¢ par cytométrie en flux est CD19+ (faible),
CD20+ (brillant), CD10+ (uniforme), CD5—, CD23—, CD200—, CD11c—, avec expression de

surface de la chaine k d'immunoglobuline restreinte ou de I'immunoglobuline A —chaine.!”
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Figure 73 : Un cas représentatif de l'immunophénotype du lymphome folliculaire.
L'immunophénotypage par cytométrie en flux d'un spécimen d'aspiration a l'aiguille fine d'un
ganglion lymphatique d'un patient atteint de lymphome folliculaire confirme que les cellules du
lymphome, controlées par l'expression de CDA45, coexpriment CD20 et CDI10, avec une

restriction de la chaine 1égere de surface pour lambda.

15-5 Lymphome folliculaire duodénal :

L'atteinte duodénale isolée par FL représente l'une des premicres formes de maladie
cliniquement évidente. La plupart des cas sont découverts accidentellement lors d'endoscopies
pour des symptdmes non li¢s. La muqueuse duodénale impliquée montre souvent un aspect
granulaire ou nodulaire multifocal, avec les taux d'occurrence les plus élevés dans la deuxiéme
partie du duodénum. Histologiquement, la lamina propria contient des follicules néoplasiques
définis avec une certaine diffusion extrafolliculaire des cellules infiltrantes dans la muqueuse
environnante'’®. Le LF duodénal primaire est généralement limité a la muqueuse ; si I'extension

de la musculeuse est identifiée, l'atteinte duodénale est probablement secondaire au LF
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systémique. Le LF de type duodénal est extrémement faible (> 95 % des cas sont de grade 1 a
2) et suit une évolution indolente, avec peu de cas évoluant vers une maladie systémique ou se
transformant a un grand lymphome cellulaire. Les cellules néoplasiques partagent
I'immunophénotype du LF systémique classique, montrant une positivit¢ pour CD10, BCL2
et/ou BCL6. Cependant, les réseaux de cellules dendritiques folliculaires sont soit absents, soit
généralement (mais pas invariablement) limités a la périphérie des follicules.!”” Environ 90 %
des cas ont t(14;18)(q32;921), mais ne montrent pas beaucoup et les changements moléculaires
qui sont acquis dans le LF systémique, bien qu'un sous-ensemble de LF de type duodénal
présentent des altérations du locus TNFRSF14.Ce manque d'événements oncogenes
supplémentaires contribue probablement a I'histoire naturelle indolente du LF de type duodénal.
Fait intéressant, le profilage de l'expression génique suggere une relation plus étroite avec le
lymphome de la zone marginale du tissu lymphoide extraganglionnaire (MALT) qu'avec le LF
systémique, ce qui est en corrélation avec l'absence de maillage de cellules folliculaires

dendritiques et la restriction de la chaine lourde IgA trouvée dans le LF de type duodénal. !7

Figure 74: Lymphome folliculaire de type duodénal. (A) Sections colorées H&E de biopsie
duodénale montrant de grands follicules néoplasiques avec (B) coloration uniforme par CD20.

15-6 Lymphome folliculaire testiculaire :
Le lymphome testiculaire primitif (PTL) est une entité rare avec une incidence annuelle de 0,26
cas pour 100 000 années-personnes et les tumeurs testiculaires malignes les plus courantes chez

les hommes de plus de 60 ans, qui représentent environ 1 a 9 % dans les tumeurs testiculaires
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et 1 a 2% de tous les lymphomes non hodgkiniens. Le diagnostic de lymphome testiculaire
primitif est généralement confirmé par une orchidectomie ou une biopsie testiculaire. Le
lymphome diffus a grandes cellules B (DLBCL) est le sous-type histologique le plus courant
de lymphome testiculaire primitif, comprenant 80 a 90 % de tous les lymphomes primitifs des
testicules. Le lymphome folliculaire primitif du testicule adulte n'a pas été bien caractérisé.
Cependant, un petit nombre de lymphomes folliculaires testiculaires primitifs ont récemment
été décrits chez l'enfant. Les biopsies montrent des follicules néoplasiques composés
principalement de centroblastes ; La maladie de grade 3A est la plus courante. Un sous-
ensemble de cas a un DLBCL concomitant. Les follicules néoplasiques peuvent effacer les
tubules séminifeéres normaux ou montrer un motif interstitiel infiltrant. Les cellules tumorales
sont positives pour CD20, CD10 et BCL6, mais sont négatives pour BCL2 et manquent
uniformément de la caractéristique t (14 ; 18) du LF systémique. De rares cas montrent des
réarrangements BCL6. Bien que le grade histologique suggére un comportement agressif, les
patients pédiatriques atteints de LF testiculaire primaire se portent trés bien, certains patients
subissant une intervention chirurgicale seule. Chez ceux dont I'excision est incompléte, la

chimiothérapie de faible intensité s'est avérée étre un traitement efficace avec une excellente
9

survie a long terme.!”
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Dans certaines régions, les follicules néoplasiques étaient dispersés parmi un infiltrat
interfolliculaire et inter tubulaire proéminent [A, hématoxyline et éosine (H&E) 40]. Dans
d'autres régions, les follicules néoplasiques ont été trouvés parmi les fibroses denses (B, H&E
40). Dans 3 cas, les follicules néoplasiques contenaient de nombreux centroblastes, grade OMS
3a (C, H&E 400). Dans la plupart des régions, 1'infiltrat interfolliculaire comprenait de petites
cellules centrocytaire et de petits lymphocytes réactifs mélangés (D, H&E 400), mais dans 2
cas (cas 2 et 4) certaines zones contenaient suffisamment de grandes cellules ectoblastiques

pour étre considérées comme focales DLBCL (E, H&E 400).
16- LYMPHOME FOLLICULAIRE PEDIATRIQUE :

Le lymphome folliculaire est couramment observé chez 1'adulte comme un lymphome de bas
grade et est toujours associé¢ a une lymphadénopathie généralisée. Cependant, bien que rare,
lorsqu'elle survient chez les enfants et les adolescents, elle est souvent associée a des taux de
prolifération élevés et est susceptible de se présenter comme une maladie localisée. Le
lymphome folliculaire de type pédiatrique (PTFL) présente des caractéristiques cliniques et
pathologiques distinctives. Il s'agit d'une variante nouvellement reconnue du lymphome
folliculaire dans la classification de 1'Organisation mondiale de la santé (OMS). Actuellement,
la pathogenese de cette entité est largement inconnue et les différences entre les PTFL nodaux
et les PTFL dans d'autres sites anatomiques n'ont pas été explorées. Bien que des différences
de grade cytologique aient été notées avec le LF habituel (UFL) comme on le voit chez l'adulte,
le PTFL est souvent un défi Diagnostic et des criteres histologiques plus précis n'ont pas été

définis.'8°

Il a été rapporté que la majorité¢ des patients atteints de PTFL présentaient une
maladie localisée de stade I et présentaient des évolutions cliniques généralement indolentes,
caractérisées par une cytologie de haut grade, I'absence de la translocation chromosomique
caractéristique t (14 ; 18) (q32 ; g21) et une faible Expression de la protéine du lymphome a
cellules B 2 (BCL-2). Des cassures chromosomiques du geéne de la chaine lourde des
immunoglobulines (IGH) et du locus BCL6 ont été¢ détectées PTFL manque également de
réarrangements BCL6, IRF4 et MYC. L'absence de translocations BCL2 souléve la question

des mécanismes moléculaires impliqués dans la pathogenéese du LF pédiatrique. Nous avons pu

démontrer des aberrations récurrentes de 'lGH dans le LF pédiatrique.'8! Bien que le partenaire
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de translocation de 1'lGH reste a déterminer, notre découverte pourrait ouvrir la voie a une
compréhension de la base génétique du LF pédiatrique. De plus, nos découvertes génétiques
pourraient étre utiles dans un contexte de diagnostic. Compte tenu du fait que certains
lymphomes sont immunohistochimiquement négatifs pour le BCL2, le diagnostic du LF
pédiatrique, en particulier la distinction de I'hyperplasie atypique, peut étre assez difficile. Les
analyses des réarrangements clonaux de I'[GH ou de I'expression des chaines légeres
monoclonales sont des outils utiles pour le différentiel diagnostic de LF de I’hyperplasie
atypique. Le PTFL, est généralement observé chez les patients agés de 3 a 18 ans, avec un
rapport homme/femme d'environ 4 :1. Il survient le plus souvent dans les ganglions
lymphatiques cervicaux et les amygdales ; cependant, une apparition extraganglionnaire de
PTFL a été signalée, comme dans les testicules, le tractus gastro-intestinal, la glande parotide
et la dure-mére. Contrairement au lymphome folliculaire de 1'adulte, le PTFL a toujours un
excellent pronostic, avec une survie sans événement de 90 %. Le LF pédiatrique est
généralement composés de grands follicules expansés, qui présentaient des caractéristiques
architecturales d'atypiques telles que des manteaux folliculaires réduits, une compartimentation
manquante des follicules dans une zone sombre et une zone claire ou un nombre discordant de

grandes cellules et de macrophages corps tingibles TBMs. %2

Lol S |

Figure 76: Caractéristiques histologiques du LF chez les enfants et les jeunes adultes.

Tous les cas ont montré un effacement architectural au moins partiel par une prolifération

folliculaire. Dans 1 cas représentatif, il existe des follicules volumineux, expansibles et

141



coalescents (A) composés de centrocytes de petite & moyenne taille et de nombreux
centroblastes de moyenne a grande taille (B), compatibles avec le grade histologique 3A (B).
Dans un deuxiéme cas (C), les centrocytes de taille moyenne prédominent et les centroblastes
sont rares. L'infiltrat néoplasique d'un troisiéme cas est composé de follicules relativement
petits (D), composés majoritairement de petits centrocytes (E). L'apparition de "ciel étoilé",

comme illustré dans un quatrieéme cas (F), était fréquente.

17- LYMPHOME CUTANE CENTRO-FOLLICULAIRE PRIMITIF :

Le lymphome cutané primitif a centro-folliculaire (PCFCL) est un lymphome indolent qui se
présente avec des papules, des plaques et/ou des nodules érythémateux ou violacés solitaires
ou, moins fréquemment, groupés avec une distribution principalement loco-régionale, et il
montre une préférence pour le tronc et la région téte-cou. Des ulcérations sont rarement
observées. Le PCFCL affecte le plus souvent les patients d'dge moyen avec une légere
prédominance masculine et représente environ 55 a 60 % de tous les PCBCL. Le pronostic est
excellent avec une survie spécifique a 5 ans de 95%. Sans traitement, les 1ésions peuvent étre
stables ou s'agrandir lentement souvent aprés quelques années. Dans de rares cas, les 1ésions
peuvent également régresser spontanément. Histologiquement, le PCFCL se caractérise par un
infiltrat dermique organisé en trois schémas différents selon le type de 1ésion cutanée et son
apparition : folliculaire, folliculaire et diffuse, et diffuse. Ces mode¢les de croissance ne différent
pas en termes de comportement ou de pronostic. Dans les papules et les plaques d'apparition
récente, il existe un motif folliculaire ou folliculaire et diffus. Ce schéma peut étre un picge
Diagnostic courant du pseudo lymphome. Par la suite, l'infiltrat s'étend et les structures
folliculaires ne sont plus visibles. Les cellules lymphoides sont constituées d'un compte variable
de petites cellules de type centrocytes et de grandes cellules de type centroblastes. Les
phénotypes des cellules cancéreuses sont CD20+, CD79a+, CD5—, CD10+/—, bcl6+ et MUM-
1/IRF-4 négatifs. Des génes d'immunoglobuline réarrangés clonalement sont présents dans la
plupart des cas. Le diagnostic différentiel inclut 1'acné, les kystes, les morsures d'arthropodes,
le carcinome basocellulaire, le carcinome a cellules de Merkel, d'autres lymphomes cutanés non
a cellules B et I'hyperplasie lymphoide cutanée. Un examen de la moelle osseuse doit étre

envisagé.!®3
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Figure 77 : Lymphome primitif a cellules centrales du follicule cutané. Prolifération nodulaire de
follicules néoplasiques dans le derme (H& E), mais pas d'expression de BCL2.

Tableau 13: Présentation des différentes variantes de Lymphome folliculaire

Variantes Criteres cliniques | Morphologie Immunophénotype | Génétique
Lymphome Souvent identifié¢ | Grade variable | CD10/BCL6+, t(14;18) +
Folliculaire fortuitement ; BCL2+
Duodénale pendant motif

I’endoscopie ; | folliculaire

indolent
Lymphome Indolent Haut grade CD10/BCL6+, t(14;18)—
Folliculaire BCL2-
Testiculaire
Lymphome Lésions sur la téte | Spectre CD10- si diffuse, |t(14;18)—
cutané et le tronc ; cytologique + si folliculaire,
Centro- indolent variable ; BCL2 dim—
folliculaire diffuse a
primitif folliculaire
Lymphome Lymphadénopathie | Haut grade ; CD10/BCL6+, t(14;18)—
Folliculaire téte/cou ; Folliculaire BCL2-
Pédiatrique Indolent ou serpigineux
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18- APPORT DE LA CMF DANS LE SUIVI DES SLPCB:
18-1- Suivide la LLC :

La maladie résiduelle minime, définie comme la présence d'un petit nombre de résidus de
cellules leucémiques dans le sang ou la moelle osseuse apres thérapie, n'a pas d'application
clinique en routine pour I'heure. Elle reste cependant un critére se substituant a la survie sans
progression pour les études d'immuno chimiothérapie, dans lesquelles elle peut servir de
marqueur pour proposer un traitement d'entretien si elle demeure positive, ou a l'inverse pour
stopper une immunochimiothérapie si la maladie résiduelle minime est indétectable de manicre
précoce. L'importance de l'obtention d'une maladie résiduelle minime indétectable est bien
illustrée par les données de I'essai randomisé CLL8 dans lequel la survie sans progression était
dictée par la maladie résiduelle minime indépendamment du type de traitement regu en
induction.'®Deux méthodes sont actuellement standardisées et considérées équivalentes pour
la détection de la maladie résiduelle minime, avec un seuil de détection d'une cellule leucémique
sur 10 000 leucocytes (sensibilité de 10-4). '35Cependant, seule la cytométrie en flux (CMF) est
pratiquée en routine, du fait du colt élevé et de la mobilisation importante du laboratoire
nécessaire a la technique de PCR (polymerase chain reaction) .Sa mesure par cytométrie en flux
ou biologie moléculaire a notamment une place grandissante dans la leucémie lymphoide
chronique (LLC) car ces cellules tumorales présentent des caractéristiques phénotypiques
particuliéres et communes a I’ensemble des patients et elles sont systématiquement présentes
dans le sang et la moelle osseuse. Une meilleure sensibilité de la CMF est constatée dans les
prélévements médullaires, ce qui permettrait une détection plus précoce d’une MRD positive.

Initialement basées sur la coexpression CD5/CD19+.
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Tableau 14 Différentes méthodes de mesure de la maladie résiduelle minime %6

Méthode Sensibilité  Quantitatif  Standardisé Matériel Factewrs influengant les résultats -
CMF CD5/19 K/ 10+ Non N Leucocyles vivants (< 48 h) Cellules B normales (augmentées si
tratement féeoent)
CMF quantitative 4 couleurs 10 Oui - 1074 Dul 107 leucocytes vivanls Nombwe de lescocytes disponibles
(< 48 h) (pré&levements paucicellulaires)
CMF guantitative 6 couleurs 10°* Oui = 10 Oui 107 leucocyles vivanls Nombre de lewcocytes disponibles
(< 48 h) (prélevements paucicellulaires)
PLR & amorces consensus MGOHY w0 Non Oui = 10" leucocytes tolaux Cellules B normales, type de done
ASO-PCR temips néel 107 Oui - 107 Oui 10° lewcocytes tolaux Clone typé préalablement (réglon
CDR3)
Nested ASO-PCR temps réel 1w Non Non 10° lewcocytes tlolaux Clone typé préalablement (odglon
CDR3)
PCR & amorces consensus IGHY e Ouwi : 107 Non 1 g d'ADN Ininal, 6-60 g Délaut d'amplification possible si
« sequencage & haut débit pour le suiv leuctémie lymphoide chronigue
mulée GHY

ASO-PCR : allele-specific oligonucleotide-polymerase chain reaction ; CMF : cytométrie en

flux ; PCR : polymerase chain reaction

L’European Research Initiative on CLL (ERIC) et 'European Society for Clinical Cell Analysis
(ESCCA) a conclu que Smlgxk, SmIgh, CD5, CD19, CD20 et CD23 sont le minimum requis
marqueurs pour diagnostiquer la LLC par cytométrie en flux. Les caractéristiques typiques de
la LLC sont la restriction des chaines légeres avec coexpression de CD5, CD19, CD20(dim),
CD23, CDA43, et CD200, en l'absence de CD10 et CD79b.Ces marqueurs sont incorporés dans
deux EuroFlowTM 8 couleurs panels standardisés : le tube de dépistage lymphoide(LST) et
premier tube de trouble lymphoprolifératif chronique a cellules B (B-CLPD).!8” Les
caractéristiques immunophénotypiques typiques de la LLC sont exploitées pour mesurer la
maladie résiduelle minimale (MRD). Le MRD est considéré comme positive si elle est
supérieure ou égale a une cellule leucémique pour 10 000 Leucocytes normaux (0,01 %)'*8. La
cytométrie en flux est la méthode la plus largement utilisée pour mesurer le MRD, avec 'étalon-
or ¢tant le panneau 8 couleurs d'ERIC. Par exemple, la combinaison
CD43/CD79b/CD20/CD81/CD19/CDS5 est actuellement considérée comme suffisante et non
redondante pour détecter la maladie qui persiste au seuil 10-5 dans la LLC. Bien que 1'utilisation
d'une combinaison de 6 & 8 marqueurs soit maintenant une pratique courante dans de nombreux
centres, un seuil de 10-4 reste le seuil utilis€¢ pour définir la maladie résiduelle minimale

indétectable. Des études de maladies résiduelles minimales sous- seuil peuvent tre réalisées a
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l'aide de techniques sensibles telles que la cytométrie en flux avec séquencgage de 6 a 8 couleurs

a haut débit, mais sans clinique claire
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Figure 78: Exemple de MRD positive a 0,2 %

A Repérage des leucocytes (CD45+). B Repérage des lymphocytes B (CD19+). C Isolement
de la population CD19+/CD5+, représentant ici 31,3 % des lymphocytes B (bleu). D et E Les
panels CD43/CD79b/CD19/CDS5 et CD22/CD81/CD19/CDS5 permettent 1'isolement des
cellules de LLC, comptant ici pour 0,2 % des leucocytes totaux (mesure identique avec les
deux panels).

e Unnouveau CMF a 10 couleurs :
Bien qu'il y ait un chevauchement partiel entre les marqueurs dans les panels de diagnostic et
de MRD, les combinaisons anticorps-fluorochrome sont différentes. Cela entraine des coits
d'entretien et de stockage d'anticorps supplémentaires. Avec l'intérét et la demande pour les
tests MRD qui devraient augmenter, il vaut la peine d'explorer des alternatives plus faciles et
moins cheres. Avec I'avénement des cytometres a 10 couleurs, apparait I’hypothése qu'un panel
d'anticorps a tube unique pourrait étre congu pour permettre a la fois le diagnostic de LLC et

dépistage du MRD. Une étude a modifi¢ le panel EuroFlowTM LST pour lui inclure également
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CD23 et CD200 dans un seul tube. Ces deux antigénes permettent de distinguer la LLC (CD23+
CD200+) de la cellule du lymphome de manteau(MCL) (CD23-, CD200-). Ils ont pu valider
dans cette étude ce panneau modifié et enregistrer le nombre de cas CLL dans leur établissement
qui pourraient étre diagnostiqués sur le premier tube sans test supplémentaire. Ils ont ensuite
comparé les performances de deux versions de ce panel au panneau ERIC pour la mesure
MRD. 8

Tableau 15: Comparaison des performances des panels étudiés pour la mesure de maladies
résiduelle minimale LLC (volume par test entre parenthéses)

ERIC 8-color MRD panel Lyophilized 10-color mLST1 Liquid 10-color mL5T2

Flugrochrome Marker Clone Marker Clone Marker Clana
Vaa0 CD5 (5 pl) L17F12 D20/CD4 L27/5K3 CD20 (5 uL) L7
V500c D3 15 pl) SK7 (D45 i (D45 {5 pL) 2
BVAOS - - m3 5K7 D3 (5 pL) SK7
FITC CD81 (20 ub) J5-81 (D8/Lambda SK1/1-155-1 Lambda (20 pL) 1-155-2
PE CD79b (20 pL) SN8 (D56/Kappa MY31/TB28-2 Kappa (20 L) T828-2
PerCPeys.5 €022 (5 pL §-HCL-1 D5 L17F12 €05 (15 ut) L17F12
PE-Cy7 CD19 (5 pL) 512501 CD19/TCRgd S125C111F2 D19 {5 pL §J25C1
APC (D43 (5 pL) 1G10 2 EBVCSS D23 {5 L) EBVCSS
APC-R700 - - D200 0104 D200 (5 ul) X104
APC-HZ D20 (5 pL) L27 D38 HB? (D43 {5 plL) 1610

e Un nouveau CMF a 14 couleurs :
Le nombre croissant d'antigénes qui améliorent 1’évaluation de la LLC a réduit les possibilités
de L’¢évaluation harmonisée de la LLC au sein de petits panels de cytométrie en flux. L'Initiative
européenne de recherche sur la LLC (ERIC) et la société européenne pour les chercheurs de
l'initiative d'harmonisation de 1'analyse cellulaire clinique (ESCCA) a pu dresser une liste des
14 antigeénes requis et recommandés. Il est noté que tous les antigénes n'ont pas été évalués et
validés dans des études et peu de laboratoires semblaient les utiliser tous de maniére routiniere.
Une étude a évalué un test de cytométrie en flux a 14 couleurs pour la LLC et ainsi que d'autres
tumeurs a cellules B CD5 positives, bien que l'instrumentation 13+ couleurs n’est pas commune
dans les laboratoires cliniques. Ce test SLPC CD5+ a 14 couleurs fournit une plateforme de
standardisation robuste pour la MRD et la caractérisation des maladies a 1'aide d'analyses
manuelles et automatisées. Alors que l'approche en 14 couleurs permet l'inclusion de tous les
antigénes recommandés et requis, ainsi que du CD40, il reste possible que le panneau soit réduit

pour une utilisation dans les instruments de 8 a 12 couleurs qui sont actuellement courants. Le
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test LPD CD5+ 14 couleurs fournissent une plate-forme de standardisation robuste pour la

MRD et la caractérisation des maladies a l'aide d'analyses manuelles et automatisées

Tableau 16: Panel étudié a 14 couleurs pour la mesure de la MRD LLC

14-Caolor CLL MRD g-Color B cefl legacy &-Color CLL add-on
panel Clone/vendar panel Clone/Vendor2 panel Clone/Vendord
CD790: BB515 BO 3A2-2E7 sKappa FITC Cako/polyclonal FMCT FITC BOYFMCT
CD5PE BD/LLITFI2 stambda PE Dako/polycional CDZ3 PCT Coulter/9P25
ROR1 PE/DAZZILE 594 Biolegend/2A2 CD10 PCS Coulter/ALBL CO200 APC eBioscience
D /O 104
CD23 BBYRO BOWM-L233 CD20 PCY Coulter/BRE? CD45 APC-HT BOw201
CD1% PCY Coulter/J3-11% CD38 APC BD/HB? CD1% BV421 BOVHIB1R
COE1 APC Coulter/J564 COZ2 APC-ATO0 Coulters CDE BVYS10 Biolegend/L17F12
SHMO.1H11
CO20 APC/FIRE 750 Biclegend/2H7 CD45 APC-HT BOD 201
CO200 BV421 Biolegend/ CDi7 BWv421 BD/HIB1%
X104
CC40 BV4ED BOWSC3 CD5S BVS10 Biclegend/
LI7Fi2
CD43 BVaGS BD/1G10
CD38 BV784 BOWHITZ
CD3 BLM3YS BOWSKT
CD10 BUWTIT BOWHI10a
Co45 BUNVBOS BOWH130

18-2 Suivi des autres SPLC B :

Le diagnostic différentiel des troubles lymphoprolifératifs B— CD5+ (LPD-B) était souvent
basé sur un Diagnostic immunophénotypique. Le systéme de notation (score de Matutes)
comprenant 5 marqueurs : slg, CD5, CD23, FMC7 et CD22. Ce score variait de 0 a 5 et a été
calculé en attribuant 1 point pour lI'expression de CD5 ou CD23,1 point pour faible ou manque
d'expression de CD79b, slg ou CD20. Cependant, le diagnostic différentiel des troubles
lymphoprolifératifs B— CD5+ (LPD-B) peut étre difficile en raison de chevauchement des
caractéristiques  cliniques, cellulaires/immunophénotypiques et moléculaires. Les
recommandations de L’initiative européenne de recherche sur la LLC (ERIC) par la cytométrie
en flux comprennent des marqueurs clés comme CD43, CD79b, CD81, CD200, CD10 et ROR1

pour le Diagnostic différentiel ainsi que la détection subséquente de maladie résiduelle (MRD).
190
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Basé sur le panel ERIC, un autre systéme de notation immunophénotypique a ensuite été
proposé. Ce score, comprenant 9 marqueurs (CD5, CD23, CD79b, CD20, CD43, CD81, CD10,
CD200 et ROR1) permet un diagnostic différentiel des différents CD5 + B-LPD. Les catégories
suivantes de CD5+ B-LPD peuvent étre différentié¢es : LLC, Waldenstrom (WM) - Lymphome
de la zone marginale (MZL), Leucémie a tricholeucocytes (HCL), lymphome folique (LF) et
lymphome diffus a grandes cellules B (DLBL). La cytométrie en flux multi paramétres a
récemment été validée par ERIC pour la quantification des cellules résiduelles (MRD) et en

extension des approches précédentes.

cD5 T TH (Nl | 1 1 Expression level
CD23 [N [ O CITm 18
CD79% 1T W W [V (U . Negative
CD20 1NN DN (S O [ e— Weak
cpD43 | NN 1 W [ e | (. e
CD81 ] [N U U T — [ | iodarate
CD10 [ ] [ | —
CD200 |rm— [ . ] [ . W stong
ROR1 [N 1N | =N ] B

CLL WM/MZL MCL FCL DLBL

Figure 79: Le Diagnostic différentiel des troubles lymphoprolifératifs B CD5+.

Modele d'expression de marqueurs dans différents troubles lymphoprolifératifs B CD5 +. LLC,
leucémie lymphoide chronique ; MW, Macroglobulinémie de Waldenstrom ; MZL, cellules B
de la zone marginale non hodgkiniennes lymphome ; MCL, lymphome a cellules du manteau ;
FCL, lymphome du centre folliculaire ; DLBL, lymphome diffus a grandes cellules B.

Les tricholeucocytes sont caractérisés par un phénotype assez particulier grace a la coexpression
des marqueurs CD103, CD25 et CDl1c, la leucémie a tricholeucocytes est ainsi une autre (en
plus de la LLC) hémopathie de choix pour évaluer la MRD. En cas de perte d’expression du
CD103, il est possible d’étudier le CD123 et le LAIR-1, positifs sur les tricholeucocytes.'”! D
a la rareté¢ de cette hémopathie et son faible passage sanguin, 1’évaluation de la MRD par
cytométrie en flux est largement moins bien documentée que dans la LLC. Le lymphome
folliculaire et le lymphome a cellules de manteau sont aussi de bons exemples pour les études

de MRD en raison de leur fréquence relativement ¢élevée, leur infiltration médullaire et une
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dissémination sanguine, ainsi que leur sensibilit¢ aux immunochimiothérapies récentes. Le
lymphome folliculaire et le Lymphome a cellules de manteau  coexpriment certaines
caractéristiques phénotypiques, respectivement la positivit¢t du CDI10 et 1’association
CD5+CD23- qui, associées a la monotypie de la chaine 1égere, peuvent €tre un ¢lément clé pour

I’évaluation d’une MRD.
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CONCLUSION
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L’immunophénotypage par cytométrie en flux permet ainsi I’identification de la lignée a partir
de laquelle dérive la prolifération lymphomateuse.la classification de la pathologie, 1I’évaluation
du pronostic et la détection de la maladie résiduelle minimale (MRD), celle-ci n’est réellement
développée que pour la LLC .En effet, plusieurs obstacles existent encore pour que cette
approche soit généralisable a tous les SLP-B : la nécessit¢ d’avoir une combinaison
phénotypique spécifique des cellules tumorales, la présence possible de modifications
phénotypiques apres traitement, la nécessité de sensibilités tres élevées, les niveaux limités de
standardisation obtenus a ce jour. Les développements présents et futurs de 1’évaluation de la

MRD par CMF devront avoir pour objectif de résoudre ces limitations.
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RESUME
Titre : Apport de la cytométrie en flux dans le Diagnostic et le suivi des SLPC B
Auteur : Hajar Bouaouda
Directeur de thése : Professeur A. BELMEKKI
Mots clés : Cytométrie en flux, syndromes lymphoprolifératifs B, immunophénotypage

La cytométrie en flux est une technique objective, sensible et quantitative qui permet de mesurer
simultanément et trés rapidement plusieurs parameétres sur un nombre important de cellules.
Ces propriétés font de la CMF une technique particuli¢rement adaptée a l'analyse des
populations cellulaires complexes, des événements rares et aux études quantitatives. Elle
représente une étape essentielle dans le Diagnostic et le suivi de la plupart des hémopathies
malignes. Les cytometres de flux actuellement disponibles permettent 1'obtention de résultats
rapides et fiables, avec des parameétres de taille et de structure des cellules, ainsi que des
parametres de fluorescence spécifiques grace a l'utilisation d'anticorps monoclonaux couplés a
des fluorochromes. Son intérét est majeur dans le diagnostic des syndromes lymphoprolifératifs
chroniques a dissémination sanguine, ou l'immunophénotypage permet 1'identification de la
lignée en cause, B ou T. La confirmation d’une monotypie, I’existence d’un trou phénotypique,
la perte d’expression d’un marqueur physiologique ou I’expression d’un marqueur aberrant
permettent de suspecter le caractére pathologique de la prolifération. L’immunophénotypage
permet ainsi 1’identification de la lignée a partir de laquelle dérive la prolifération
lymphomateuse, elle représente un outil de choix pour mieux comprendre la physiopathologie
des hémopathies malignes, la classification de la pathologie, 1’évaluation du pronostic et la
détection de la maladie résiduelle minimale (MRD). Enfin, dans la plupart des hémopathies qui
peuvent bénéficier d'un traitement éradicateur, elle permet la quantification de la maladie
résiduelle minimale et apporte ainsi aux cliniciens des arguments prédictifs de la rechute ou
d'une longue survie, ainsi que de nouvelles informations significatives dans 1’évaluation de la

réponse thérapeutique et la prédiction de 1’évolution clinique.
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ABSTRACT
Title : Contribution of flow cytometry in the diagnosis and monitoring of B- CLPD
Author : Hajar Bouaouda
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Flow cytometry is an objective, sensitive and quantitative technique which makes it possible to
measure several parameters simultaneously and very quickly on a large number of cells. These
properties make CMF a particularly suitable technique for the analysis of complex cell
populations, rare events and for quantitative studies. It represents an essential step in the
diagnosis and follow-up of most hematological malignancies. Currently available flow
cytometers provide fast and reliable results, with cell size and structure parameters, as well as
specific fluorescence parameters through the use of monoclonal antibodies coupled with
fluorochromes. Its interest is major in the diagnosis of chronic lymphoproliferative syndromes
with blood dissemination, where immunophenotyping allows the identification of the line in
question, B or T. The confirmation of a monotypy, the existence of a phenotypic gap, the loss
of expression of a physiological marker or the expression of an aberrant marker makes it
possible to suspect the pathological nature of the proliferation. Immunophenotyping thus allows
the identification of the line from which the lymphomatous proliferation derives, it represents
a tool of choice to better understand the physiopathology of malignant hemopathies, the
classification of the pathology, the evaluation of the prognosis and the detection of minimal
residual disease (MRD). Finally, in most hemopathies that can benefit from eradicative
treatment, it allows the quantification of minimal disease and thus provides clinicians with
arguments predicting relapse or long survival, as well as new significant information in

assessment of therapeutic response and prediction of clinical course.
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