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Introduction

La leucémie lymphoide chronique (LLC) est la plus fréquente des leucémies de I'adulte en France.
Malgré un pronostic globalement bon, I'évolution de cette pathologie est trés hétérogene. En
particulier, parmi les patients diagnostiqués a un stade précoce, certains restent de nombreuses
années sans évolution notable alors que d’autres nécessitent une mise sous traitement rapide. De
nombreux facteurs pronostiques ont été proposés pour évaluer I'agressivité de la maladie. Aucune
étude a ce jour n’a cependant trouvé de marqueur idéal, alliant simplicité technique, faible co(t,

sensibilité et spécificité.

Les chaines légeres libres sériques sont des fractions d’anticorps présentes en excés dans le sérum et
sécrétées par les cellules de la lignée lymphoide B. Utilisées comme outil diagnostique et pronostique
dans le myélome, plusieurs études ont montré qu’un pourcentage important de patients atteints de
leucémie lymphoide chronique présentaient également des perturbations de leur taux. Nous nous
proposons d’étudier dans ce travail I'intérét du dosage des chaines légeres libres sériques au moment

du diagnostic en tant que marqueur pronostique ainsi qu’au cours du suivi de patients atteints de LLC.

Nous décrirons dans une premiere partie de ce mémoire les connaissances actuelles disponibles sur la

leucémie lymphoide chronique d’une part et sur les chaines légeres libres sériques d’autre part.

La seconde partie aura pour objet un travail réalisé au sein du laboratoire de biologie médicale de
I'Institut Bergonié, visant a évaluer l'intérét du dosage des chaines légeres libres sériques au
diagnostic, en tant que marqueur pronostique, ainsi qu’au cours du suivi, comme marqueur de la

maladie résiduelle.
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1. Revue de la littérature

1. Laleucémie lymphoide chronique

1.1. Généralités

1.1.1. Définition

La leucémie lymphoide chronique est définie par la prolifération et 'accumulation de lymphocytes B
matures monoclonaux, d’'immunophénotype caractéristique, dans le sang, la moelle osseuse et les

organes lymphoides secondaires.

Deux entités sont définies :

- La « véritable » LLC est définie par un taux sanguin de lymphocytes B supérieur a 5 x 10° par
litre (5 G/L)

- Le lymphome lymphocytique correspond a la version « tumorale » de la maladie. Il est défini
par la présence d’adénopathie(s) et/ou d’une splénomégalie dont [I'évaluation
histopathologique révele un clone de lymphocytes B matures, exprimant les marqueurs
typiques de la LLC. La lymphocytose B sanguine est cependant inférieure a 5 G/L dans ce cas-

la.

La lymphocytose B monoclonale (MBL), correspond a une phase « pré-leucémique » : présence d’un
clone de lymphocytes B dont le taux est inférieur a 5 G/L chez des patients asymptomatiques.
L’évolution de cette entité en LLC est estimée a 1 a 2% par an. Plusieurs études ont montré que 5 a
12% des adultes sains de plus de 40 ans ayant un taux de lymphocytes normal avaient un clone

circulant de LLC et pouvaient donc étre classés dans cette catégorie (1-3).
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1.1.2. Epidémiologie

La leucémie lymphoide chronique fait partie des hémopathies malignes les plus fréquentes. Elle
représente environ 30% des leucémies de I'adulte. Son incidence était estimée a 4500 nouveaux cas
en 2012 en France. A I’échelle internationale, I'incidence standardisée estimée est de 4,4 pour 100 000
personnes-année chez I'homme et de 2,2 pour 100 000 personnes-année chez la femme (4). Son
incidence varie selon les régions du globe, la LLC étant fréquente en Europe et en Amérique du Nord
et beaucoup plus rare en Asie et en Afrique.

Cette hémopathie touche I’'homme dans 56,5% des cas. L’age médian au diagnostic est de 71 ans chez

I’'homme et 74 ans chez la femme. Elle est exceptionnelle avant 35 ans.

Sur la période de 2005 a 2010 en France, la survie nette de la LLC a 5 ans (c’est-a-dire la survie qui
serait observée si la seule cause de décés était cette maladie) était de 83%. Cette survie est plus
importante chez la femme que chez ’lhomme (88% contre 84%) et diminue avec I'age, puisqu’elle est
estimée a 93% pour les patients agés de 15 a 55 ans et a 76% chez les patients agés de plus de 75 ans
(4).

Récemment, une amélioration de la survie des patients atteints de LLC a été observée, probablement
liée a une meilleure compréhension de la maladie et a une meilleure adaptation de la prise en charge
selon les comorbidités et I’age des patients. De plus, I'apparition de nouvelles molécules comme les
anticorps monoclonaux et les inhibiteurs de la signalisation du BCR (B-cell Receptor) ont tres

probablement également un effet sur la diminution de la mortalité.

A ce jour, il n’a pas été déterminé de facteurs favorisants I'apparition d’une LLC. Cependant, une
susceptibilité génétique semble probable. En effet, la multiplication du risque de développer une LLC
ou un lymphome varie de 3 a 7,5 chez les apparentés de premier degré de patients atteints de LLC

(5,6).

1.1.3. Physiopathologie

Les mécanismes physiopathologiques de la maladie sont nombreux, complexes et certains domaines
restent encore mal connus.
L'origine des cellules leucémiques reste notamment incertaine. L’analyse des profils d’expression

génique est en faveur d’un progéniteur cellulaire commun qui serait proche de cellules B ayant
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expérimenté I'antigene (7,8). L'origine exacte de ce progéniteur reste cependant encore a ce jour

indéterminée.

Plusieurs mécanismes physiopathologiques jouent par la suite un réle dans la maladie.

La stimulation antigénique du BCR serait primordiale dans le développement de la pathologie, comme
le prouve l'efficacité des inhibiteurs de kinase, qui bloquent la cascade de signalisation du BCR.
L'interaction entre I'immunoglobuline de surface et un antigéne qui semble avoir lieu au cours de la
maladie entraine une activation constitutive du BCR in vivo (9—11), dont les effets vont de I'anergie de

la cellule a la prolifération cellulaire (12—-14).

L’accumulation de cellules clonales B dans la LLC peut étre expliquée principalement par une résistance
accrue a l'apoptose. Un certain nombre d’acteurs et d’évenements concourent a ce phénomene,
notamment des altérations génétiques touchant des protéines impliquées dans les voies apoptotiques.
Parmi les molécules impliquées dans la résistance a I'apoptose, les protéines membres de la famille
BCL2 semblent jouer un réle important (15—-18). D'autres régulateurs classiques de I'apoptose, tels que
P53 et ATM, sont également fréquemment altérés dans les cellules leucémiques, notamment par des

altérations chromosomiques (19,20).

L'absence de survie des cellules de LLC en dehors de leur milieu naturel souligne également
I'importance du rble joué par le microenvironnement dans le développement de la maladie,
particulierement pour les phénomenes de migration et pour I'activation de la cellule suite a la

rencontre avec I'antigene (9,21).

1.1.4. Diagnostic

Le diagnostic de LLC est le plus souvent initié de maniére fortuite, suite a un bilan sanguin révélant une
hyperlymphocytose. Cependant, il peut aussi étre suspecté a partir de signes cliniques évocateurs
comme des adénopathies, une splénomégalie, ou encore une hypertrophie amygdalienne, notamment
dans les cas de lymphomes lymphocytiques. Ces signes peuvent s’accompagner de symptomes non
spécifiques tels que de la fievre, des sueurs nocturnes, une perte de poids, etc. La révélation de la
maladie peut également se faire a la suite de complications (anémie, infections) et grace aux signes

cliniques correspondants (22).
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La numération formule sanguine est I'examen clé du diagnostic de la « véritable » LLC. Toute
lymphocytose supérieure a 5 G/L, isolée, persistant pendant plus de 3 mois doit faire rechercher une
leucémie lymphoide chronique.

Sur le frottis sanguin, on retrouve des lymphocytes matures, caractérisés par une petite taille, une
bordure de cytoplasme fine, un noyau dense sans nucléole discernable et dont la chromatine est
partiellement agrégée (Figure 1). On peut retrouver également associées a ces cellules matures des
cellules atypiques, plus larges, clivées ou des prolymphocytes dans la limite de 55% des lymphocytes
sanguins. Un excés de prolymphocytes sera en faveur d’'une leucémie a prolymphocytes, pathologie
distincte de la LLC. Les ombres de Gumprecht, fréquemment observées sur le frottis, correspondent a
des cellules lymphoides lysées. Elles ne sont pas liées a un artefact de préparation des lames mais a
une fragilité cellulaire, probablement révélée par les dispositifs de prélevements sous vide. La
formation de ces "smudge cells" est inversement corrélée a I’expression de la vimentine, une protéine
du cytosquelette essentielle pour la rigidité et I'intégrité du lymphocyte (23). La présence d’un faible

nombre d’ombres de Gumprecht serait un facteur de pronostic défavorable (24).

Figure 1 - Frottis sanguin d'un patient atteint de LLC. Présence de lymphocytes matures et d'ombres de

Gumprecht

L'immunophénotypage sanguin permet de confirmer la clonalité des lymphocytes et d’éliminer les
autres maladies lymphoprolifératives. Il est réalisé par cytométrie en flux (CMF), technique qui permet
de détecter et de quantifier I'expression d’antigénes a la surface et dans le cytoplasme des cellules

hématopoiétiques normales et pathologiques.
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Les lymphocytes de LLC co-expriment :

- Des antigénes de la lignée B (CD19, CD20, CD22, CD79b). L’expression du CD20, du CD79b et

du CD22 est cependant classiquement plus basse que sur les lymphocytes B normaux ;

- Le CD23, récepteur de faible affinité pour les IgE ;

- Le CD5, de fagon quasi-constante et aberrante, qui est normalement retrouvé a la surface des
lymphocytes T ;
- Des chaines légéres d’'immunoglobines Kappa (k) ou Lambda (A), dont I'expression est

également moindre a celle des lymphocytes B non pathologiques. L’expression monotypique

de I'une de ces deux chaines permet d’affirmer le caractere clonal de la LLC.

L'équipe de Matutes a mis en place, en 1994, un score, modifié en 1997, permettant de diagnostiquer

une LLC et basé sur 5/6 marqueurs immunophénotypiques (25,26) (Tableau 1).

Tableau 1 - Score de Matutes ou du Royal Marsden Hospital

1 POINT Sl 0 POINT SI
CD5 + _
CD23 + .
CD79B - +
CD22 Expression négative/faible Expression modérée/forte
FMC7?7 - +

IG DE SURFACE

Un score total égal a 4 ou 5 est en faveur du diagnostic de LLC typique. Seulement 5% des LLC ont un
score égal a 3. Dans ce cas, le diagnostic de LLC peut étre retenu exceptionnellement si le CD5, le CD23
et le CD43 sont positifs, si le CD20 est faible et si la recherche de cycline D1 est négative. Un score

inférieur a 3 exclut le diagnostic de LLC (lymphomes B leucémisés).

L’antigene pan-B mature CD20 apporte un argument complémentaire pour le diagnostic de LLC lorsque
son expression a la surface des cellules de LLC est plus faible que sur les cellules B normales. D’autres
antigenes peuvent également étre recherchés pour s’assurer du diagnostic de LLC : c’est le cas du CD43
et du CD200 qui sont tres souvent exprimés sur les cellules leucémiques de LLC contrairement au CD81,

exprimé préférentiellement sur les cellules d’autres hémopathies lymphoides. L’expression de CD38

Expression négative/faible

Expression modérée/forte

et de ZAP-70 (Zéta Associated Protein-70) peut également étre évaluée dans un but pronostique.
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La biopsie ganglionnaire n’est pas recommandée en cas de présence d’une phase circulante du clone

LLC. Elle est pratiquée dés que possible en cas de suspicion de lymphome lymphocytique ou en cas de

suspicion de transformation en syndrome de Richter.

La réalisation d’'un myélogramme ou d’une biopsie ostéo-médullaire n’est pas recommandée en

premiere intention pour le diagnostic. Ces deux examens peuvent étre effectués pour préciser I'origine

de cytopénies (centrale ou périphérique).

1.1.5. Traitement

1.1.5.1. Indications de traitement

L'instauration d’un traitement est basée sur I'évaluation clinique et la présence ou non des signes de

maladie active suivants (27):

Atteinte médullaire progressive avec développement ou aggravation d’une anémie et/ou
d’une thrombopénie ;
Splénomégalie massive (6 cm au-dessous de la marge costale) ou augmentant de taille ou
symptomatique ;
Ganglions volumineux (au moins 10 cm dans le plus long diametre) ou augmentant de taille ou
symptomatiques ;
Lymphocytose progressive avec augmentation de plus 50 % sur une période de deux mois ou
temps de doublement lymphocytaire (TDL) inférieur a six mois. Chez les patients avec un
chiffre initial de lymphocytes inférieur a 30 x 10°/L, le TDL ne doit pas étre utilisé pour définir
a lui seul une indication de traitement ;
Anémie et/ou thrombopénie immune répondant insuffisamment aux corticostéroides ou
autres traitements usuels ;
Signes généraux définis par la présence d’au moins un des symptémes ci-dessous, en rapport
avec la maladie :

0 Perte de poids non volontaire de 10 % ou plus dans les six mois précédents,

0 Asthénie significative : index ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) a 2 ou plus;

incapacité a travailler ou effectuer les activités usuelles,
o Fievre de plus de 38 °C durant deux semaines ou plus sans signe d’infection,

0 Sueurs nocturnes d’une durée de plus de un mois sans signe d’infection.

Les patients nécessitant un traitement sont donc les patients en stade A et B avec des critéres objectifs

de maladie active, et les patients en stade C.
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1.1.5.2. Molécules utilisées et recommandations

Les molécules utilisées dans le traitement de la leucémie lymphoide chronique appartiennent a
différentes classes d’agents anticancéreux (28):
- Agents cytostatiques :
0 Agents alkylants : chlorambucil, cyclophosphamide, bendamustine
O Analogues de purine : fludarabine
- Anticorps monoclonaux
0 Anticorps anti-CD20 : rituximab, ofatumumab, obinutuzumab
O Anticorps anti-CD52 : alemtuzumab
- Agents ciblant la signalisation du BCR :
0 Inhibiteur de la Bruton Tyrosine Kinase (BTK) : ibrutinib
0 Inhibiteur de la phosphoinositide 3-kinase (PI3K) : idelalisib
Le venetoclax (inhibiteur de BCL2) et le duvelisib (inhibiteur de PI3K) sont actuellement en cours

d’essais cliniques.

L'ESMO (European Society for Medical Oncology) et Hallek et al. ont émis en 2015 des
recommandations de traitement, prenant en compte les nouvelles thérapeutiques ciblées, pour les

patients en premiére ligne de traitement (Figure 2) ou pour les malades en rechute ou réfractaires

(28,29).
Traitement de 1% ligne LLC ou lymphome lymphocytique
Stade A/E.” de Bin.et avec Stade A/B de Binet sans
malad|et«dactclve > maladie « active »
ou stade
del(17p) ou mutation Absence de del(17p) ou de
TP53 mutation TP53

Patients « .urn‘its »: Péti.ents « fits >? Patients « fits » : ‘ ‘ Stratégie « watch
Ibrutinib, Ibrutinib ou Idelalisib + Patients « unfits » : s ™
L RFC ou RB chez . and wait » jusqu’a
Alemtuzumab, Rituximab tients Aeds 3 Chlorambucil + apparition d'une

Rituximab HD ou Proposition d’allogreffe .pa |en,:<. ages‘a anti-CD20 adi i
Ofatumumab en cas de rémission risque dfinfections malacle «active »

Figure 2 - Stratégie de traitement de lére ligne des patients atteints de LLC ou de lymphome
lymphocytique

(HD : Haute dose, RFC : Rituximab Fludarabine Cyclophosphamide, RB : Rituximab Bendamustine)
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Différents niveaux de réponse au traitement sont définis selon les critéres de I'lWCLL (International

Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia) datant de 2008 (27) et sont résumés dans le tableau 2 :

CR = Réponse compléte,

PR = Réponse partielle,

PD = Maladie progressive

RCi = CR avec récupération incompléte de la moelle (cytopénies persistantes sans lien avec la
LLC d’apres I'examen de la moelle osseuse),

SD = Maladie stable : patient ne remplissant ni les critéres de CR, ni ceux de PR, ni ceux de PD.

Les criteres de réponse doivent étre remplis deux mois apres la fin du traitement.

Tableau 2 - Critéres de réponse au traitement (Hallek et al., Blood. 2008)
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1.2. Facteurs pronostiques

L’évolution de la leucémie lymphoide chronique est trés variable d’un individu a I'autre, en particulier
chez les patients a un stade précoce de la maladie. Certains d’entre eux conservent une maladie stable
pendant des années alors que d’autres évoluent rapidement vers une nécessité de traitement. De
nombreuses études ont tenté d’évaluer I'impact de marqueurs biologiques et cliniques sur la survie
dans la LLC. Certains d’entre eux sont importants dans la prise en charge puisqu’ils refletent également
une résistance a certains traitements. Nous allons passer en revue dans cette partie les facteurs

pronostiques principaux décrits dans cette pathologie et étudiés dans ce travail.

1.2.1. Classification clinique

Deux méthodes de classification des patients sont largement utilisées dans la prise en charge de la
LLC : les classifications de Rai et de Binet. Ces méthodes simples et peu couteuses, basées sur I'examen

clinique et les tests de routine de laboratoire, permettent d’apprécier I'agressivité de la maladie.

Les critéres de la classification de Rai sont répertoriés dans le tableau 3. Cette classification a été

modifiée de fagon a réduire le nombre de stades de 5 a 3 (30):

Tableau 3 - Classification de RAI

STADE STADE MODIFIE | DESCRIPTION
(RISQUE)
0 Faible Lymphocytes > 5 G/L
| Intermédiaire Lymphocytes > 5 G/L + Adénopathie(s)
| Intermédiaire Lymphocytes > 5 G/L + Splénomégalie ou hépatomégalie
n Haut Lymphocytes > 5 G/L + Hémoglobine <11 g/dL
v Haut Lymphocytes > 5 G/L + Plaquettes < 100 G/L

La classification de Binet (Tableau 4) définit également 3 stades selon le nombre d’aires ganglionnaires
atteintes (définies par une adénopathie de plus de 1 cm ou une organomeégalie) et selon la présence

de cytopénies (anémie ou thrombopénie) (31).
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Cing aires ganglionnaires sont définies (Figure 3) :
- Téte et cou (Aire 1)
- Axillaire (Aire 2)
- Inguinale (Aire 3)
- Foie (palpable) (Aire 4)
- Rate (palpable) (Aire 5)
Figure 3 - Aires ganglionnaires définies dans la

classification de Binet

Tableau 4 - Classification de Binet

STADE CRITERES

A Jusqu’a deux aires ganglionnaires atteintes
B Plus de deux aires ganglionnaires atteintes
Anémie < 10 g/dL ou Thrombopénie < 100 G/L quel que soit le nombre d’aires

ganglionnaires atteintes

Ces deux classifications donnent une bonne estimation du pronostic des patients atteints de LLC : |a
médiane de survie est supérieure a 10 ans pour les patients en stade 0 ou A, de 5 a 7 ans pour les

patients en stade I-1l ou B, et de 2 a 3,5 ans pour ceux en stade IlI-IV ou C (Figure 4).

Plusieurs études ont montré que I'administration d’agents alkylants chez les patients en stade 0 ou A
n’améliorait pas la survie de ceux-ci (32,33). Une étude a également montré une augmentation de la
fréquence des cancers épithéliaux chez ces patients traités a un stade précoce par rapport aux patients
non traités (32). De ces études découlent la stratégie thérapeutique qui consiste a n’effectuer qu’une

simple surveillance chez les patients en stade A ou 0 non symptomatiques.
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Figure 4 - Survie globale des patients présentant une LLC selon les classifications de Binet (a) et Rai (b)

(34)

Cependant cette évaluation pronostique reste imparfaite puisqu’au sein du groupe pronostique le plus
favorable, on observe un groupe de patients ayant une probabilité de survie comparable a celle du
groupe de pronostic défavorable. De nombreuses études se sont attachées a décrire des facteurs
pronostiques supplémentaires pouvant identifier ces patients particuliers pour lesquels une prise en

charge thérapeutique plus précoce pourrait étre bénéfique.
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1.2.2. Cytogénétique

Les cellules de LLC sont le siege d’anomalies chromosomiques pouvant avoir un impact sur le pronostic.
Ces aberrations sont le plus souvent des pertes ou des gains de matériel génétique et non des
translocations comme cela peut étre observé dans d’autres hémopathies lymphoides. La recherche de
ces anomalies chromosomiques peut se faire par deux méthodes en routine : caryotype standard ou
Hybridation In Situ par Fluorescence (FISH). Le développement de cette derniéere depuis les années
1990 et des nouvelles techniques de stimulation pour le caryotype standard ont permis une
amélioration de la sensibilité de détection des anomalies génétiques. Leur fréquence est maintenant
évaluée a plus de 80% des cas (35). Les anomalies récurrentes les plus souvent observées dans la LLC

sont les suivantes : délétion 13q, délétion 11q, trisomie 12, délétion 17p (36).

L'impact pronostique de ces anomalies est illustré dans la Figure 5. La délétion 17p est celle associée
au moins bon pronostic, suivie de la délétion 11q, de la trisomie 12 et du caryotype normal alors que
les patients présentant une délétion 13g comme seule anomalie ont le meilleur pronostic. Les
médianes de survie globale pour ces 5 groupes, évaluées sur 325 patients, sont de 32, 79, 114, 111 et

133 mois et les temps avant mise sous traitement de 9, 13, 33, 49 et 92 mois respectivement (37).

Figure 5 - Impact pronostique des anomalies génétiques les plus fréquemment décrites dans la LLC
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1.2.2.1. Délétion 13q14

La délétion 13q est la plus fréquente des anomalies retrouvées dans la LLC (55 a 63% des cas). Cette
délétion se situe en 13q14.3, au niveau des loci des genes codant pour les micro-ARN (miRNA) miR15a
et miR-16-1. Ces micro ARN régulent de fagon négative le géne BCL2, codant pour une protéine anti-
apoptotique. lls favorisent par conséquent I'apoptose et ont un rble de suppresseur de tumeur.
L'expression de ces miRNA est fréquemment diminuée dans la LLC et semble jouer un role dans la
physiopathologie de la maladie (38).

La délétion 13g14, lorsqu’elle est la seule anomalie génétique détectée, n’est pas associée a un
mauvais pronostic dans la LLC (37,39). D’autres anomalies peuvent par ailleurs étre en cause dans la
diminution de miR15a et miR-16-1, comme des mutations ponctuelles et des phénomeénes

épigénétiques (40).

1.2.2.2. Trisomie 12

La trisomie 12 est observée dans 12 a 25% des cas de LLC. Un grand nombre de genes candidats a été
proposé pour expliquer les phénomeénes physiopathologiques associés a cette anomalie (MDM_2,
CDK2, CDK4, ...) (41). Néanmoins, ceux-ci restent encore mal connus a I’"heure actuelle.

L'impact de cette aberration chromosomique sur le pronostic de la maladie est également controversé.
Considérée initialement comme un marqueur de risque intermédiaire dans le modéle proposé par
Dohner et al., certaines études ont montré une corrélation entre la trisomie 12 et une évolution
clinigue plus agressive de la maladie tandis que d’autres ont tendance a considérer cette anomalie
comme étant a faible risque (42-45). Des auteurs ont également décrit une association entre la

trisomie 12 et la présence de lymphocytes ou d’un immunophénotypage atypiques (45).

1.2.2.3. Délétion 11q

Une délétion 11q peut étre observée chez 5 a 20% des patients atteints de LLC. La région minimale
délétée se situe en 11g22.3-q23.1 et correspond au locus du gene ATM (Ataxia Telangiectasia
Mutated). Ce géne joue un rble important dans les réparations des cassures double-brins de I’ADN. La
protéine ATM joue également un réle dans la régulation de I'activité de P53, des dysfonctionnements
de celle-ci pouvant étre observés lors de mutations d’ATM (46). D’autres genes cibles sont également

évoqués pour expliquer le réle physiopathologique de cette anomalie chromosomique (47-49).
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La présence d’une del(11q) est associée a la présence d’adénopathies multiples périphériques,
médiastinales et abdominales, a une progression plus rapide de la maladie avec un délai avant la mise
sous traitement et une survie globale diminués, faisant de cette anomalie un marqueur pronostique

défavorable (50-52).

1.2.2.4. Délétion 17p

Des anomalies de structure du bras court du chromosome 17 par délétion de la bande 17p13.1 sont
retrouvées dans 5 a 8% des cas de LLC non traitées. La del(17p) peut apparaitre au cours de I"évolution
de la maladie ; son incidence est augmentée chez les patients réfractaires ou en rechute pour lesquels
elle peut atteindre 30% des cas. La région délétée correspond au locus du gene suppresseur de tumeur
TP53. La protéine P53 joue un réle de suppresseur de tumeur en induisant I'arrét du cycle cellulaire
et 'apoptose apres un dommage de I’ADN (35).

De nombreuses études ont démontré I'impact pronostique majeur de cette anomalie génétique.
Plusieurs auteurs ont notamment décrit une survie globale et une survie sans traitement plus courtes,
ainsi qu’une mauvaise réponse aux agents alkylants et aux analogues des purines (52-60). Cette non-
réponse a la chimiothérapie est expliquée par le fait que ces molécules agissent sur les cellules
leucémiques par la mise en jeu de I'apoptose P53-dépendante qui est altérée en cas de délétion 17p.
Les traitements alternatifs comme |'alemtuzumab, les inhibiteurs de la voie du BCR et I'allogreffe
restent efficaces, ainsi que les agents cytotoxiques agissant de fagcon indépendante de P53 (61).

Dans la majorité des cas, la del(17p) concerne un seul allele. La présence d’une mutation de TP53 (4 a
37% des cas de LLC) sur la deuxieme copie du géne confere un caractére particulierement agressif et
de mauvais pronostic a la maladie. Le pourcentage de cellules présentant une perte de TP53 semble

également avoir un impact sur la valeur péjorative de I'anomalie chromosomique (62).

1.2.2.5. Autres anomalies génétiques

De nombreuses autres anomalies génétiques ont été décrites dans la leucémie lymphoide chronique.

Des délétions impliquant le bras long du chromosome 6 sont observées dans environ 7% des cas de

LLC. Ces anomalies, bien qu’associées a la présence d’'une lymphocytose plus élevée et d’adénopathies

plus nombreuses, ne semblent pas avoir d’impact sur la survie des patients (37,63).
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Des études ont également mis en évidence la présence de trisomies 19 (1,7% a 4,7% des cas), de gains
des régions 2p, 8924, 3926 et 20ql13, de délétions 14q. Ces déséquilibres sont pour la plupart
considérés comme défavorables (64—-72).

D’autres anomalies sont mises en évidence de fagon plus rare lors de la réalisation d’un caryotype
standard comme des translocations récurrentes juxtaposant les IGH a un géne partenaire, telles que
la t(14;18)(932;921), la t(14;19)(q32;913), de manieére exceptionnelle la t(11;14)(q13;932), la
translocation t(2;14)(p13;934) et la t(1;6)(p35;p25). Hormis la t(14;18) qui est associée a une évolution
favorable, la présence de ces translocations chromosomiques est un facteur indépendant de mauvais
pronostic dans la LLC, influencant la survie sans traitement et la survie globale (42,73,74).

La présence d’un caryotype complexe (plus de 3 aberrations chromosomiques) est également associée

a une évolution péjorative de la maladie (75).

Au cours des dernieres années, les techniques de séquencage nouvelle génération ont contribué a
redéfinir les sous-groupes pronostiques traditionnels. En plus de la mutation de TP53 déja évoquée,
de nouvelles mutations somatiques ayant une signification clinique ont été détectées. Parmi elles, des
mutations de NOTCH1, SF3B1, BIRC3, et ATM ont été observées chez 3 a 15% des patients atteints de

LLC. Ces anomalies génétiques sont associées a un mauvais pronostic de la maladie (76).

1.2.3. Biologie moléculaire

Au cours du développement et de la différenciation des lymphocytes B normaux, divers changements
au niveau des genes des immunoglobulines se produisent. En particulier, on observe I'acquisition de
mutations sur les geéenes IGVH, codant pour les parties variables des chaines lourdes des
immunoglobulines. Le statut mutationnel de ces genes permet de classer les patients atteints de LLC
en deux groupes de pronostics différents : un répertoire /IGVH muté est associé a un meilleur pronostic
gu’un répertoire non muté. Les patients présentant des genes /GVH non mutés ont généralement une
maladie plus agressive, avec des temps de rémission plus courts, une tendance a l'acquisition
d’anomalies génétiques a haut risque ainsi qu’une survie globale plus courte, indépendamment du
stade de la maladie (53,77—-82). Une étude de Hamblin et al. a montré que les patients en stade A avec
un statut /IGVH muté avaient une survie médiane de 24 ans tandis qu’elle était de 7,9 ans pour les
patients avec un statut non muté (83).

Une exception est a noter pour le réarrangement d’une région spécifique codée par le segment

IGVH3.21, qui est associé a une évolution défavorable indépendamment du statut mutationnel (34).
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La détermination du statut mutationnel /GVH peut étre effectuée par détermination de la séquence
nucléotidique de la région variable des immunoglobulines, obtenue préalablement apres amplification
par réaction de PCR a partir de I’ADN ou I’ARN extrait des cellules tumorales, et par sa comparaison
avec les séquences germinales les plus proches. Les séquences présentant plus de 98 % d’homologie
sont considérées comme non mutées, la base de séquences servant de référence devant tenir compte
des polymorphismes et devant étre régulierement mise a jour. Ce seuil est reconnu comme étant le
plus discriminant sur le plan clinique (53,84).

Le statut mutationnel semble constant au cours de la maladie. Cependant, compte tenu de la difficulté
technique de I'analyse et de son co(t, sa détermination est peu réalisée en routine et des marqueurs
pronostiques de substitution sont recherchés. A ce jour, aucun marqueur n’a montré une

correspondance absolue avec le statut mutationnel des IGVH.

1.2.4. Facteurs pronostiques immunophénotypiques

1.2.4.1. CD38

Le CD38 est un récepteur membranaire intervenant dans I'adhésion et la signalisation cellulaire grace
a I'interaction avec son ligand, le CD31. Sur les cellules lymphoides, c’est un marqueur d’activation et
de maturation non spécifique de lignée. De nombreuses études ont montré I'association entre
I’expression de ce marqueur et un mauvais pronostic de la maladie. Au cours de la LLC, une expression
du CD38 sur les cellules leucémiques est associée a la présence de nombreux autres facteurs de

mauvais pronostic (stade avancé, facteurs cytogénétiques, taux de Bo_microglobuline et de CD23

soluble (CD23s) élevés, temps de doublement lymphocytaire court, statut non muté des genes IGVH).
Elle est également associée a des médianes de survie sans traitement, sans progression et globale
courtes et a un taux de réponse aux traitements faible (77,80,81,85—-96).

Une étude concernant 118 patients de stade faible ou intermédiaire (classification Rai) a montré que
parmi les patients CD38-, 75% n’avaient pas évolué a 5 ans du diagnostic contre seulement 37% des
patients CD38+ (91). Il a été montré que |'association de I'expression de CD38 au statut mutationnel
des genes IGVH avait un pouvoir pronostique supérieur par rapport a l'un ou l'autre pris séparément

(90,92).

Cependant, malgré l'accessibilité de son évaluation dans la pratique routiniére, la technique
permettant de mesurer son expression manque d’harmonisation. En effet, le choix du clone

d’anticorps et du fluorochrome utilisé pour la technique s’avere critique et conduit a des variations au
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niveau des résultats. De plus, les seuils d’interprétation pour ce marqueur ne sont pas bien définis.
Différentes études ont établi un seuil de positivité a 5%, 7%, 20% ou 30%. L’existence d’une expression
bimodale chez de nombreux sujets, associée a une évolution plus défavorable que si le marqueur est
négatif, a également remis en cause la pertinence de ces seuils (78,97).

Par conséquent, compte tenu de I'absence de consensus technique et interprétatif, I'utilisation du

CD38 comme marqueur pronostique est peu répandue en routine.

1.2.4.2. ZAP-70

ZAP-70 est une protéine kinase intracellulaire de la famille Syk exprimée principalement dans les
cellules T et NK et ayant un réle dans la cascade de signalisation intracellulaire aprés engagement du
TCR (T-cell Receptor) et dans la signalisation du récepteur FcyRllla. Cette protéine peut également étre
exprimée dans les cellules leucémiques de LLC de fagon constante au cours de la maladie.

La signification pronostique de ZAP-70 dans la LLC a été démontrée dans de nombreuses études.
L'expression de ZAP-70 serait associée a une diminution des médianes de survie sans progression, sans
traitement, ainsi que de la médiane de survie globale (85,98,99).

Plusieurs auteurs ont proposé d’utiliser I'expression de ZAP-70 comme marqueur de substitution du
statut mutationnel des genes IGVH. Cependant, |'expression de ZAP-70 ne s’est avérée
gu’imparfaitement corrélée aux mutations somatiques. Selon les études, une concordance entre les
deux facteurs pronostiques était observée dans 77 a 95% des cas, les cas de discordance étant
considérablement plus fréquent dans les cas olu des facteurs cytogénétiques de mauvais pronostic

étaient présents (100-103).

Différentes techniques permettent d’évaluer I'expression de ZAP-70 (RT-PCR, immunoblot,
immunocytochimie, cytométrie en flux). La cytométrie en flux est la technique la plus utilisée pour
cette application. Des travaux d’harmonisation ont permis d’émettre des recommandations
analytiques pour la réalisation de cette technique (104,105). Cependant, son application clinique reste

actuellement limitée aux centres spécialisés et a des protocoles particuliers.
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1.2.5. Marqueurs sériques

1.2.5.1. B2-microglobuline

La By.microglobuline est une protéine synthétisée dans I'ensemble des cellules de I'organisme. Elle se

lie a la sous-unité oo du CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité) de classe | et joue un réle dans
les phénomeénes d’'immunité cellulaire. Ses principaux lieux de production sont les cellules T CDS, les
lymphocytes B et les cellules tumorales, qui la libérent dans le milieu extracellulaire. Par conséquent,

le taux sérique de By_microglobuline refléte la masse tumorale et est utilisé dans la prise en charge de

nombreux cancers.

La valeur pronostique de la By_microglobuline dans la leucémie lymphoide chronique a été démontrée

dans de nombreuses études. Au diagnostic, chez les patients en stade A de la classification de Binet,

les patients avec un taux élevé de B,_microglobuline présentent une médiane de survie sans
traitement plus courte que ceux avec des taux de By_microglobuline normaux (respectivement 5,3

mois vs non atteinte) (77). Une étude rétrospective, sur 595 patients non traités auparavant, a

également montré une association entre un taux faible de B,_microglobuline et un pourcentage de

rémission complete plus élevé apres traitement par fludarabine ou RFC, ainsi qu’avec une survie

globale et une survie sans progression plus longues (106). Des taux anormaux de By_microglobuline

seraient également associés a la présence d’autres facteurs pronostiques, comme une expression de
CD38 et de ZAP-70 par les cellules leucémiques (85,86).

L’évaluation de la By_microglobuline a des fins pronostiques dans la LLC a cependant quelques

inconvénients, notamment l'influence de la fonction rénale sur sa concentration.

1.2.5.2. Thymidine kinase sérique

La thymidine kinase sérique (sTK) est une enzyme impliquée dans la réplication de ’ADN. L'iso-enzyme
TK1, représentant 95% de I'activité thymidine kinase, est présente dans les cellules en division alors
gu’elle est absente dans les cellules quiescentes. Le niveau de I'enzyme est donc le reflet de la
prolifération cellulaire et par conséquent de I'activité de la maladie.

Chez les patients atteints d’une forme précoce de LLC (stade A de la classification de Binet), il
semblerait qu’un taux élevé de thymidine kinase sérique permette d’identifier un sous-groupe de
patients a haut risque évolutif. La médiane de survie sans progression de ces patients est

significativement inférieure a ceux présentant un taux normal de sTK (respectivement 8 mois vs 49
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mois) (107). Un taux de sTK élevé est également corrélé a la présence d’autres facteurs de mauvais
pronostic comme un temps de doublement lymphocytaire court, I’expression de CD38 ou de ZAP-70,
la présence d’anomalies cytogénétiques ou d’un statut /IGVH non muté (108).

Il est cependant a noter que des taux élevés de sTK peuvent étre observés au cours d’infections ou en

cas de déficit en vitamine B12, pouvant rendre difficile I'interprétation de ce marqueur.

1.2.5.3. CD23 soluble

Le CD23 est un récepteur de faible affinité aux immunoglobulines de type E présent de fagon
physiologique sur les cellules B, les cellules présentatrices d’antigene ainsi que sur les plaquettes. Un
clivage protéolytique de cette glycoprotéine transmembranaire entraine le relargage de formes
tronquées appelées CD23 solubles (CD23s). Le CD23s est augmenté entre 3 et 500 fois dans les sérums
de patients atteints de LLC par rapport aux sujets sains. Chez les patients diagnostiqués a un stade
précoce de la maladie, un taux élevé de CD23s est associé a des médianes de survie globale et de survie
sans progression raccourcies (109). Une élévation du CD23s est également associée a des
caractéristiques défavorables de la maladie comme une infiltration diffuse de la moelle osseuse, une
forte masse tumorale, un temps de doublement lymphocytaire court (110-116).

Cependant, la variabilité trées importante entre les résultats de CD23 solubles obtenus dans les
différentes études est un inconvénient important de ce marqueur. Les cut-offs choisis dans les
différentes publications citées pour discriminer les patients selon leur risque d’évolution varient de 50
U/mL a plus de 2000 U/mL, rendant difficile I'interprétation de ce parameétre en pratique.

La cinétique du CD23 soluble pourrait également avoir un intérét dans la pathologie. Dans une étude
concernant 56 patients en stade A, les médianes de survie sans traitement et de survie globale des
patients présentant un temps de doublement du CD23s inférieur a 1 an étaient plus courtes que pour
les patients avec un temps de doublement supérieur a 1 an (respectivement 20 et 83 mois vs 141 et

177 mois) (117).

1.2.6. Données cinétiques des cellules leucémiques

Le temps de doublement lymphocytaire correspond au temps que met le taux sanguin de lymphocytes
a se multiplier par deux. Lorsqu’il est inférieur a 12 mois, il est associé a une diminution de la médiane
de survie sans progression et de survie globale (118—-121). Ce marqueur simple et peu colteux reflete
donc l'activité de la maladie. Cependant, son caractere rétrospectif ne permet pas de I'utiliser

véritablement en tant que marqueur pronostic. Selon les recommandations de I'lWCLL, pour des taux
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de lymphocytes supérieurs a 30 G/L, un temps de doublement lymphocytaire inférieur a 6 mois ou une
augmentation du taux de lymphocytes supérieure a 50% en 2 mois sont des indications pour l'initiation

d’un traitement.

1.2.7. Place de I'étude des marqueurs pronostiques dans la prise en charge des patients

L’évaluation de I'ensemble des facteurs pronostiques décrits précédemment n’est pas réalisée en
routine, du fait du colt et de la difficulté technique de certaines analyses, notamment de I'étude du
statut mutationnel des genes IGVH ou encore du manque de standardisation technique et
interprétatif. La recherche de délétion 17p et de mutation de TP53 est cependant devenue

indispensable avant toute décision thérapeutique.

Afin de combiner les informations apportées par les nombreux facteurs pronostiques décrits dans la
leucémie lymphoide chronique, plusieurs auteurs ont proposé d’utiliser des systemes de scores.
Récemment, plusieurs équipes se sont associées afin d’évaluer la pertinence du score CLL-IPI (Indice
pronostique international de la LLC). L’étude, réalisée sur 27 facteurs pronostiques et 3472 patients, a
permis d’identifier cing facteurs pronostiques indépendants : suppression et/ou mutation de TP53,
statut mutationnel des génes IGVH, B2-microglobuline sérique, stade clinique et age. Chaque variable
a été pondérée et un score entre 0 et 10 a été calculé. Ce score a permis de définir 4 groupes de
patients présentant des taux de survie globale a 5 ans significativement différents, de 93,2%, 79,3%,
63,3% et 23,3% (122). Cependant, la présence dans ce score de facteurs pronostiques difficilement

évaluables en pratique (statut mutationnel IGVH) rend difficile son utilisation en routine.
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1.3. Intérét de I’évaluation de la maladie résiduelle dans la LLC

1.3.1. Définition de la MRD

La majorité des patients atteints de leucémie lymphoide chronique chez qui une réponse compléete est
observée apres traitement conservent une maladie persistante, a bas niveau, non détectée par
I'imagerie et les tests de laboratoire mais qui peut étre démontrée sur moelle et/ou sur sang par
I’évaluation de la MRD (Minimal Residual Disease). La MRD correspond au nombre de cellules
leucémiques persistant dans le sang ou dans la moelle aprés traitement. Ces cellules résiduelles sont
responsables, a plus ou moins long terme, de la rechute des patients (123). On considére que la MRD
est négative pour un taux inférieur a 1 cellule leucémique pour 10 000 globules blancs (<10 ou 0,01%)

et positive au-dela de 0,01%.

L’évaluation de la MRD peut se faire dans le sang périphérique ou dans la moelle osseuse. Plusieurs
études ont montré que certains patients avec une MRD négative dans le sang avaient une MRD positive
dans la moelle (124). La détermination du taux de cellules leucémiques dans la moelle osseuse donne
par conséquent plus d’informations sur la profondeur de la rémission. Compte tenu du caractere
invasif du prélevement de moelle, les recommandations de I'EMA (European Medicine Agency)
proposent, dans le cadre d’essais cliniques, de déterminer dans un premier temps la MRD par
cytométrie en flux (CMF) sur sang périphérique, puis sur la moelle en cas de MRD négative dans le
sang. Cette évaluation doit étre effectuée 3 mois apreés la fin du traitement, moment considéré comme

le plus représentatif de I'effet du traitement.

1.3.2. Méthodes de détection de la MRD dans la leucémie lymphoide chronique

Plusieurs techniques permettent d’obtenir la MRD.

La cytométrie en flux permet la détection des cellules leucémiques grace a la reconnaissance
d’antigenes différentiellement exprimés par les cellules de LLC et par les cellules normales. La
détection des cellules se fait grace a un panel d’anticorps couplés a des fluorochromes. La sensibilité
de cette technique dépend de la quantité d’anticorps marqués utilisés : I'utilisation de 4, 6 et 8 couleurs
permet respectivement I'obtention de sensibilités de I'ordre de 10 (0,01%), 10° et 10°. Cette
technique est applicable aux échantillons de sang et de moelle et revét I'avantage de sa disponibilité

dans de nombreux laboratoires et de I'existence de procédures standardisées (125).
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La MRD peut également étre obtenue grace a des techniques basées sur la PCR. Cette technique
nécessite |'utilisation d’amorces spécifiques pour chaque patient. Avant traitement, le gene IGVH du
clone malin est séquencé et des oligonucléotides spécifiques d’alléle (ASO) sont synthétisés pour la
région IGVH-CDR3 (géne adjacent). De cette fagon, aprés traitement, une PCR utilisant ces amorces
amplifie uniguement le géne du clone leucémique. La sensibilité obtenue avec cette technique est de
I'ordre de 10™. Les avantages de cette méthode sont une sensibilité élevée, I'existence de procédures
standardisées et la stabilité de I’ADN, permettant I'analyse d’échantillons conservés (126). Cependant,
cette technique est difficile a mettre en place, a un co(t élevé et nécessite un temps technique long.

Enfin, le taux de cellules leucémiques résiduelles peut étre évalué grace aux techniques de séquencage
nouvelle génération (NGS). Dans un premier temps, le géne IGVH du clone leucémique du patient est
séquencé sur un échantillon prélevé avant traitement. Cette étape permet lidentification de
mutations spécifiques du patient analysé. Sur I’échantillon biologique prélevé apres traitement, une
premiére étape d’amplification des segments de gene IGVH est effectuée. Le séquencage permet
ensuite d’évaluer quantitativement la fraction de cellules portant les mutations identifiées
préalablement. Une cellule leucémique sur un million peut étre détectée avec cette méthode (126).

Les principes, avantages et inconvénients de ces techniques sont résumés dans le tableau 5..

Tableau 5 - Caractéristiques des différentes méthodes d'évaluation de la MRD

Cytométrie en flux PCR quantitative en temps réel Next Generation Sequencing

Séquencage des genes IGVH du

e . Identification de mutations
clone leucémique du patient

Détection d'antigénes de surface . . . spécifiques du patient dans un
NN . --> design d'oligonucléotides , . .
grace a une combinaison . . échantillon avant traitement
L. o ] spécifiques pour cette région pour N . L
Principe d'anticorps qui permet de --> Aprés traitement, amplification

s . chaque patient TR .
différencier les cellules normales o . du gene étudié et séquencage
--> Amplification ADN aprés

des cellules leucémiques R --> mesure de la fraction de cellules
traitement permettant de

- . portant les mutations identifiées
quantifier les cellules malignes

Sensibilité 10-4 10-4 - 10-5 <10-5

Présence de cellules B normales . X
. Hypermutations somatiques . .
Facteurs limitants trop nombreuses Hypermutations somatiques

Perte du gene cible
Qualité des anticorps &

Détection simultanée de plusieurs

Disponible dans de nombreux Stabilité des échantillons pour cette mutations
laboratoires technique Stabilité des échantillons pour cette
Avantages Résultats rapides Sensibilité élevée technique, possible sur échantillons
Ne nécessite pas d'échantillon Peu d'interférences avec les cellules conservés
avant traitement B normales Ne nécessite pas de primers

spécifiques de chaque patient

Necessité d'avoir un prélevement

- I avant traitement .
Inconvénients Perte de sensibilité sur les Colit levé avant traitement
R ) o(t élevé N
prélevements hypocellulaires . Co(t élevé
Temps technique long

Nécessite des échantillons frais, Necessité d'avoir un prélevement
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1.3.3. Impact de la présence de cellules leucémiques résiduelles sur I'’évolution des

patients

L'obtention d’une rémission profonde est conditionnée par les traitements et les stratégies utilisées.
Les chimiothérapies incluant un anticorps monoclonal anti-CD20 sont les traitements permettant la
meilleure réponse et la plus durable. Le traitement des patients par inhibiteurs de la signalisation du
BCR permet une diminution rapide et importante des adénopathies et une amélioration des
cytopénies. Cependant, la majorité des patients traités avec ces nouvelles thérapeutiques restent en

réponse partielle et I'obtention d’une réponse complete avec une MRD négative est tres rare.

Plusieurs études ont démontré la valeur pronostique indépendante de la MRD en termes de survie
globale et de survie sans progression, aprés divers traitements (y compris allogreffe) et avec
différentes stratégies d’analyse de la MRD (126).

L’étude de Kwok et al. s’est intéressée de fagon rétrospective a 133 patients ayant atteint une réponse
compléte ou partielle apres traitement. Une MRD négative était corrélée chez ces malades a une survie
globale et une survie sans traitement plus longues indépendamment du type de traitement et des
anomalies cytogénétiques présentes initialement. Le pourcentage de survie sans progression a 10 ans
était de 65% pour les patients MRD- contre 10% pour les patients MRD+. La survie globale était de 70%
chez les malades MRD- contre 30% chez les patients MRD+. Le temps de survie sans progression et la
survie globale étaient respectivement de 7,6 et 10,6 ans pour les patients avec une MRD inférieure a
0,01%, de 3,3 et 5,3 ans pour les patients avec une MRD entre 0,01 et 1% et de 2 et 3,6 ans pour ceux

avec une MRD supérieure a 1% (127).

Dans I’étude CLLS, la survie sans progression des patients MRD- était la méme que les patients soient
en réponse compléte ou en réponse partielle. Par contre, la survie sans progression était plus longue
pour les patients en réponse partielle ayant une MRD- que pour les patients en réponse compléte mais

MRD+ (128).

Une association claire entre le taux résiduel de cellules leucémiques et le temps de survie sans
progression a donc été montrée. Dans I'étude de Kovacs et al., 29,1% des patients ayant une MRD
négative apres traitement étaient en réponse partielle. Ceci était di dans 48,4% des cas a une
splénomégalie et dans 15,5% des cas a des adénopathies. Les patients présentant une splénomégalie
avaient une survie sans progression identique aux patients ayant atteint le stade de réponse compléte.

Par contre, les patients conservant des adénopathies avaient une survie sans progression plus courte
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(129). Cette observation montre le point faible de I’évaluation de la MRD, qui n’évalue pas la

persistance de la maladie au niveau ganglionnaire.

1.3.4. Impact de I'évaluation de la MRD sur les pratiques cliniques

Le développement des techniques de détection de la maladie résiduelle pour évaluer la réponse aux
traitements et I'analyse de I'impact de celle-ci sur la survie souléve de nouvelles possibilités quant a la
prise en charge du patient. Celle-ci pourrait notamment étre adaptée a au résultat de la MRD obtenue
apres traitement. Plusieurs possibilités ont été évoquées :

- Encas de MRD positive, une escalade de traitement pourrait étre envisagée pour améliorer la
profondeur de la rémission : ajout d’un traitement avec un mode d’action différent de celui
utilisé jusqu’a présent ? Phase de consolidation ? Maintien du traitement actuel ?

- En cas de MRD négative, au contraire, une désescalade pourrait étre proposée. Ceci
permettrait une diminution de la toxicité, une diminution du co(t du traitement, une
amélioration de la qualité de vie des patients ainsi qu’une diminution de I'apparition de

résistances.

Plusieurs études sont en cours afin d’évaluer I'impact de ces pratiques sur la survie des patients.
L’étude de Bottcher et al. a montré, pour des patients traités par RFC, que I'arrét du traitement apres
3 cycles en cas de MRD négative n’avait pas d’impact sur la survie sans progression par rapport aux
patients avec une MRD négative aprés 6 cycles (130). Cette observation a été confirmée dans I'étude
de Thompson et al. pour les patients présentant un statut non muté des génes IGVH (131).

Varghese et al. ont proposé d’instaurer un traitement de consolidation par alemtuzumab chez les
patients ayant une MRD positive apres traitement (132). A la fin de cette consolidation, 83% des
patients avaient une MRD négative dans le sang et la moelle osseuse. Six mois plus tard, 38% gardaient
ce statut. Le pourcentage de survie sans progression a 5 ans pour les patients MRD- a 6 mois était plus
élevé que pour les patients MRD+ (78% vs 39%). Il en était de méme pour la survie globale a 5 ans (89%
vs 64%). Cependant, de nombreux effets indésirables notables ont été notés durant la phase de

consolidation, touchant 36% des patients.

Des études supplémentaires sont par conséquent nécessaires pour confirmer l'intérét et I'impact de

telles pratiques.
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1.3.5. Place de la MRD dans la prise en charge des patients

En conclusion, I'évaluation de la maladie résiduelle permet une détermination plus précise de la
profondeur de la rémission. Des stratégies de prise en charge adaptées aux résultats de la MRD
pourraient voir le jour dans les années a venir. Cependant, I'évaluation de la MRD nécessite des
techniques sophistiquées, coliteuses et demande un temps d’analyse relativement long. En
conséquence, cette évaluation est pour l'instant réservée aux laboratoires spécialisés et n’est

recommandée que pour les patients inclus dans des essais cliniques.
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2. Les chaines légeéres libres sériques

2.1. Définition

Les immunoglobulines sont sécrétées par les plasmocytes ainsi que par d’autres cellules de la lignée B
(cellules lymphoplasmocytaires, lymphocytes naifs, activés et mémoires). Une immunoglobuline est
composée de deux chaines lourdes et de deux chaines légeres liées entre elles de maniere covalente
par des ponts disulfures. Les deux chaines lourdes et les deux chaines légéres sont respectivement
identiques entre elles. Chacune de ces chaines est caractérisée par une région variable (site de liaison
a I'antigéne) et par une région constante. Il existe deux types de chaines légeres, kappa et lambda, qui

different par leur région constante.

Lors de la synthese d’une immunoglobuline normale par les cellules, les chaines légéres sont produites
en exces (40% de plus) par rapport a la chaine lourde, de fagon a permettre une conformation correcte
de I'immunoglobuline complete (133,134). On retrouve donc dans le sérum un excés de chaines
légéres dites « libres ». La proportion de chaines lambda et kappa produites se situe dans un rapport

de 1 pour 2.

Le rein est responsable de I’élimination plasmatique des chaines légeres libres (CLL) par un mécanisme
de filtration glomérulaire d’autant plus rapide que le poids moléculaire (PM) de la protéine est faible
(PM « = 25 kDa, PM A = 50 kDa). Les chaines légéres libres k sont donc filtrées par le glomérule trois
fois plus vite que les chaines légeres A. Les CLL sont ensuite réabsorbées et catabolisées au niveau du
tubule proximal (135). Au total, une quantité faible de chaines légeres libres est éliminée dans les
urines. Les concentrations sériques normales des CLL k et A sont respectivement de 3,3 a 19,4 mg/L et

de 5,7 a 26,3 mg/L (136).

Une production augmentée de chaines légéres libres peut étre observée lors d’infections chroniques
ou de maladies auto-immunes, par augmentation du nombre de plasmocytes sécréteurs
d’immunoglobulines, a I'origine d’une hypergammaglobulinémie polyclonale. Le rapport k/A sera dans
ce cas normal, compris entre 0,26 et 1,65. Une augmentation polyclonale des chaines légeres libres
peut également étre observée au cours d’une insuffisance rénale du fait d’'une diminution de leur
élimination. Les normes du ratio k/A sont légérement différentes dans le cadre d’une insuffisance

rénale : 0,3 a 3,3.
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Au cours d’hémopathies lymphoides, une chaine Iégére libre monoclonale peut s’accumuler dans le
sang, en raison d’une production excessive. Un isotype de chaine légére sera alors majoritairement
retrouvé dans le sérum : le rapport x/A sera déséquilibré. En I'absence d’atteinte rénale, les
concentrations sériques des CLL correspondent donc dans ce cas a la production de chaines légéres
libres par les lymphocytes B c’est-a-dire a I’activité tumorale (137).

Cependant, dés lors que la synthése de CLL excéde 10 a 30 g/j (dans le cas du myélome multiple), les
capacités de réabsorption tubulaire sont dépassées et le taux urinaire de chaines légéres libres
s’accroit rapidement. De plus, les chaines légéres libres peuvent précipiter dans les tubules distaux
entrainant peu a peu la mort des néphrons a I'origine d’une diminution de la filtration glomérulaire,
elle-méme responsable d’une élévation de la demi-vie plasmatique des chaines légeres libres. Ainsi, le
taux sérique de chaines légeres libres reflete non seulement I’activité tumorale mais aussi leur défaut

d’élimination rénale (138).

2.2. Technique de détection/quantification

La recherche d’un exces de chaines |égeres libres peut étre effectuée par électrophorése des protéines.
Cette technique permet la mise en évidence de la sécrétion d’'une immunoglobuline monoclonale dans
le sérum du patient. Toutefois, dans le cadre d’'une recherche de chaines légeres libres, cette technique
est fréquemment mise en défaut du fait du faible taux de celles-ci (souvent inférieur a 2 g/L), de leur
caractéristique de migration (elles peuvent migrer des a-globulines aux y-globulines) et de leur
capacité a lier d’autres protéines. Lorsqu’elles sont détectées, la quantification des chaines légeres
libres (sériques ou urinaires) peut se faire par densitométrie par intégration du pic lorsque celui-ci est

intégrable.

L'immunofixation (IF) est une technique plus sensible, permettant a la fois de caractériser (préciser
I'isotype de I'immunoglobuline entiere ou de la chaine légere libre) et de confirmer le caractere
monoclonal de I'anomalie décelée a I'électrophoréese. Pour caractériser le caractére « libre » des
chaines légeres, il est indispensable de réaliser I'lIF avec un sérum immun capable de réagir avec les
chaines légéres totales « liées et libres » et avec un autre sérum immun capable de ne réagir qu’avec
les chaines légeres libres (le sérum immun réagit alors avec un épitope qui n’est accessible que lorsque

la chaine légere est libre).

Depuis le début des années 2000, un nouvel outil de dosage des CLL a été développé : le dosage

néphélémétrique ou turbidimétrique. Ce dosage utilise un réactif composé d’anticorps polyclonaux
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monospécifiques anti-CLL k et anti-CLL A. Ces anticorps vont reconnaitre un épitope qui n’est accessible
gue si les chaines légéres sont libres et qui est masqué si la chaine légére est associée a une chaine
lourde (Figure 6). La sensibilité du dosage sérique est excellente : 1,5 mg/L pour les chaines légéres
libres k et 3 mg/L pour les chaines légéres libres A (Tableau 6). Le caractére monoclonal d’un isotype
de chaine légére pourra alors étre suspecté si le ratio k/A est fortement déséquilibré. Toutefois, seule
une technique qualitative telle que I'lF pourra réellement affirmer la monoclonalité.

Il est a noter qu’une importante augmentation des chaines légeres libres polyclonales (par exemple au
cours d’une insuffisance rénale, de maladies auto-immunes, de maladies inflammatoires chroniques...)

peut masquer la présence de chaines légéres libres monoclonales présentes a taux faible.

Figure 6 - Sites de reconnaissance d'une chaine Iégére libre lors de la technique turbidimétrique ou

néphélémétrique

Tableau 6 - Sensibilité des techniques pour la détection des chaines Iégéres libres sériques

Techniques Sensibilité (mg/L)
Electrophorese des protéines 500 - 2000
Immunofixation 150 - 500
Dosage néphélémétrique/turbidimétrique 2-3
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2.3. Utilisation en pratique clinique

Le dosage des chaines légeres libres sériques est utilisé principalement dans les gammapathies
monoclonales. Ces proliférations plasmocytaires malignes correspondent a I’expansion monoclonale
de plasmocytes sécrétant une immunoglobuline monoclonale. Par conséquent, une production accrue
de chaines légeres libres est observée dans ces pathologies. L'intérét clinique du dosage des chaines

légéres libres dans ces pathologies est triple : diagnostique, pronostique et pour le suivi de la maladie :

- Lorsqu’une gammapathie monoclonale est suspectée, le dépistage se fait par électrophorese,
IF et dosage des CLL. La valeur prédictive négative d’un rapport k/A normal est de 98%. La
sensibilité du dosage immunonéphélémétrique des CLL a permis une amélioration de la
détection des myélomes « non sécrétants » (139).

- Le dosage des CLL sériques est utilisé en tant que marqueur pronostique, au diagnostic, chez
les patients atteints de myélome, de plasmocytome ou de MGUS. Des scores, prenant en
compte les résultats de dosage des chaines légéres libres, et en particulier le rapport k/A,
permettent de prédire I'évolution des patients atteints de ces pathologies (140). Chez les
patients atteints d’amylose AL, des taux élevés de CLL sont associés a une surmortalité.

- Pour le suivi des myélomes et des amyloses AL : la demi-vie des chaines légéres libres étant

trés courte, la réponse sérique des CLL au traitement est trés rapide.

L'intérét du dosage des CLL dans les autres hémopathies lymphoides a été relativement peu exploré.
Cependant, plusieurs études ont montré un déséquilibre dans la production des chaines légeres libres
sériques dans la leucémie lymphoide chronique et dans certains lymphomes non hodgkiniens (137).

Quelques études ont également montré le potentiel pronostique du dosage des chaines légeres libres

sériques dans la leucémie lymphoide chronique. Les résultats observés varient selon les publications.

Pratt et al., en 2008, ont dosé les chaines légéres libres sériques chez 259 patients atteints de LLC, dont
181 étaient non traités. Un ratio k/A anormal était retrouvé dans 39% des cas. Lorsque I’ensemble des
patients était analysé, cette anomalie était associée a une survie globale réduite (p = 0,002) ainsi qu’a
une médiane de survie sans traitement plus courte (p = 0,001). Cependant, la différence observée si
les patients non traités étaient considérés séparément n’était pas significative (p = 0,18). Les patients
atteints avec un ratio k/A anormal étaient significativement plus susceptibles d'avoir un statut non
muté des génes IGVH, une positivité de ZAP-70, un temps de doublement de lymphocytes inférieur a

12 mois et une B2-microglobuline élevée (141).
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Dans une étude transversale impliquant 84 patients atteints de LLC, Perdigao et al. ont montré une
corrélation entre un ratio /A anormal, des survies sans traitement et globale plus courtes, ainsi
gu’avec le statut non muté des genes IGVH.

Une autre étude, prospective, publiée par Maurer et al. en 2014, a montré une association entre une
anomalie du dosage des chaines légéres libres quelle qu’elle soit (observée chez 49% des patients)
avec un temps de survie sans traitement raccourci (Figure 7) (142).

Yegin et al. ont étudié I'impact du dosage des chaines légeres libres sériques sur le pronostic de la LLC
chez 101 patients atteints de la maladie. 54,5% des patients présentaient des taux élevés de CLL et
29,7% un ratio k/A anormal. Dans cette étude, les médianes de survie globale et de survie sans
traitement étaient plus courtes chez les patients avec des taux de CLL élevés (respectivement p=0,01
et p=0,02). Un ratio k/A anormal était également associé a une survie globale raccourcie (143).
Morabito et al., en 2011, ont mis en évidence une association entre un ratio de chaines légéres libres
anormal, une durée de survie sans traitement plus courte et la présence de nombreux facteurs
pronostiques péjoratifs tels que le stade, I'expression de CD38 et ZAP-70, et les mutations IGVH. Au-
dela d’un seuil établia 60,6 mg/L, lasomme des chaines légéres libres kappa et lambda était également
associée a un temps de survie sans traitement raccourci. De plus, ce parametre était associé a la
présence d’autres facteurs pronostiques péjoratifs et notamment des facteurs de risque

cytogénétiques (144).
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Figure 7 - Survie sans traitement et survie globale selon la présence d'anomalies du dosage des chaines

Iégéres libres sériques. Maurer et al. (142)
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3. Problématique et objectifs

En conclusion, la leucémie lymphoide chronique est une hémopathie fréquente avec une évolution
trés hétérogéne selon les patients, notamment pour ceux diagnostiqués en stade précoce. De
nombreux facteurs pronostiques ont été étudiés pour évaluer la survie des patients atteints de la
maladie. Cependant, en pratique, en raison des difficultés des techniques de dosage, de leur colt et
de I'absence de standardisation au niveau technique ou interprétatif, I'utilisation de ces marqueurs

n’est pas réalisée en routine et reste souvent réservée aux patients inclus dans des essais cliniques.

Plusieurs études ont montré le potentiel impact pronostic des dosages des chaines légéeres libres
sériques dans la LLC. Nous nous proposons, avec cette étude, d’évaluer I'intérét de ces marqueurs chez

des patients au diagnostic et au cours du suivi de la maladie.

Les objectifs de cette étude sont :

- D’évaluer la valeur pronostique des taux de chaines légeres libres sériques ainsi que des
parameétres en découlant (ratio k/A, somme k+A) au moment de la prise en charge initiale des
patients,

- De déterminer la relation entre ces marqueurs et les autres facteurs pronostiques
défavorables déja décrits tels que le stade de la maladie, les anomalies cytogénétiques,
I’expression de ZAP-70 et du CD38, ou encore les dosages de [32-microglobuline, de CD23s et
de thymidine kinase sérique.

- D’évaluer I'intérét du dosage des chaines légéeres libres sériques dans le suivi de la maladie en

étudiant la relation entre celles-ci et la maladie résiduelle.
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1.

Matériels et méthodes

Patients

Sur la période d’octobre 2007 a décembre 2016, un dosage des chaines légeres libres sériques a été

réalisé pour 267 patients suivis a 'institut Bergonié pour une leucémie lymphoide chronique ou un

lymphome lymphocytique. Une analyse des données de ces patients au diagnostic et au cours du suivi

de la maladie a été effectuée.

2.

Recueil de données

Les données démographiques (age, sexe) ainsi que les données médicales des patients ont été

recueillies a partir des courriers d’hospitalisation grace au logiciel Hopital Manager. Les données

biologiques ont été extraites du logiciel Hexalis (systeme informatique du laboratoire). Ont été retenus

pour la base de données :

La date du diagnostic,

Les traitements recgus, leur date, la réponse observée,

La date de dernier suivi,

L’évolution a long terme,

Les dosages de chaines légéres libres sériques,

La présence ou non d’une insuffisance rénale,

Les caractéristiques immunophénotypiques des lymphocytes sanguins au diagnostic,
Les points de suivi de la maladie résiduelle,

Les données cytogénétiques au diagnostic ou a la rechute,

Les dosages de 32-microglobuline,

L’électrophorese des protéines sériques et la présence ou non d’'une immunoglobuline
monoclonale,

L’expression de CD38,

L’expression de ZAP-70,

Les dosages de sTK,

Les dosages de CD23s.

Le calcul du temps de survie sans traitement a été mesuré entre la date du bilan initial et la date

d’instauration du traitement ou de fin de suivi si aucun traitement n’avait été administré a cette date.
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L'introduction d’un traitement de I'hémopathie avait été décidée de facon collégiale, selon les

recommandations de I'IWCLL.

3. Marqueurs biologiques

3.1. Dosage de chaines légéres libres sériques

La mesure du taux de chaines légeres libres sériques k et A a été effectuée par technique
turbidimétriqgue sur module c501 de l'automate Cobas® c6000 (Roche Diagnostic), selon les
recommandations du fournisseur de réactif (coffret Freelite®, The Binding Site). Les dosages ont été
réalisés sur sérum, obtenu apres centrifugation de sang prélevé sur tube sec.

La technique consiste a mettre en présence I'échantillon a doser avec une solution d’anticorps anti-
CLL k¥ ou A. Un faisceau de lumiére traverse la cuvette réactionnelle et la diffusion de la lumiére
augmente au cours de la formation des complexes immuns insolubles. L’anticorps est introduit en
excés de facon a ce que la quantité de complexes immuns formée soit proportionnelle a la
concentration d’antigéne. Cette technique nécessite une calibration préalable, effectuée grace a des
solutions dont la concentration en antigéne est connue.

Les valeurs normales utilisées pour I'analyse étaient celles préconisées par le fournisseur, pour k de
3,3 a 19,4 mg/L, pour A de 5,7 a 26,3 mg/L, et pour le rapport k/A de 0,26 a 1,65 sans insuffisance
rénale et de 0,3 a 3,3 avec insuffisance rénale (clairance de la créatinine calculée par la formule MDRD

inférieure a 60 mL/min).

3.2. Cytométrie en flux : diagnostic, évaluation de la MRD, expression de CD38 et ZAP-70

Le principe de lI'immunophénotypage par cytométrie en flux consiste a déterminer la présence
d’antigénes cellulaires a I'aide d’anticorps monoclonaux couplés a des molécules fluorescentes. Les
cellules en suspension sont injectées dans une buse qui permet le passage cellule a cellule devant un
ou plusieurs faisceaux laser. Ces derniers vont exciter les molécules fluorescentes qui vont émettre

une lumiere détectée selon sa longueur d’onde.

Cent microlitres d’une suspension cellulaire contenant environ 500 000 leucocytes dilués dans du
Facsflow (BD-Biosciences, ref. 342003) ont été déposés par tube. La suspension cellulaire était mise en
contact pendant quinze minutes a I'obscurité avec les anticorps monoclonaux couplés a des

fluorochromes requis (BD-Biosciences, Beckman-Coulter et DAKO). Les hématies ont été lysées par
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ajout d’1 mL de Versalyse (Beckman-Coulter, ref. A09777). Aprés dix minutes d’incubation
supplémentaire a I'obscurité, les tubes étaient passés sur le cytometre.

Pour la détermination des chaines légeres ou lourdes des immunoglobulines de surface, le sang était
lavé 2 fois dans du Facsflow avant incubation avec les anticorps.

L'étude a été réalisée sur le cytometre en flux Beckman-Coulter Navios®, et l'interprétation des

données sur le logiciel CXP Cytometer® (Beckman-Coulter).

La cytométrie en flux a permis le diagnostic de LLC chez les patients grace aux panels d’anticorps
couplés aux fluorochromes suivants :
- Tube 1 : CD45-KO, CD3-PB, CD19-AA750, CD56-AA700, CD79b-APC, CD5-PC7, CD14-PC5.5,
CD4-ECD, CD23-PE et enfin CD8-FITC
- Tube 2 : CD45-KO, FMC7-PB, CD19-AA750, CD3-APC, CD5-PC5.5, CD20-ECD, Kappa-FITC,
Lambda-PE
Un autre mix d’anticorps a permis une orientation au moment du diagnostic (expression d’autres
marqueurs non inclus dans le score de Matutes), I’évaluation de I'expression du CD38, et I'évaluation
de la MRD au cours du suivi des patients. Ce panel comprenait les couples anticorps-fluorochromes
suivants : CD45-KO, CD3-PB, CD19-AA750, CD22-AA700, CD79b-APC, CD200-PC7, CD5-PC5.5, CD38-
ECD, CD43-PE, CD81-FITC.
Un cut-off de 30% de cellules positives a été choisi dans cette étude pour discriminer les LLC CD38+ de
celles CD38-.
Enfin, la CMF a permis de déterminer I'expression de ZAP-70 au diagnostic grace au panel d’anticorps
suivant : CD45-KO, CD5-APC, CD19-PC7, ZAP-70-PE. Un cut-off de 20% de cellules positives a été retenu

pour I'analyse.

3.3. FISH

L’hybridation in situ par fluorescence est une technique de cytogénétique permettant de détecter la
présence d’altérations chromosomiques au sein de cellules fixées sur lame, grace a des sondes

couplées a un marqueur fluorescent.

Dans un premier temps, un pré-traitement des cellules avec du formaldéhyde a 3,7% durant 2 minutes
a permis la perméabilisation des membranes des cellules et la fixation. Le formaldéhyde était ensuite
éliminé par lavage dans un tampon. Des sondes d’intérét double brin directement marquées par un
fluorochrome étaient ensuite appliquées sur la lame. Des sondes (Abott®) ciblant les genes suivants

ont été utilisées : TP53 (Vysis LSI p53 (17p13.1) pour la détection de la del(17p), RB (Vysis LSI 13 (RB1))
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pour la détection de la del(13q), ATM (Vysis LSI ATM 11q22.3) pour la détection de la del(11qg), et le
centromere du chromosome 12 (CEP12) (Vysis LSI CEP12) pour la détection de la trisomie 12. Les trois

eme

premiéres sondes ont été utilisées diluées au 1/20°™. La sonde CEP12 a été utilisée diluée au %. 10 L
de sonde étaient appliqués sur une surface de 25 mm grace a une lamelle ronde. L’ensemble lame et

lamelle était ensuite scellé.

Les lames préparées étaient déposées dans I'Hybridizer (Dako ®) et subissaient les programmes de

dénaturation et d’hybridation suivants :

- Sondes TP53, RB, ATM : dénaturation a 73°C pendant 3 minutes puis hybridation a 37°C durant
24 3 48h

- Sonde CEP12 : dénaturation a 73°C pendant 3 minutes puis hybridation a 42°C durant 24 a
48h.

A l'issue de cette phase, un lavage stringent a 65°C pendant 8 minutes a permis d’éliminer les sondes
non liées et le marquage non spécifique. Les lames étaient ensuite plongées dans un tampon de lavage
2 fois pendant 3 minutes. Pour chaque lame, 10 puL de DAPI étaient déposés grace a une lamelle. La

lecture était effectuée sur un microscope a épifluorescence apres 15 minutes minimum.

3.4. Autres dosages

La B2-microglobuline a été dosée par méthode immunoturbidimétrique sur 'automate Cobas® 6000
(Roche Diagnostics), conformément aux recommandations du fournisseur. Dans cette étude, un taux
de B2-microglobuline supérieur a 2,4 mg/L a été considéré comme anormal.

La mesure du CD23 soluble a été effectuée par technique ELISA (Human soluble CD23 ELISA Kit,
Invitrogen). Selon les recommandations du fournisseur, un CD23 soluble supérieur a 3,3 U/mL était
considéré comme anormal. Cependant, en raison de la positivité de 54 dosages sur 55 et de la grande
variabilité des seuils considérés dans les études, un nouveau cut-off a été calculé grace a une courbe
ROC. Un seuil a 73 U/mL permettait de différencier les patients traités des non traités avec le meilleur
rapport sensibilité/spécificité.

Les taux de thymidine kinase sérique ont été mesurés par méthode immunologique sur I'automate
Liaison® (Diasorin). Conformément aux recommandations du fournisseur, un taux de sTK supérieur a
7,5 U/L était considéré comme anormal.

L’électrophorese des protéines sériques a été effectuée sur Minicap® (Sebia) et a permis de déterminer

le taux de gammaglobulines.
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4. Données statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées sur les logiciels GraphPad Prism v7 et IBM SPSS Statistics. Le
test de Mann-Whitney a été utilisé pour comparer les variables quantitatives. La comparaison des
proportions a été réalisée en utilisant le test exact de Fisher. La réalisation d’une courbe ROC a permis
de déterminer le seuil de la somme k+\ permettant de discriminer les patients traités des patients non
traités a la fin du suivi. L’analyse des temps de survie sans traitement a été effectuée en utilisant la
méthode de Kaplan-Meier. Le test du log-rank a permis de calculer la significativité de I'association
entre les variables et la survie. L'impact pronostique a également été évalué grace a des analyses
univariées et multivariées avec le modele de régression de Cox. Les résultats ont été exprimés en
utilisant le Hazard Ratio (HR) et l'intervalle de confiance (IC) a 95% de celui-ci. Une valeur de p
inférieure ou égale a 0,05 était considérée comme significative pour I'ensemble des calculs

statistiques.
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IIl. Résultats

1. Etude de I'impact pronostique du dosage de chaines légéres libres sériques au

diagnostic

1.1. Caractéristiques cliniques et biologiques des patients analysés

Les dosages de chaines légéres libres ont été effectués chez 192 patients au moment de la prise en
charge initiale de leur LLC. Le tableau 7 résume les caractéristiques cliniques et biologiques de ce

groupe de malades. Les 192 patients étudiés étaient naifs de tout traitement pour leur hémopathie.

La médiane d’age des patients étudiés était de 67 ans. Le ratio H/F était environ de 1,1. La grande

majorité des malades était diagnostiquée au stade A de la classification de Binet (78,1%).
A la fin de I’étude et avec une médiane de suivi de 2 ans et demi, 74 patients (38,5%) avaient recu un

traitement et 9 malades étaient décédés. Les analyses de survie globale n’ont pas pu étre effectuées

du fait de ce faible taux de mortalité.
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Tableau 7 - Principales caractéristiques cliniques et biologiques de patients étudiés au diagnostic

Parametre Nombre de patients Pourcentage
Age
Médiane 67 ans
Minimum-maximum 34 - 86
Temps de suivi
Médiane 30 mois
Minimum-maximum 0-107
Traitement
Patients traités (ultérieurement) 74 38,5%
Sexe 192
Femme 92 47,9%
Homme 100 52,1%
Stade selon Binet 192
A 150 78,10%
B 34 17,70%
C 8 4,20%
FISH 167
Anormale 104 62,3%
Délétion 13q 74 43,5%
Trisomie 12 29 17,3%
Délétion 11q 18 10,5%
Délétion 17p 12 6,9%
B2-microglobuline 118
Normale 70 59,3%
Augmentée 48 40,7%
TK sérique 52
Normale 20 38,5%
Augmentée 32 61,5%
CD23 soluble 55
Normal 36 65,5%
Augmenté 19 34,5%
Expression de ZAP-70 77
Négative 47 61,0%
Positive 30 39,0%
Expression de CD38 186
Négative 170 91,4%
Positive 16 8,6%
Taux de lymphocytes
Moyenne 23,5 G/L
Minimum-maximum 0,94 - 294 G/L
Electrophorése
Hypogammaglobulinémie <6g/L 19/91 20,9%
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1.2. Répartition des anomalies de dosage de chaines légéres libres sériques au diagnostic

de la maladie

L’évaluation du taux de chaines légeres libres a été effectuée au diagnostic pour les 192 patients. Chez
les patients présentant une insuffisance rénale (clairance de la créatinine selon la formule MDRD
inférieure a 60 mL/min), les normes du ratio kappa/lambda ont été ajustées conformément aux

recommandations du fournisseur (0,3 — 3,3).

Le tableau 8 résume les caractéristiques des dosages de chaines légéres libres sériques des patients

étudiés, selon la survenue ultérieure d’un traitement ou non.

Tableau 8 - Anomalies de dosage des chaines Iégéres libres sériques selon l'instauration ultérieure ou

non d'un traitement

Parametre Tous Patients traités (74) Patients non traités
(118)
Taux de chaine légeére libre
Médiane (mg/L) 14,41 18,80 13,41
Minimum-maximum 1,1-196,62 1,1-196,62 5,72 - 107,57
Nombre augmenté 59 35 24
Nombre diminué 2 2 0
Taux de chaine légére libre A
Médiane (mg/L) 12,00 14,30 11,50
Minimum-maximum 1,63 - 200,8 1,63 - 200,8 2,51-47,35
Nombre augmenté 19 15
Nombre diminué 6 4 2
Ratio x/A
Médiane 1,20 1,41 1,17
Minimum-maximum 0,034 - 44,15 0,034 - 44,15 0,38-16,83
Nombre augmenté 58 33 25
Nombre diminué 7 7 0
Somme K+A
Médiane (mg/L) 29,15 39,54 25,96
Minimum-maximum 11,55-215,52 11,55-215,52 13,06-113,96
Nombre augmenté 55 40 15
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Différentes anomalies ont pu étre observées :

Elévation monoclonale (k et/ou A élevé avec ratio anormal) : 50 patients (26,0%)

0 Elévation du taux d’une CLL avec rapport anormal : 47 patients (24,5%)

O Elévation du taux des 2 CLL avec ratio anormal : 3 patients (1,55%)

Elévation polyclonale des CLL (k et/ou A élevé avec ratio normal) : 22 patients (11,5%)
O Elévation du taux d’une CLL avec rapport normal : 19 patients (9,9%)
O Elévation du taux des 2 CLL avec ratio normal : 3 patients (1,55%)

- Anomalie du ratio isolée : 15 patients (7,8%)

- Sans anomalie de dosage des CLL : 105 patients (54,7%)

Au diagnostic, 65 patients présentaient une anomalie du ratio k/A (33,8%), 58 avec un rapport
augmenté et 7 avec un ratio diminué, traduisant respectivement une surproduction de CLL x et A.

Parmi les 58 patients avec un ratio élevé, 48 présentaient une monotypie k a I'immunophénotypage
sanguin, 4 une anomalie A et aucune expression des chaines légéres n’était détectée en cytométrie
pour 4 autres. Pour les patients présentant un ratio k/A diminué, la présence d’une monotypie A a
I'immunophénotypage était observée dans 6 cas sur 7, aucune expression des chaines légeres n’étant
détectée en cytométrie pour le dernier patient. Le pourcentage de non concordance entre I'anomalie
présente sur le ratio k/A et la monotypie observée a 'immunophénotypage était par conséquent de
6,5%. Parmi les 4 cas discordants, un seul patient avec un rapport augmenté présentait un pic IgG x a
I’électrophorese. Aucun de ces patients ne présentait d’insuffisance rénale. Les 4 patients avec un

discordance présentaient également un taux élevé de chaine légere libre sérique x.

A la fin de I’étude, un traitement avait été instauré chez :
- 68% des patients présentant une élévation monoclonale des CLL au diagnostic,
- 55% de ceux présentant une élévation polyclonale,
- 46,7% des malades avec une anomalie isolée du ratio,

- 21% de ceux sans anomalie des dosages de CLL.

Les temps médians de survie sans traitement étaient respectivement de :
- 3 mois pour les patients avec une élévation monoclonale
- 14 mois pour ceux avec une élévation polyclonale des CLL
- 28 mois pour les malades avec une anomalie du ratio isolée
La médiane de survie sans traitement n’était pas atteinte pour les patients sans anomalie de dosage

des CLL.
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Les temps de survie sans traitement des patients sans anomalie étaient plus longs que pour les malades
présentant 'une des trois anomalies décrites (respectivement p < 0,0001, p < 0,0001 et p = 0,0015).
En revanche, il n’existait pas de différence significative entre les temps de survie sans traitement des

patients présentant des anomalies des dosages de chaines légeres (p > 0,05, Figure 8).

Figure 8 - Temps de survie sans traitement selon la présence d'anomalies de dosage des chaines légéres

libres sériques
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1.3. Analyse de la valeur pronostique du ratio k/A et de la somme k + A

1.3.1. Survie sans traitement des patients selon la présence d’une anomalie du ratio /A

Un déséquilibre du ratio x/A traduit I'accumulation dans le sérum d’un type de chaine légere libre
pouvant étre consécutive a I'accumulation d’un clone de lymphocytes B. Un rapport k/A anormal peut
donc refléter I'activité tumorale de la maladie. Nous avons donc souhaité analyser la valeur
pronostique d’'une anomalie du ratio k/A au diagnostic, indépendamment de la présence d’une

anomalie des taux de chaines légéres k et A.

Les médianes du ratio k/\ des patients traités et non traités, respectivement de 1,41 et 1,17, n’étaient
pas statistiquement différentes (test de Mann-Whitney, p = 0,125). En effet, les anomalies de ce

rapport se situant de part et d’autre des valeurs normales, elles influent peu sur la médiane obtenue.

Avant la fin de I’étude, 61,5% des patients avec un ratio k/A anormal avaient recu un traitement contre
26,8% des patients avec un rapport k/A normal (p < 0,0001). Les patients présentant une anomalie du
rapport k/A avaient une médiane de survie sans traitement de 6 mois alors qu’elle n’était pas atteinte

pour les patients sans anomalie du ratio (p < 0,0001, Figure 9).

Cette différence était également retrouvée lorsque I'analyse portait uniquement sur les patients en
stade A (classification de Binet) : pour les patients avec un ratio k/A anormal et ceux présentant un
ratio normal, les médianes de survie étaient respectivement de 28 mois et non atteinte (p < 0,001,
Figure 10). Pour ces malades, les taux de traitement en fin d’étude étaient de 33,3% pour un ratio

anormal et de 18,4% pour un ratio normal (p = 0,0682).
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Figure 9 - Survie sans traitement des patients présentant ou non une anomalie du ratio chez tous les

patients au diagnostic

Figure 10 - Survie sans traitement des patients présentant ou non une anomalie du ratio, chez les

patients en stade A

Dans le but d’affiner I'analyse, les patients ont été divisés en 3 groupes : ratio anormal en faveur d’une
anomalie A (7 patients), ratio anormal en faveur d’une anomalie k (58 patients) et ratio normal (127
patients). Pour ces 3 groupes, les médianes de survie sans traitement étaient respectivement de 3
mois, 11 mois et non atteinte. Cependant, la différence observée entre les patients présentant une
surproduction de A par rapport a ceux présentant une surproduction de k n’était pas significative

(Figure 11).
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Figure 11 - Survie sans traitement selon la présence d'une anomalie en faveur d'une surproduction de

kappa ou lambda

1.3.2. Recherche d’une valeur seuil de k+A permettant de discriminer les patients traités

des patients non traités

Morabito et al. ont montré dans une étude publiée en 2011 l'intérét pronostique de la somme des
chaines légeéres libres k et A. Au-dela d’un seuil établi a 60,6 mg/L, ce marqueur était associé a un
mauvais pronostic et corrélé a d’autres facteurs pronostiques défavorables. Nous avons souhaité, dans

la continuité de cette publication, évaluer I'intérét pronostique de cette nouvelle variable.

Au sein de notre cohorte, la médiane de ce marqueur k+\ était de 29,15 mg/L (minimum : 11,55 mg/L,
maximum : 215,52 mg/L). De la méme facon que dans I'étude de Morabito et al., une valeur seuil
permettant de discriminer les patients traités des patients non traités a été déterminée. La courbe
ROC obtenue (aire sous la courbe : 0,74, p < 0,001) a permis de définir un seuil a 38,4 mg/L, discriminant
les patients avec un sensibilité de 54,1% et une spécificité de 87,3%. Au-dela de ce seuil, 15 patients
sur 55 étaient non traités (27,3%) ; 103 patients sur 137 (75,2%) n’avaient pas recu de traitement pour

une somme k+\ inférieure a 38,4 mg/L (p < 0,0001).
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1.3.3. Analyse des temps de survie sans traitement des patients présentant un taux de

K+A augmenté

Les taux de k+A étaient significativement supérieurs chez les patients traités pendant I’étude (39,54

mg/L) par rapport aux patients non traités (25,96 mg/L, p < 0,0001).

La médiane de survie sans traitement pour les patients avec un taux de k+A supérieur ou égal a 38,4
mg/L était de 4 mois alors qu’elle n’était pas atteinte pour les patients avec un taux inférieur a 38,4
mg/L (p < 0,0001, Figure 12).

Cette différence était également observée sur I'analyse des patients en stade A au diagnostic
(médianes de survie de 15 mois vs non atteinte pour x+\A = 38,4 mg/L et x+A <38,4 mg/L
respectivement, p < 0,0001, Figure 13). Pour ces mémes malades, le taux de traitement a la fin de
I’étude était de 16,9% pour ceux avec k+A<38,4 mg/L et de 46,2% pour ceux avec k+A > 38,4 mg/L (p
=0,003).

Figure 12 - Temps de survie sans traitement des patients présentant ou non une anomalie de k+A chez

tous les patients au diagnostic
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Figure 13 - Temps de survie sans traitement des patients présentant ou non une anomalie de k+A, chez

les patients en stade A

1.3.4. Etude de la relation entre le ratio k/A et la somme k+A

Les patients ont été divisés en 4 groupes selon les anomalies de dosage des chaines légeres libres
présentes (Figure 14) :

- x/A et k+A normaux (110 patients, 57,3%)

- k/A anormal et k+A normal (27 patients, 14,1 %)

- k/A normal et k+X anormal (17 patients, 8,9%)

- K/A et x+X anormaux (38 patients, 19,8%)
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60
38

40 27
17
20

K/A normal k/A anormal

K+A < 38,4 mg/L K+A = 38,4 mg/L

Figure 14 — Nombre de patients présentant des anomalies de la somme K+ selon le résultat du ratio

K/A
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Les médianes de survie sans traitement, pour ces 4 groupes, étaient respectivement non atteinte, de
28, 14 et 2 mois (p < 0,001,Figure 15). Il existait une différence significative entre les groupes « k/\ et
K+A normaux » et les trois autres groupes ainsi qu’entre les groupes « k/A et k+A anormaux » et « k/A
anormal et k+A normal » (p = 0,0199). La présence d’'une augmentation de la somme k+A semblait

donc étre de moins bon pronostic qu’une anomalie du ratio k/A.

Figure 15 - Survie sans traitement selon la présence d'anomalies de /A et K+
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1.4. Analyse des relations entre les anomalies de dosage des chaines légéres libres

sériques et les autres facteurs pronostiques

1.4.1. Etude de l'impact des facteurs pronostiques déja décrits sur la survie sans

traitement

Afin de comparer la valeur pronostique des chaines légeres libres a celle des autres marqueurs
péjoratifs précédemment décrits, nous avons dans un premier temps vérifié leur impact sur la survie

sans traitement chez les patients au diagnostic.

Les pourcentages de patients ayant recu un traitement étaient significativement plus élevés pour ceux
présentant au diagnostic : une maladie a un stade avancé, une anomalie cytogénétique de type
del(17p) ou del(11q) (cytogénétique défavorable) et trisomie 12 (cytogénétique intermédiaire), des
taux élevés de P2-microglobuline, thymidine kinase sérique ou CD23 soluble, une expression
significative de ZAP-70 (Tableau 9).

Chez les patients diagnostiqués en stade A, seule la présence d’une trisomie 12, d’un taux de CD23
soluble élevé ou d’une expression de ZAP-70 étaient associées a un taux de traitement plus élevé

(Tableau 9).
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Tableau 9 - Pourcentage de patients traités a la fin de I'étude selon les résultats des différents

facteurs pronostiques

Parametre Tous les patients Patients en stade A
Traités Non traités p Traités Non traités p
Nb (%) Nb (%) Nb (%) Nb (%)

Stade Binet
A 33(17,2) 117 (60,9) < 0,0001 / / /
B&C 41(21,3) 1(0,5)

Del(17p) ou del(11q)
Absence 52 (30,2) 91(52,9) 0,0122  24(18,3) 91(69,5) 0,1988
Présence 18 (16,9) 11 (6,4) 6 (4,6) 10 (7,6)

t12
Absence 47 (28,0) 92(54,8) 0,0029  19(14,8) 91(71,1) 0,0242
Présence 19 (11,3) 10 (5,9) 8 (6,3) 10 (7,8)

B2m
Normale 23 (19,5) 47 (39,8) <0,0001 14 (16,5) 47 (55,3)  0,0623
Augmentée 34 (26,6) 14 (10,9) 11 (12,9) 13 (15,3)

TK sérique
Normale 5(9,6) 15(28,8)  0,0441 4(9,5) 15(35,7)  0,3166
Augmentée 18 (34,6) 14 (27,0) 9(21,4) 14 (33,3)

CD23 soluble
Normal 8 (14,6) 28(50,9) <0,0001  6(13,9) 28 (65,1) 0,0014
Augmenté 17 (30,9) 2(3,6) 7 (16,3) 2(4,7)

CD38
Négatif 63 (33,9) 107 (57,5) 0,4199  30(20,7) 106 (73,1) 0,6843
Positif 8(4,3) 8(4,3) 1(0,7) 8 (5,5)

ZAP-70
Négatif 14 (18,2) 33(42,8)  0,0004 5(8,8) 33(57,9) 0,0011
Positif 22 (28,6) 8(10,4) 11 (19,3) 8 (14,0)

Des taux élevés de 32-microglobuline, de thymidine kinase sérique, de CD23s, I'expression de ZAP-70,
et la présence d’une anomalie cytogénétique de type del(17p) et trisomie 12 étaient associés a un
temps de survie sans traitement plus court. L'expression du CD38 semblait en revanche non
discriminante pour I'analyse du délai avant mise sous traitement des patients (Tableau 10). Chez les
patients en stade A, le taux thymidine kinase sérique ne permettait pas de discriminer les patients a

risque d’évolution rapide.
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Tableau 10 - Impact des différents facteurs pronostiques sur la survie sans traitement (NA :

Non Atteinte)
Tous les patients Patients en stade A
Temps médian Temps médian
Parametre de survie sans de survie sans
traitement P traitement P
(mois) (mois)

Cytogénétique
Caryotype normal ou del(13q) NA NA
Trisomie 12 7 <0,0001 44,5 0,0036
Del(17p) ou del(11q) 16 35

f2m
Normale NA <0,0001 NA 0,0079
Augmentée 5 35

TK sérique
Normale NA 0,029 NA 0,2433
Augmentée 20 NA

CD23 soluble
Normal NA <0,0001 NA 0,0002
Augmenté 3 15

CD38
Négatif NA 0,2396 NA 0,576
Positif 28 NA

ZAP-70
Négatif NA NA

0,0001 0,0001

Positif 11 28

1.4.2. Corrélation entre la présence d’anomalies de dosage des chaines légéres libres

sériques et la présence d’autres facteurs pronostiques péjoratifs

La présence d’une anomalie du ratio k/A était associée de fagon significative a un stade avancé de la
maladie (B ou C selon la classification de Binet), a des taux de B2-microglobuline et de CD23s
augmentés et a la présence d’une trisomie 12. En revanche, le déséquilibre du ratio n’était pas corrélé
de facon significative a la présence d’une anomalie cytogénétique de mauvais pronostic (del(11q) ou
del(17p)), a I'expression de CD38 et de ZAP-70, et a I'augmentation des taux de thymidine kinase

sérique (Tableau 11).
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Une augmentation de la somme k+A était significativement associée a une maladie diagnostiquée a

un stade avancé, a la présence d’'une anomalie cytogénétique défavorable (del(17p), ou del(11q)) ou

intermédiaire (trisomie 12), a des taux augmentés de [32-microglobuline, thymidine kinase sérique,

CD23 soluble ainsi qu’a une expression de ZAP-70 par les cellules leucémiques (Tableau 11).

Tableau 11 - Relation entre les anomalies du ratio k/A et de la somme k+A avec différents marqueurs

pronostiques de la LLC

Parametre Ratio K/L Somme K/L
Normal Anormal p Normale Anormale p
Nb (%) Nb (%) Nb (%) Nb (%)

Stade Binet
A 114 (59,4) 36(18,8) <0,0001 124 (64,6) 26(13,5)  <0,0001
B&C 13(6,8)  29(15,1) 13 (6,8) 29 (15,1)

del(17p) ou del(11q)
Absence 95 (55,2)  48(27,9) 0,999 106 (61,6) 37 (21,5) 0,0464
Présence 19 (11,1) 10 (5,8) 16 (9,3) 13 (75,6)

Trisomie 12
Absence 100 (59,5) 41 (24,4) 0,0015 107 (63,7)  34(20,3) 0,0021
Présence 10(6,0)  17(10,1) 12 (7,1) 15 (8,9)

B2m
Normale 52 (44,1)  18(15,3) 0,018  59(50,0) 11(9,3)  <0,0001
Augmentée 25(21,2)  23(19,4) 20 (16,9) 28 (23,7)

TK sérique
Normale 17 (32,7) 3(5,8) 0,1182  18(34,6) 2(3,9) 0,0268
Augmentée 20(38,5)  12(23,1) 19 (36,5) 13 (25,0)

CD23 soluble
Normal 30(54,5)  6(10,9) 0,025 31 (56,4) 5(9,1) 0,0013
Augmenté 10 (18,2)  9(16,4) 8 (14,5) 11 (20,0)

CD38
Négatif 115 (61,8) 55 (29,6) 0,0951 124 (66,7)  46(24,7) 0,0803
Positif 7(3,8) 9 (4,8) 8 (4,3) 8 (4,3)

ZAP-70
Négatif 34 (44,2) 13 (16,9) 0,321 38 (49,4) 9(11,7) 0,0372
Positif 18 (23,4) 12 (15,6) 17 (22,1) 13 (16,9)
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1.4.3. Comparaison des facteurs pronostiques

Les résultats de I'analyse univariée selon le modéle de Cox étaient concordants avec les résultats des
analyses de survie sans traitement déja décrits (Analyse de Kaplan-Meier, Tableau 10). Les Hazard
Ratios des différents marqueurs significativement associés a un risque plus élevé de débuter un

traitement sont répertoriés dans le tableau 12.

Tableau 12 — Résultats de I'analyse univariée selon le modéle de régression de Cox pour 'ensemble des

facteurs pronostiques étudiés

Tous les patients Patients en stade A

Paramétre

HR 1C 95% p HR IC 95% p
Stade avancé 19,949 11,419-34,853 <0,001 / / /
del(17p) ou del(11q) 2,069 1,207-3,547 0,008 2,099  0,853-5,168 0,107
Trisomie 12 2,289 1,342-3,905 0,002 2,775 1,214-6,341 0,016
B2m 3,258 1,9-5,587 <0,001 2,785 1,255-6,181 0,012
TK sérique 2,827 1,047-7,632 0,04 1,988 0,611-6,466 0,253
CD23 soluble 7,69 3,237-18,271 <0,001 6,208  2,052-18,777 0,001
ZAP-70 3,376 1,715-6,645 <0,001 6,175 2,132-17,885 < 0,001
CD38 1,535 0,734-3,208 0,255 0,533 0,073-3,908 0,536
Ratio /A 3,656 2,291-5,834 <0,001 2,826 1,380-5,789 0,005
Somme k+A 4,98 3,097-8,007 <0,001 4,588 2,224-9,465 <0,001

En analyse multivariée, seuls une augmentation de la somme x+A (HR = 3,368, IC =1,120-10,131, p =
0,031), I'expression de ZAP-70 (HR = 5,696, IC = 1,482-21,893, p = 0,011) et un taux élevé de CD23s
(HR= 3,416, IC = 1,148-10,164, p = 0,027) étaient indépendamment associés au risque de mise sous
traitement, aprées ajustement selon les données de B2-microglobuline, sTK, ratio, cytogénétique et age
(36 patients).

Pour les 26 patients en stade A ayant eu I'ensemble des dosages de facteurs pronostiques, seule
I’expression de ZAP-70 était indépendamment associée au risque de mise en traitement (HR=30,709,

IC=1,798-524,531, p=0,018).
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1.5. Etablissement d’un score prédictif de la survie sans traitement

Grace aux données recueillies, un score clinico-biologique a été établi dans le but de prédire, au
moment du diagnostic, I’évolution des patients et leur probabilité de devoir débuter un traitement.
Les facteurs pronostiques facilement réalisables et les plus discriminants pour le délai de mise sous
traitement ont été choisis pour ce score. 1 point était attribué pour chaque facteur de mauvais
pronostic présent parmi les suivants : stade B ou C de Binet, B2-microglobuline augmentée et somme
K+A supérieure a 38,4 mg/L. Le score final était la somme de ces points.
3 catégories étaient alors définies :

- Groupe a haut risque : score 2 ou 3

- Groupe a risque intermédiaire : score a 1

- Groupe a faible risque : score a 0
Ce score permettait de stratifier le risque de nécessité de traitement de fagon équilibrée. Les médianes
des temps de survie sans traitement pour les 3 groupes étaient respectivement de 2, 35 mois et non

atteinte (p <0,0001, Figure 16).

Figure 16 - Survie sans traitement selon les résultats du score établi
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1.6. Impact de la lymphocytose et de I’hypogammaglobulinémie sur les résultats

Les chaines légeres libres étant produites par les cellules B, nous avons souhaité nous assurer de
I’absence de corrélation entre le taux de chaines légéres libres et le taux de lymphocytes B.

De facon surprenante, les patients avec un ratio normal et des lymphocytes B inférieurs a 5 G/L au
diagnostic avaient une médiane de survie sans traitement plus courte que les patients avec un ratio
normal et une hyperlymphocytose B. Toutefois, les patients avec un taux de lymphocytes B inférieur a
5 G/L et un ratio anormal avaient une médiane de survie moindre que ceux avec un ratio normal. De
plus, cette particularité n’était pas retrouvée pour la survie sans traitement selon la présence ou non
d’une anomalie de la somme k+A, sur laquelle le taux de lymphocytes CD19+ n’a pas d’influence
(Figure 17). Les survies sans traitement avec ou sans hyperlymphocytose B, indépendamment des
anomalies des chaines légéres libres ne montraient pas de différence significative (p = 0,9107). Il

n’existait par ailleurs pas de corrélation significative entre le taux de lymphocytes B et la somme K+A

(y=0,0004x+30,525, R* = 0,138).

—— Ratio normal, lymphocytes B < 5 G/L o= 00171 —— Somme normale, lymphocytes B < 5 G/L
—— Ratio anormal, lymphocytes B < 5 G/L Somme anormale, lymphocytes B <5 G/L
Ratio normal, lymphocytes B > 5 G/L —— Somme normale, lymphocytes B > 5 G/L
Ratio anormal, lymphocytes B > 5 G/L ~— Somme anormale, lymphocytes B > 5 G/L
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Figure 17 - Impact de la lymphocytose B sur la valeur pronostique des anomalies des chaines légéres

libres sériques
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De la méme facon que pour la lymphocytose B, nous avons analysé limpact d’une
hypogammaglobulinémie inférieure a 6 g/L sur la valeur pronostique des chaines légeres libres
sériques. Aucune influence de I’hypogammaglobulinémie sur la valeur pronostique du ratio k/A et de

la somme k+A n’a été mise en évidence (Figure 18).

- Ratio normal sans hypogammaglobulinémie = Somme normale sans hypogammaglobulinémie
—— Ratio normal avec hypogammaglobulinémie == Somme normale avec hypogammaglobulinémie
Ratio anormal sans hypogammaglobulinémie - Somme anormale sans hypogammaglobulinémie
Ratio anormal avec hypogammaglobulinémie - Somme anormale avec hypogammaglobulinémie
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Figure 18 - Impact de I'hypogammaglobulinémie sur la valeur pronostique des anomalies de dosage

des chaines légéres libres
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2. Etude de l'intérét du dosage des chaines légéres libres sériques dans le suivi

de la maladie

2.1. Données concernant les patients analysés

391 évaluations de la MRD ont été effectuées de fagon concomitante a des dosages de chaines légeres
libres, chez 111 patients déja traités auparavant, permettant d’évaluer la relation entre celles-ci et le
taux de cellules leucémiques résiduelles dans le sang. Les caractéristiques cliniques et biologiques des
patients concernés sont présentées dans le tableau ci-dessous (Tableau 13). Ces analyses faisaient
suite a différents traitements : RFC, R-bendamustine, chlorambucil, ibrutinib, duvelisib, R-idelalisib,

alemtuzumab, ofatumumab et RCHOP.

Tableau 13 - Caractéristiques cliniques et biologiques des patients ayant eu une évaluation de la MRD

simultanément a un dosage de CLL

Paramétre Nombre de patients Pourcentage
Age
Médiane 65 ans
Minimum-maximum 37-88
Sexe
Femme 49 44,1%
Homme 62 55,9%
Stade selon Binet au diagnostic
A 55 49,5%
B 43 38,8%
C 13 11,7%
Temps de suivi
Médiane 79 mois
Minimum-maximum 0-178

Nombre de lignes de traitement
Médiane 2

Minimum-maximum 1-9
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2.2 Relation entre MRD et anomalies du dosage des chaines légeres libres

sériques

Chez ces patients traités auparavant, 14,8% des MRD négatives étaient associées a un rapport /A
anormal tandis que 37,0% des patients avec une MRD positive (> 0,01%) présentaient une anomalie
de ce ratio (p = 0,0006). La valeur prédictive positive (VPP) de I'anormalité du ratio était de 93,1%
(Sensibilité 37,0%, Spécificité 85,2%) (Figure 19).

Une somme k+A supérieure ou égale a 38,4 mg/L permettait de détecter la présence d’'une MRD
positive avec une valeur prédictive positive de 92,0% (Sensibilité 24,2%, Spécificité 88,5%). Une somme
K+A anormale était présente pour 11,5% des bilans avec une MRD négative et pour 24,2% de ceux avec

une MRD positive (p=0,0291) (Figure 19).
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Figure 19 - Relation entre les anomalies de dosage des chaines Iégéres libres et la positivité de la MRD

Parmi ces dosages, 84 avaient été effectués dans les suites immédiates du traitement (0 a 6 mois plus
tard) et permettaient donc d’évaluer la réponse a celui-ci. Un ratio anormal était observé dans 15,6%
des cas de MRD négative et dans 46,2% des cas de MRD positive. La valeur prédictive positive du ratio
vis-a-vis de la MRD était de 82,8% (Sensibilité 46,2%, Spécificité 84,4%, VPN 49,1%). La somme
anormale, quant a elle, permettait de prédire la persistance de cellules leucémiques a un taux

significatif avec un VPP de 90,5% (Sensibilité 36,5%, Spécificité 93,8%, VPN 47,6%).
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Les mémes analyses statistiques ont ensuite été effectuées pour un seuil de MRD a 1%. Ce changement
entrainait une baisse de la spécificité et donc de la VPP mais permettait d’augmenter la sensibilité et
la valeur prédictive négative (VPN) : un ratio normal et une somme inférieure a 38,4 mg/étaient

respectivement associés dans 83% et 93,6% des cas a une MRD inférieure a 1% (Tableau 14).

Tableau 14 - Evaluation de la concordance entre la présence ou non de cellules leucémiques résiduelles

et d'anomalies de dosage des chaines légeéres libres sériques selon deux seuils de MRD

MRD <0,01% MRD 20,01% MRD < 1% MRD 2 1%
Nb (%) Nb (%) Nb (%) Nb (%)
Analyse du ratio
Ratio normal 27 (32,1%) 28 (33,4%) 39 (46,4%) 8(9,5%)
Ratio anormal 5 (5,9%) 24 (28,6%) 16 (19,1%) 21 (25,0%)
Analyse de la somme
Somme K+L < 38,4 mg/L 30 (35,7%) 33(39,3%) 44 (52,4%) 3(3,6%)
Somme K+L > 38,4 mg/L 2(2,4%) 19 (22,6%) 19 (22,6%) 18 (21,4%)

Sur les 84 patients étudiés, 44 avaient nécessité un nouveau traitement avant la fin de I'étude. La
médiane de temps de suivi pour ces patients a partir de la date du bilan de MRD était de 23 mois. Les
patients avec un ratio k/A anormal avaient une médiane de survie sans traitement (temps avant
traitement suivant) inférieure aux patients avec un rapport k/A normal (respectivement 51 et 5 mois,
p = 0,007). Les mémes observations pouvaient étre faites pour la somme k+A. La médiane de survie
sans traitement des patients avec une somme anormale était de 1 mois alors qu’elle était de 37 mois

pour ceux avec une somme inférieure a 38,4 mg/L (p = 0,003) (Figure 20).
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Figure 20 - Temps de survie avant initiation d'une nouvelle ligne de traitement selon la présence

d'anomalies du ratio x/A ou de la somme k+4
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2.3. Etude des variations de la maladie résiduelle et des dosages de chaines

légeres libres

En dépit de la sensibilité médiocre du dosage des chaines légeres libres sériques pour détecter la
positivité de la MRD, nous avons pu remarquer pour certains patients un « parallélisme » entre les
variations des CLL et de la maladie résiduelle. L'exemple d’un patient est illustré dans les figures 21 et
22. Durant la période de suivi de ce malade, le ratio k/A et la somme k+A ont évolué au cours du temps
de la méme fagon que le taux de cellules leucémiques résiduelles. Les fleches représentent sur ces

graphiques les dates de mise sous traitement.
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Figure 21 - Evolution de la MRD et du ratio /A au cours du temps, exemple d'un patient
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Figure 22 - Evolution de la MRD et de la somme xk+A au cours du temps, exemple d'un patient
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Au cours du suivi des patients, dans 64,1% des cas, les évolutions de la MRD et de la somme k+A étaient
concordantes, c’est-a-dire qu’elles évoluaient de la méme fagon (Figure 23). Ce pourcentage est a
pondérer par le fait que les variations tres faibles ont été comptabilisées dans cette étude sans avoir
réellement d’impact au niveau clinique. A titre d’exemple, une augmentation de 3,12% a 3,74% de la
MRD avec un taux de k+A diminuant de 15,10 mg/L a 10,14 mg/L correspondaient a un cas de

discordance, bien que les variations ne puissent pas étre considérées comme significatives.
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Figure 23 - Concordance entre les variations de la MRD et celles de la somme k+A

La figure 24 représente la variation de la somme k+A (en ordonnées) en fonction de la variation de la
maladie résiduelle chez les patients atteints de LLC (en abscisses) aux différents points de suivi. Pour
des soucis de lisibilité, plusieurs points extrémes ont été supprimés du graphique mais confirment la
tendance observée, a savoir qu’une variation importante de I'un ou I'autre des parameétres est associée
a une variation de l'autre mesure dans le méme sens dans la grande majorité des cas. Pour des
variations de k+\ supérieures a 20mg/L, une concordance dans le sens de la variation était observée

dans 80% des cas.

Figure 24 - Variation de la somme «+A en fonction de la variation de la maladie résiduelle
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IV. Discussion

La LLC est une maladie dont I’évolution est tres hétérogéne, notamment au sein des patients en stade
A, certains nécessitant un traitement rapidement aprés le diagnostic alors que d’autres restent de
longues années sans évolution. Plusieurs études ont montré I'absence de bénéfice de I'introduction
d’un traitement chez les patients en stade précoce de la maladie. Cependant, de part cette évolution
tres hétérogene, I'identification des patients a risque d’évolution rapide serait utile afin de cibler les

malades chez qui un traitement précoce pourrait apporter un bénéfice.

De nombreux marqueurs pronostiques ont déja été proposés pour la LLC mais posent, a I'exception de
la B2-microglobuline et du stade de la maladie, le probléme d’un accés trés limité, cantonné aux
centres spécialisés et aux patients pris en charge dans des études cliniques. Par exemple, I'étude du
statut mutationnel IGVH, bien que semblant prédire de fagon fiable I'évolution des patients, n’est pas
réalisée en routine en raison de sa difficulté technique et d’'un temps de réalisation long. Il en est de
méme pour la cytogénétique et les analyses de cytométrie en flux, qui nécessitent en outre une
expertise importante. D’autres marqueurs, comme le CD23s, souffrent d’'un manque important
d’harmonisation important en termes d’interprétation. En effet, les études publiées a ce sujet
proposent des seuils de significativité de 50 a plus de 2000 U/mL. Enfin, le co(it entrant également en
ligne de compte dans la prise en charge des patients, certains marqueurs ne peuvent étre réalisés en

routine.

Notre étude s’inscrit donc dans la démarche de recherche d’'un marqueur pronostique « idéal »,
facilement réalisable, avec un co(t faible et qui permettrait de classer les patients selon le risque
d’évolution rapide et de nécessité de traitement. Nous avons souhaité, dans ce cadre, évaluer I'impact
pronostique de différentes anomalies retrouvées lors du dosage des chaines légéres libres sériques au

moment de la prise en charge initiale de patients naifs de traitement.

Notre étude a concerné 192 patients atteints de LLC non traités auparavant pris en charge a I'Institut
Bergonié. L’dge médian de la population analysée était de 67 ans et le ratio homme/femme de 1,1.
Des valeurs du méme ordre de grandeur sont retrouvées dans les différentes études
épidémiologiques, bien que le pourcentage de femme soit légérement plus élevé dans notre cohorte

(4).
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La majorité des patients étaient diagnostiqués a un stade précoce de la maladie (78,1% en stade A de
la classification de Binet). De méme, la répartition des stades cliniques dans notre étude était
concordante avec les études publiées (141). Environ 25% des patients diagnostiqués en stade A avaient
été traités a la fin de I’étude, aprés une médiane de suivi de 30 mois. Pour la moitié de ces malades,
Iinitiation du traitement avait été effectuée au cours des 2 premiéres années de suivi. Ces données
reflétaient bien I'hétérogénéité de I'évolution des patients diagnostiqués a un stade précoce de la

maladie.

Environ 45% des patients de notre étude présentaient au diagnostic une anomalie des chaines légeres
libres quelle qu’elle soit. Ce pourcentage était concordant avec les données publiées dans les autres
études dans lesquelles les anomalies étaient observées dans 33 a 55% des cas (141-145).

Une majorité d’entre eux (57,4%) présentaient une augmentation monoclonale (élévation de k et/ou
A avec rapport anormal), 25,3% présentaient une augmentation polyclonale (élévation de k et/ou A
avec rapport normal) et 17,2% présentaient une anomalie isolée du rapport k/A. Comme dans I'étude
de Maurer et al., les différentes anomalies avaient toutes un impact pronostique sur la médiane de
survie sans traitement. Cependant, le taux de traitement a la fin de I’étude n’était significativement
augmenté que pour les patients avec une élévation monoclonale des chaines légeres libres sériques
(142). Par conséquent, I'augmentation polyclonale des chaines légeres ou un déséquilibre du ratio sans

augmentation des taux de CLL semblaient influer principalement sur la précocité du traitement.

Nous nous sommes focalisés par la suite sur 'impact des anomalies du ratio k/A sur la survie des
patients sans traitement. Au sein de notre cohorte, 33,8% des patients présentaient une anomalie de
ce rapport. L'anomalie retrouvée (augmentation ou diminution) était concordante avec la monotypie
retrouvée a I'immunophénotypage sanguin dans 93,5% des cas. Parmi les 4 patients avec une
discordance de ces données, un seul présentait un pic monoclonal IgG k a I'électrophorese des
protéines sériques, expliquant I'augmentation du ratio. Aucune explication de la discordance n’a donc
été trouvée pour les 3 autres patients. Maurer et al. retrouvaient dans leur étude un taux de
concordance de 96% pour les patients avec une élévation monoclonale des CLL et de 92% pour ceux
avec une anomalie du ratio isolée (142). Dans I'étude de Matschke et al., un taux de concordance de

91% était observé (145).

L’analyse de la valeur pronostique du ratio k/A a été étudiée dans un premier temps chez I'ensemble

des patients puis seulement chez les patients en stade A de Binet.
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Pour l'ensemble des patients, nous avons pu mettre en évidence un taux de traitement
significativement plus élevé chez les patients avec un ratio k/A anormal. Cette anomalie était
également associée a une médiane de survie sans traitement plus courte. Ces résultats étaient
concordants avec la majorité des quelques études sur le sujet. Les études de Morabito et al. et Maurer
et al. ont montré la valeur pronostique péjorative d’une anomalie du ratio sur la survie sans traitement
chez un nombre important de patients au diagnostic (respectivement 449 et 339 patients dans les deux
études) (142,144). Dans I'étude de Yegin et al., un ratio anormal était associé a un taux de patients
traités plus élevé. Néanmoins, aucune différence significative n’avait été mise en évidence en termes
de survie sans traitement. Cependant, seuls 30 patients présentaient un ratio anormal dans cette
étude. Les résultats étaient donc obtenus sur un effectif faible de patients (143). Dans I’étude de Pratt
et al., le temps avant mise sous traitement était significativement raccourci pour les patients avec un
ratio anormal lorsque tous patients, traités ou non traités auparavant, étaient analysés. Chez les
patients non traités auparavant, une tendance a la mise sous traitement plus rapide pouvait étre
observée mais la différence entre les groupes de patients n’était pas significative. Les auteurs

évoquent cependant dans cette étude un nombre de patients et un temps de suivi insuffisants (141).

Chez les patients diagnostiqués en stade A, seule la médiane de survie sans traitement était
significativement plus élevée pour les patients avec un ratio k/A normal. Les taux de traitement a la
fin de I’étude pour les patients avec un ratio k/A normal et anormal n’étaient pas statistiqguement
différents mais semblaient confirmer la tendance observée chez I'ensemble des patients. Le ratio k/A
semblait donc influer principalement sur la précocité du traitement chez les patients en stade A. Ce
résultat nécessite cependant d’étre confirmé compte tenu du temps de suivi relativement court de
notre étude et par conséquent du faible nombre de patients en stade A traités a la fin de I'étude (33
patients sur 150). Dans I'étude de Maurer et al. un impact du ratio /A sur la survie sans traitement
chez les patients en stade A avait également été mis en évidence. Les taux de traitement n’avaient

cependant pas été comparés dans cette étude (142).

Aucun impact du type d’anomalie du ratio n’a été mis en évidence sur la survie sans traitement.
Cependant, seuls 7 patients présentaient une diminution du rapport, en faveur d’une surproduction

de CLL A. Ce résultat nécessite donc d’étre confirmé dans une étude plus large.

L'intérét pronostique de la somme des chaines légeres libres k et A a été montré en 2011 par Morabito

et al.. Au-dela d’un seuil établi a 60,6 mg/L, ce marqueur était associé a un mauvais pronostic et corrélé

a d’autres facteurs pronostiques défavorables. Nous avons souhaité, dans la continuité de cette
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publication, évaluer lI'intérét pronostique de cette nouvelle variable. Le cut-off de la somme k+A
permettant de différencier avec le meilleur rapport sensibilité/spécificité les patients traités des
patients naifs de traitement était de 38,4 mg/L. Ce seuil était donc plus faible que le cut-off choisi par
I’équipe de Morabito et al.. Cependant, aucune précision sur les criteres de choix de ce seuil n’a été
fourni par ces derniers : sensibilité ou spécificité élevée ? Meilleur rapport sensibilité/spécificité ? (144)
Dans notre étude, ce seuil de 38,4 mg/L permettait néanmoins de confirmer les résultats
précédemment décrits, a savoir une survie sans traitement plus courte pour une somme K+A
augmentée, quel que soit le stade de la maladie. Le taux de traitement était également plus élevé en
fin d’étude dans le groupe de patients avec k+A supérieur a 38,4 mg/L que dans le groupe avec une

somme inférieure au seuil.

Comme dans I'étude de Morabito et al., la présence d’'une anomalie de la somme k+A semblait étre

de moins bon pronostic que la présence d’une anomalie du rapport k/A.

Les patients avec une somme k+A augmentée étaient a 70% des patients avec une élévation
monoclonale des chaines légéres libres sériques. Pour ces patients, un déséquilibre du ratio k/A traduit
I'accumulation dans le sérum d’un type de chaine légere libre résultant probablement de
I'accumulation d’un clone de lymphocytes B. Nous pouvons penser dans ce cas que la présence d’un
ratio anormal est le reflet d’'une maladie agressive. Environ 30% des patients avec une somme K+A
élevée présentaient une élévation polyclonale des chaines légeres libres. Une étude a montré dans la
population générale qu’une élévation polyclonale des CLL sériques pourrait prédire la mortalité chez
les individus de plus de 50 ans (146). La présence d’une élévation polyclonale peut donc étre
interprétée comme un marqueur de « mauvaise forme », reflétant une stimulation immune
généralisée chez les patients agés. Cependant, bien que le « fitness » des patients puisse certainement
affecter la survie globale des patients, son influence sur le temps avant la mise sous traitement,
principalement lié a I'agressivité de la maladie, est plus difficile a démontrer. De plus, I'association
d’une somme k+A élevée avec la présence de nombreux marqueurs pronostiques intrinseques a la
maladie comme |'expression de ZAP-70 et la présence d’anomalies cytogénétiques plaide en faveur
d’un lien avec la physiopathologie de la LLC. Une des hypothéses serait que la surproduction
polyclonale des chaines légeres libres sériques pourrait elle-méme jouer un roéle dans la
physiopathologie de la maladie, notamment sur le microenvironnement tumoral. A titre d’exemple, il
a été montré que les chaines légéres libres pouvaient activer les mastocytes, eux-mémes capables a

leur tour de soutenir la croissance des cellules tumorales (147,148).
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Concernant les autres marqueurs pronostiques déja décrits dans la LLC, seule I'expression du CD38
n’était pas associée a un taux de traitement plus élevé et a une survie sans traitement plus courte au
sein de notre cohorte. Ce résultat était discordant avec la majorité de nombreuses études publiées sur
le sujet (90-92). Cependant, les seuils d’interprétation de I'expression du CD38 étant tres variables
selon les études, des analyses en considérant un seuil plus bas d’expression de CD38 pourraient étre
utiles pour confirmer les résultats obtenus.

La TK sérique permettait d’évaluer le risque de traitement pour I'ensemble des patients mais les
différences en termes de survie sans traitement et de taux de traitement n’étaient pas significatives
lorsque seuls les patients en stade A étaient considérés. Ces résultats vont a I’'encontre de ceux trouvés
par I"’équipe de Hallek et al. (107). Cependant, seuls 42 patients en stade A avaient bénéficié d’un
dosage de la TK sérique dans notre étude. Ces résultats sont donc difficilement interprétables et sont

a confirmer sur un nombre plus important de patients.

Le déséquilibre du ratio k/A était associé a la présence d’autres facteurs de mauvais pronostic (stade
B ou C de Binet, taux augmentés de 32-microglobuline et de CD23s). La corrélation avec les marqueurs
cytogénétiques de mauvais pronostic n’était cependant pas franche : absence d’association avec la
présence d’'une del(17p) ou d’une del(11qg) mais présence d’une association significative entre un ratio
anormal et la présence d’une trisomie 12. Aucune association significative n’était notée pour les autres
facteurs pronostiques étudiés, a savoir la positivité de ZAP-70, I'expression de CD38, I'élévation des
taux de sTK. Dans I'étude de Morabito et al., la présence d’un ratio anormal était associée a une
expression de CD38 et de ZAP-70, a un statut non muté des génes IGVH et au stade de la maladie.
Cependant, de la méme fagon que dans notre cohorte, la présence d’un ratio k/A anormal n’était pas
associée a la présence d’une cytogénétique défavorable (144). Pratt et al. ont mis en évidence une
association entre un ratio anormal et la présence d’une positivité de ZAP-70, d’un statut non muté des

genes IGVH, d’un TDL inférieur a 12 mois et de taux élevés de B2-microglobuline (141).

Comme pour le ratio k/A anormal, une association significative pouvait étre notée entre 'anomalie de
la somme Kk+A, un stade avancé selon la classification de Binet et des taux de f2-microglobuline et de
CD23s augmentés. De plus, a la différence du ratio k/A, une association significative était également
observée avec la présence d’'une cytogénétique défavorable (del(17p) ou del(11q)) ou intermédiaire
(trisomie 12), d’un taux élevé de sTK et d’'une expression de ZAP-70. Ces résultats sont concordants
avec ceux de Morabito et al., qui retrouvent également une association de ce paramétre avec

I’expression de ZAP-70, le stade selon la classification de Binet et la cytogénétique (144).
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En analyse multivariée, seuls une augmentation de la somme k+A, I'expression de ZAP-70 et un taux
élevé de CD23s étaient indépendamment associés au risque de mise sous traitement, aprés
ajustement selon les données des taux de f2-microglobuline, sTK, ratio /A, selon I'dge et selon les
résultats de cytogénétique. Chez les patients en stade A, seule I'expression de ZAP-70 était
indépendamment associée a un risque de mise sous traitement. Cependant, I'ensemble des dosages
des parametres étudiés n’était disponible que chez 36 patients de notre étude dont 26 en stade A. Ce
nombre tres faible ne nous permet pas d’interpréter correctement les résultats de l'analyse

multivariée obtenus.

Au total, a la lumiére de la publication de Morabito et al., de notre étude, et des tendances observées
dans les autres études évoquées, nous pensons que le dosage des chaines légéres libres k et A, et
notamment I'évaluation du ratio k/A et de la somme k+A, peuvent présenter un intérét pronostique
majeur dans la leucémie lymphoide chronique. Ce marqueur revét I'avantage d’un dosage simple,
automatisable, adaptable dans de nombreux laboratoires sur les automates de biochimie, avec un co(t
faible (40,50 euros, nomenclature RIHN). Son utilisation au moment de la prise en charge initiale des
patients atteints de LLC permettrait de prédire de fagon fiable le risque d’évolution vers une mise sous
traitement, en particulier chez les patients en stade A pour qui ce risque est tres variable d’un individu

a l'autre.

Un score, calculé uniquement a partir de marqueurs faciles a obtenir, a savoir la f2-microglobuline, le
stade et la somme k+A permettait, de fagon simple et peu colteuse, de classer les patients en 3
catégories selon leur risque de mise en place rapide d’un traitement : risque faible, intermédiaire ou
haut risque.

Pour ce score, malgré son excellente valeur pronostique, nous avons choisi de ne pas utiliser le
marqueur CD23s. En effet, selon les études, le cut-off permettant de différencier les patients a risque
ou non de traitement semble trés variable : de 50 U/mL a plus de 2000 U/mL. Une standardisation de
ces limites semble donc étre un préalable important a I'utilisation de ce marqueur en pratique chez les

patients atteints de LLC.

De la méme facon, dans notre étude, le cut-off de la somme k+A permettant de classer au mieux les
patients traités et ceux non traités était de 38,4 mg/L tandis qu’il était de 60,6 mg/L dans I'étude de
Morabito et al. Il serait donc nécessaire de confirmer ces résultats, dans une étude a plus grande
échelle, afin de standardiser les résultats obtenus. Le temps de suivi des patients au diagnostic étant

limité dans notre étude, ceci permettrait également de confirmer les résultats a plus long terme.
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Nous nous sommes intéressés dans la seconde partie de ce travail a I'intérét potentiel du dosage des
chaines légeres libres sériques dans le suivi de la maladie. En particulier, nous avons souhaité apprécier
la relation entre chaines légeres libres sériques et maladie résiduelle. A notre connaissance, aucune

étude n’a a ce tour tenté d’explorer ce lien.

Le dosage de la MRD permet, au cours du suivi de la maladie, d’évaluer la quantité de cellules
leucémiques résiduelles dans le sang des patients. Ce parameétre varie par conséquent dans le temps,
au gré des traitements et évolutions de la maladie. La mesure de la maladie résiduelle a montré son
intérét dans I’évaluation de la réponse aux traitements de la LLC. En effet, lorsqu’une rémission
clinigue est obtenue aprés un traitement, mais que la MRD est positive, I’effet du traitement n’est pas
considéré comme étant optimal. Plusieurs études ont montré I'impact négatif de la présence de
cellules leucémiques résiduelles dans le suivi post-traitement, associée a un temps sans progression
plus court. L'utilisation de la MRD pour I’évaluation de la profondeur de la réponse au traitement n’est

cependant recommandée que pour les patients inclus dans des études cliniques.

En considérant I'hypothese selon laquelle le taux de chaines légéres libres est le reflet du clone
tumoral, nous avons souhaité explorer un potentiel lien entre les dosages de chaines Iégéres libres
sériques et le taux de la maladie résiduelle dans le sang. Une anomalie du ratio k/A permettait de
prédire une maladie résiduelle positive (> 0,01%) avec une valeur prédictive positive de 93,1%. En
d’autres termes, 93,1% des patients avec un ratio k/A anormal avaient une maladie résiduelle positive,
et étaient donc potentiellement a risque d’une rechute plus précoce. Cependant, la sensibilité de ce
marqueur pour évaluer la maladie résiduelle était faible, de I'ordre de 37%. Un ratio k/A normal n’était
donc pas prédictif d’'une maladie résiduelle négative. Les résultats obtenus avec lasomme k + A étaient
similaires, avec une VPP légérement moins élevée, évaluée a 92%.

Dans les suites immédiates des traitements (0 a 6 mois plus tard), un ratio anormal et une somme k+A
augmentée permettaient de prédire la présence d’une MRD supérieure a 0,01% avec des VPP de 82,8%
et 90,5% respectivement. L'utilisation d’un seuil de MRD a 1% permettait d’augmenter la sensibilité et
la VPN : un ratio normal et une somme inférieure a 38,4 mg/L étaient respectivement associés dans
83% et 93,6% des cas a une MRD inférieure a 1%.

De facon similaire a ce qui a pu étre observé pour la MRD, le temps médian de survie avant le
traitement suivant était significativement plus court pour les patients avec un ratio k/A anormal ou

une somme k+A anormale.
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Plus globalement, au cours du suivi de la maladie, I'étude des variations de la MRD a permis de mettre
en évidence un certain « parallélisme » avec le ratio k/A et le taux de k+A. Les marqueurs évoluaient
dans le méme sens dans la majorité des cas. Cette relation n’est pas absolue mais pourrait étre
exploitée comme une information intéressante dans la prise en charge des patients, avec un co(t
analytique faible (le colt de réalisation du dosage des chaines légéres libres étant de 40,5 euros contre

135 pour la MRD) et une réalisation possible dans des laboratoires non spécialisés.

Cependant, notre étude concernant le parallélisme entre les chaines légeres libres sériques et la MRD
se heurte a quelques limites. En particulier, nous soulevons le probléeme d’'un manque de
standardisation des délais de réalisation de la maladie résiduelle aprés traitement. Une étude
prospective, a plus grande échelle, avec des temps de suivi standardisés, serait nécessaire pour
confirmer I'intérét du dosage des CLL dans le suivi de la maladie. En outre, I'intégration de données de
MRD dans la moelle osseuse, plus informative que la MRD sanguine, pourrait apporter des
informations complémentaires sur I'apport du dosage des chaines légeres libres dans le suivi des
patients, en améliorant probablement la spécificité et la valeur prédictive positive des anomalies de

dosage des CLL.
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Conclusion

Nous confirmons dans cette étude l'intérét du dosage des chaines légeres libres sériques dans la
leucémie lymphoide chronique, au moment de la prise en charge initiale en tant que marqueur de
mauvais pronostic. Chez les patients non traités auparavant, la présence d’une anomalie du ratio k/A
ou, de facon plus significative encore, d’'une augmentation de la somme k+A était associée a une
médiane de survie sans traitement plus courte. Ces anomalies de dosage des chaines légeres libres
sériques étaient également associées a la présence d’autres facteurs de mauvais pronostic tels qu’un
stade avancé de la maladie, des taux de [2-microglobuline et de CD23 soluble augmentés, des
anomalies cytogénétiques défavorables et une expression de ZAP-70. Le dosage des chaines légeres
libres sériques présente I'avantage d’un faible colt, d’'une technique automatisable et facile a mettre
en place sur la plupart des automates de biochimie et d’'une disponibilité immédiate du résultat. Ces
parametres pourraient par conséquent étre utilisés en routine dans les laboratoires sans difficulté, afin

d’identifier les patients a risque d’évolution rapide.

De plus, nous avons pu également mettre en évidence dans cette étude I'intérét du dosage des chaines
légeres libres sériques dans le suivi de la maladie. Apreés traitement, la présence d’'une anomalie du
ratio k/A était associée a la présence d’'une MRD positive avec une bonne valeur prédictive positive.
La présence d’une anomalie de dosage des chaines légéres libres sériques était associée a un délai
raccourci avant introduction d’une nouvelle ligne de traitement. De plus, un certain « parallélisme »
entre I'évolution de la maladie résiduelle au niveau sanguin et celle des anomalies de dosage des
chaines légéres libres a pu étre observée. Bien que le dosage des chaines légeres libres ne puisse pas
prédire de facon absolue la positivité de la MRD, ces observations pourraient étre des informations
utiles dans la prise en charge des patients, a I'heure ol de nombreuses études s’intéressent a
I’adaptation des traitements selon les résultats de MRD. De nouvelles études prospectives et

standardisées sont cependant nécessaires pour confirmer ces observations.
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Abstract:

Study of serum free light chain assay utility in chronic lymphocytic leukemia

Background: Chronic lymphocytic leukemia is characterized by a highly variable clinical course,
especially in patients diagnosed at an early stage of the disease. The major drawback of prognostic
markers already described to identify patients at risk of rapid evolution is the cost and the complexity
of technical procedures, limiting routine clinical use of these parameters.

Aims: As the technic is easily implementable in routine lab and cost effective, this study is planned to
assess the prognostic significance of serum Free Light Chain (sFLC) assay at diagnosis and to evaluate
the relationship between sFLC levels and minimal residual disease during follow-up of treated patients.
Methods/Results: We analyzed data from 267 patients with chronic lymphocytic leukemia. sFLC levels
were evaluated at diagnosis in 192 patients. Approximatively 40% of them received a treatment at the
end of the study, after a median follow-up of 30 months. Abnormal sFLC ratio was observed at
diagnosis in 33,8% of patients. Median time to first treatment was shorter in patients with abnormal
sFLC ratio (p <0,0001) regardless of clinical stage. Beyond a threshold determined at 38.4 mg/L, the
sum of the free light chains k and A allowed to predict, even more significantly and independently, the
risk of treatment (p <0,001).

Interestingly, after treatment completion, the persistence of an abnormal sFLC /A ratio was
associated with positive MRD (> 0,01%) on peripheral blood with a 93,1 % positive predictive value.
The median survival time before the next treatment was significantly shorter for patients with
abnormal k+A or abnormal /A ratio, similarly to MRD. More generally, the minimal residual disease
appeared to evolve over time in the same way than /A ratio and sum of k+A.

Conclusion: These results could be of value in the management of patients at diagnosis, so as to
identify patients at risk of rapid evolution, and after treatment, when increasing numbers of studies
are examining the adaptation of treatment to minimal residual disease. However, these observations
need to be confirmed in standardized studies on a larger scale

Key words : Chronic lymphocytic leukemia - Serum free light chains - Minimal residual disease -
Prognostic factors - Time Free Survival
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Résumé :

Intérét du dosage des chaines légéres libres sériques dans la leucémie lymphoide chronique

La leucémie lymphoide chronique est une hémopathie fréquente pour laquelle I’évolution clinique est
trés hétérogene, en particulier chez les patients diagnostiqués a un stade précoce. Les marqueurs
pronostiques déja proposés pour identifier les patients a risque d’évolution rapide posent pour la
plupart le probléme d’un acceés trés limité.

L'objectif de ce travail est d’étudier I'intérét du dosage des chaines légeres libres sériques, facilement
réalisable et au co(t relativement faible, au moment du diagnostic en tant que marqueur pronostique,
ainsi qu’au cours du suivi de patients atteints de LLC en évaluant sa relation avec le taux de maladie
résiduelle.

Une analyse des données de 267 patients pris en charge a l'institut Bergonié pour une LLC a été
réalisée. Les dosages de chaines légéres libres sériques ont été effectués au diagnostic chez 192
patients. Environ 40% d’entre eux avaient été traités a la fin de I’étude, aprés une médiane de suivi de
30 mois. Soixante-cing patients présentaient au diagnostic un ratio k/A anormal. La médiane de survie
sans traitement était plus courte chez les patients avec un ratio k/A anormal au diagnostic, chez
I'ensemble des patients et notamment chez les patients en stade A (p <0,001). Au-dela d’un seuil
déterminé a 38,4 mg/L, la somme des chaines légéres libres k et A permettait également de prédire,
de facon plus significative encore et indépendante, le risque de mise sous traitement (p <0,001).

Au cours du suivi post-traitement de la maladie, la présence d’un déséquilibre du ratio k/A était
associée a une maladie résiduelle supérieure a 0,01% dans 93,1% des cas. De fagon similaire a ce qui a
pu étre observé pour la MRD, le temps médian de survie avant le traitement suivant était
significativement plus court pour les patients avec un ratio k/A anormal ou une somme k+A anormale.
Plus généralement, la maladie résiduelle semblait évoluer au cours du temps de la méme fagon que le
ratio k/A et la somme K+A.

Ces observations nécessitent d’étre confirmées dans de nouvelles études standardisées a plus grande
échelle mais pourraient étre des informations intéressantes dans la prise en charge du patient au
diagnostic, afin de cibler les patients a risque d’évolution rapide, ainsi qu’au cours du suivi, a I'heure
ou de nombreuses études s’intéressent a I'adaptation des traitements a la maladie résiduelle.
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