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Introduction

Le diagnostic et la classification de certaines hémopathies restent parfois difficiles malgré les signes
cliniques et histologiques que présente le patient. De nos jours, de nouvelles technologies comme la
cytométrie en flux (CMF), se développent de plus en plus et trouvent leur place dans le diagnostic

des hémopathies. C’est ce que nous allons étudier dans le cadre du syndrome de Sézary (SS).

Cette pathologie fait partie des lymphomes T cutanés (LTC). Les LTC regroupent de nombreuses
entités dont le mycosis fongoide (MF) et le SS. Le diagnostic du SS peut étre évoqué cliniquement
devant une érythrodermie mais de nombreuses autres pathologies peuvent présenter ce tableau,
gue ce soit des pathologies bénignes ou malignes. Il est donc nécessaire de réaliser des examens
complémentaires afin de préciser le diagnostic, tels que la recherche de cellules de Sézary (CS) dans
le sang. La recherche microscopique de ces cellules, réalisée par ’hémato-cytologiste, reste difficile
et opérateur-dépendant. De plus, des cellules morphologiquement semblables peuvent étre
retrouvées dans d’autres pathologies. Les nouvelles technologies telles que la CMF, mais également
la biologie moléculaire représentent donc a ce niveau une véritable aide au diagnostic. Cependant,
les marqueurs étudiés en CMF ne sont pas tout le temps exprimés, et le panel d’études réalisé en
biologie moléculaire ne couvre pas I'ensemble des anomalies possibles dans cette maladie. Le

diagnostic du SS est donc compliqué et nécessite la collaboration de plusieurs disciplines.

Le pronostic de cette pathologie reste sombre. Bien qu’il n’y ait pas a I’heure actuelle de thérapie
curative, une prise en charge rapide pour tenter de minimiser les lésions induites est nécessaire.
Parmi les outils technologiques a disposition, I'utilisation de la CMF est recommandée. Cette
technique permet d’étudier différents marqueurs exprimés a la surface des cellules, a partir d’un
échantillon de sang périphérique. Elle est rapide et peu colteuse. Les CS circulantes sont des
lymphocytes T CD4+. La perte d’'un ou deux marqueurs, CD26 et CD7, au sein de la population
lymphocytaire T CD4+ est dans un premier temps étudiée pour identifier une population de
lymphocytes T potentiellement malins. Cependant, la perte de ces marqueurs n’est pas toujours

présente. De plus, la sensibilité et la spécificité de ces marqueurs varient en fonction du seuil fixé (1).

Ainsi, a partir d’'une cohorte de patients du CHU de Toulouse, atteints de LTC ou de dermatoses
inflammatoires, nous avons évalué I'expression membranaire de 3 nouveaux marqueurs (CD28,

CD158k et CD279) au sein de la population lymphocytaire T CD4+ de phénotype malin. L’étude que
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nous présentons a pour but d’évaluer I'utilisation de ces nouveaux marqueurs a visée diagnostique

en mettant en évidence une expression aberrante et spécifique par les CS.

Dans une premiére partie, nous étudierons les différentes caractéristiques des lymphomes T cutanés
et plus particulierement du SS. Ensuite, nous analyserons l'intérét de la CMF dans le diagnostic de
cette pathologie, puis nous présenterons les caractéristiques de I'étude, ses objectifs et ses résultats.

Enfin, nous discuterons sur I'apport de I'identification de nouveaux marqueurs dans cette pathologie.
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1. Généralités sur les lymphomes T cutanés primitifs
1.1 Généralités

1.1.1 Définitions et classification diagnostique des lymphomes T cutanés primitifs

Un lymphome est une pathologie clonale, cancéreuse, qui se développe a partir de lymphocytes. A la
suite d’acquisition d’une ou plusieurs anomalies génétiques, les lymphocytes anormaux vont
proliférer dans divers tissus lymphoides tels que les ganglions, la rate, le thymus mais également
dans d’autres organes non lymphoides comme la peau, siege d’un envahissement primitif ou

secondaire.

Les lymphomes sont classés en deux groupes principaux: les lymphomes hodgkiniens et les
lymphomes non hodgkiniens. Les lymphomes cutanés constituent un sous-ensemble des lymphomes
non-hodgkiniens. Les lymphomes cutanés représentent la seconde forme la plus fréquente des
lymphomes extra-ganglionnaires. Les lymphomes cutanés primitifs (LCP) sont des proliférations
clonales de lymphocytes matures d’origine B ou T, localisées a la peau, sans argument pour une
localisation extra cutanée au moment du diagnostic. Ces lymphomes sont donc appelés primitifs
quand la peau est le premier ou le seul organe atteint tandis qu’ils sont dits secondaires quand les
localisations cutanées apparaissent au cours de I’évolution d’'un lymphome systémique. Les LCP sont

en majorité de phénotype T (70 a 80 % des cas) (2).

Les lymphomes cutanés regroupent différentes entités ayant des tableaux cliniques, histologiques,
phénotypiques, moléculaires, immunohistologiques et évolutifs trés hétérogenes. Le LCP le plus
fréquent, le MF, développé a partir de lymphocytes T, est de faible grade de malignité. Le SS est
quant a lui plus rare mais de mauvais pronostic. Le pronostic des lymphomes T cutanés primitifs
étant tres différent de celui des lymphomes systémiques atteignant secondairement la peau, des
classifications particulieres pour les LCP ont été développées. Une classification WHO-EORTC (World
Health Organization-European Organization for Research and Treatment of Cancer) permet de
classer les différents LCP en fonction de leur pronostic (3,4) (Annexe 1). La classification des
lymphomes T cutanés primitifs selon la classification de I'Organisation Mondiale de la Santé (WHO)

2008 est présentée ci —dessous (tableau 1).
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Tableau 1 : Classification des lymphomes T cutanés primitifs selon la classification WHO 2008
d’apres Beylot-Barry et al. (5)

Classification des lymphomes T cutanés primitifs selon la classification de
I’Organisation Mondiale de la Santé (WHO) 2008

Mycosis fongoide (MF)
MF variants et sous types
MF folliculotrope
Lymphome pagétoide
Lymphome chalazodermique
Syndrome de Sézary
Leucémie/Lymphome T de I'adulte
Lymphoprolifération CD30+
Lymphome cutané a grandes cellules anaplasiques
Papulose lymphomatoide
Lymphome sous cutané a type de panniculite
Lymphome T cutané a cellules NK de type nasal
Lymphome T cutané périphérique SAIl (grandes cellules CD30-)
Lymphome T épidermotrope agressif CD8+ (entité provisoire)
Lymphome T cutané a cellules y&+ (entité provisoire)
Lymphome T pléiomorphe a petites et moyennes cellules CD4+ (entité provisoire)

*SAl: sans autre indication

Dans la classification mise a jour en 2018, la terminologie du lymphome T pléiomorphe a petites et
moyennes cellules CD4+ a été revue. Elle est désormais classée en lymphoprolifération
primitivement cutanée a cellules T CD4+ petites et moyennes (entité provisoire) (2). D’autres entités

provisoires ont été ajoutées (Annexe 2).

Le plus commun des lymphomes T cutanés primitifs est le MF (6). Il représente 44 % des LCP (3). Les
lymphoproliférations cutanées T CD30+ englobent le lymphome anaplasique a grandes cellules

primitif cutané et les papuloses lymphomatoides (5).

Suite au diagnostic du lymphome, un bilan d’extension doit étre réalisé pour évaluer le stade de la

maladie.
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1.1.2 Classification TNMB, stadification et correspondances pronostiques du MF et du
SS
Une classification TNMB (pour Tumor Node Metastasis Blood) particuliere est définie pour le MF et le

SS (tableaux 2 et 3).

Le T de la classification TNMB est défini par le type de Iésions et la surface corporelle atteinte totale
lors de I'examen clinique cutané. La présence d’adénopathie périphérique (N) et d’atteinte viscérale
(M), s’il y en a, doit également étre déterminée. En cas de suspicion de SS, il est nécessaire
d’effectuer une recherche de CS et un immunophénotypage des lymphocytes CD4+ circulants (B). Il
faut aussi procéder a une recherche de clone T circulant par PCR (polymerase chain reaction) ou par
CMF sur les lymphocytes sanguins et le comparer avec un éventuel clone T cutané. L’existence d’un

clone T identique dans la peau et le sang est trés en faveur d’un diagnostic de lymphome T.
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Tableau 2 : Classification TNMB simplifiée et révisée du MF et du SS par I'ISCL (International Society

For Cutaneous Lymphomas) et 'EORTC d’apres Olsen et al. (7)

Classification TNMB simplifiée et révisée du MF et du SS par I'ISCL/EORTC

T : peau ‘
T1 Macules [1], papules et/ou plaques [2] < 10 % de la surface corporelle
T2 Plaques = 10 % de la surface corporelle
73 Tumeur(s) de plus de 1 cm de diametre [3]
T4 Erythrodermie 2 80 % de la surface corporelle

N : ganglions

NO Absence d'adénopathie clinique [4]; la biopsie n'est pas nécessaire
N1 Adénopathie(s) périphérique(s); histologie [5]: dermopathique
Nla clone négatif
N1b clone positif

N2 Adénopathies périphériques ; histologie : infiltration par cellules de MF mais
architecture du ganglion préservée

N2a clone négatif
N2b  clone positif

N3 Adénopathies périphériques cliniques ; histologie : effacement de I'architecture du
ganglion, clone positif ou négatif

Nx Adénopathies périphériques avec absence de confirmation histologique

M : organes ‘

Mo Absence d'envahissement viscéral

M1 Atteinte viscérale prouvée histologiquement [6] et organe spécifié
B : sang ‘

BO <5 % de cellules atypiques dans le sang (cellules de Sézary) [7]

BOa clone négatif
BOb  clone positif
B1 >5 % de cellules atypiques dans le sang
Bla clone négatif
Bib clone positif

B2 1 000 cellules de Sézary/mm3 avec clone positif

[1] Macule : absence de relief. La présence ou non d’hypo ou d’hyperpigmentation, de squames, de
crolites, de poikilodermie doit étre mentionnée.

[2] Plaque : présence d’un relief. La présence ou non d’hypo ou d’hyperpigmentation, de squames, de
crolites, de poikilodermie doit étre notée. Les caractéristiques histopathologiques telles que le
folliculotropisme, la présence de grandes cellules (>25 %) CD30+ ou CD30-, le caractere clinique ulcéré
sont a rapporter.

[3] Le nombre de tumeurs, le volume total, le plus grand diamétre, la région du corps atteinte doivent
étre notés. La présence ou non de grandes cellules a I’histopathologie et la présence de cellules CD30+
ou —doit étre souligné.

[4] Adénopathie(s) ferme(s), irréguliére(s), fixée(s) ou de 1,5 cm ou plus. Les ganglions a examiner sont
les ganglions cervicaux, sus-claviculaires, axillaires, et inguinaux.
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[5] Classification Dutch et NCI-VA.

[6] La rate et le foie sont étudiés par imagerie.
[7] Les cellules de Sézary sont définies comme des lymphocytes ayant un noyau cérébriforme. Un des
critéres suivants peut également étre utilisé : réarrangement clonal du TCR : prolifération cellulaire CD4
ou CD3 avec CD4/CD8 > 10 ; prolifération CD4 avec immunophénotypage anormal (perte de CD7 ou de

CD26).

Tableau 3 : Stadification ganglionnaire histopathologique
dans le MF et le SS d’aprés Olsen et al. (7)

Stades histopathologiques des ganglions lymphoides dans le MF et le SS

Classification

ISCL/EORTC Dutch NCI-VA
LN, : absence de lymphocyte atypique
Grade 1 - LN; : Iymphocytes atypiques isolés et
N1 , . . occasionnels (absence de cluster)
lymphadénopathie dermopathique .
LN, : beaucoup de lymphocytes atypiques ou
clusters de 3 a 6 cellules
Grade 2 : LN; : lymphocytes atypiques groupés ;
N2 Présence de cellules a noyau 3l p Y yp_q g p "
ooy architecture ganglionnaire préservée
cérébriforme
Grade 3 : LN, : effacement partiel ou complet de
Effacement partiel de I'architecture I'architecture ganglionnaire par des
ganglionnaire ; beaucoup de cellules a lymphocytes atypiques ou par des
N3 noyau cérébriforme cellules néoplasiques

Grade 4 :
Effacement complet de I'architecture
ganglionnaire

En fonction de tous ces parametres, le stade du lymphome sera précisé dans la classification TNMB

présentée ci-dessous (tableau 4). Les stades permettent de définir une prise en charge adaptée et

sont corrélés au pronostic (8).
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Tableau 4 : Correspondance entre la stadification, la classification TNMB et la survie a 5 ans
dans le MF/SS d’aprés Agar et al. (9)

Résumé des caractéristiques pronostiques et des caractéristiques de
stadification clinique selon la classification ISCL/EORTC du MF et du SS
Survie a 5 ans

T N M B (%)

1A 1 0 0 0-1 98

1B 2 0 0 0-1 89
1A 1-2 1-2 0 0-1 89
11B 3 0-2 0 0-1 56
1A 4 0-2 0 0 54
111B 4 0-2 0 1 48
IVA1 14 0-2 0 2 41
IVA2 14 3 0 0-2 23
IVB 14 0-3 1 0-2 18

1.1.3 Facteurs de mauvais pronostic

Des études ont permis d’identifier des facteurs de mauvais pronostic (10). Ces différents facteurs

sont :
v Stade avancé de la maladie : stade IV
v Age>60ans
v Transformation en lymphome a grandes cellules
v" LDH augmentés
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1.2 Le syndrome de Sézary (SS)

1.2.1 Généralités et historique

En 1938, Albert Sézary et Yves Bouvrain décrivirent pour la premiere fois le cas d’'une patiente agée
de 58 ans atteinte d’'une érythrodermie depuis 3 mois, précédée d’un prurit insomniant. Cette
patiente présentait également des adénopathies inguinales bilatérales (11). L’'examen sanguin réalisé
par le docteur Levy-Coblentz a révélé des « cellules monstrueuses » mesurant de 12 a 14 um de
diametre. Une description plus précise de ces cellules fut réalisée par Taswell et Winkelmann en
1961 : les caractéristiques du noyau cérébriforme furent alors clairement identifiées. C'est en 1973

gue Brouet détermina que les CS étaient des lymphocytes T.

1.2.2 Epidémiologie

Le SS est une pathologie rare. Son incidence est d’environ 0,8 nouveau cas par an et par million
d’habitants, ce qui correspond a 50 a 60 nouveaux cas/an en France (12,13). Le SS représente 3a5 %
de I'ensemble des lymphomes T cutanés. (14,15). Il touche plus fréquemment les hommes que les

femmes. L’age moyen des patients au diagnostic est aux alentours de 50 ans (16).

1.2.3 Pronostic

Le SS est une maladie agressive. La survie globale a 5 ans est de 24 % (3). La médiane de survie est de

2 a4 ans.

1.2.4 Diagnostic clinique

Le diagnostic s’appuie sur des critéres a la fois cliniques, biologiques et histologiques.
Historiquement ce syndrome est défini par la triade suivante :

v' Une érythrodermie : érythéme couvrant 90 % de la surface corporelle. Cette érythrodermie
peut se présenter sous différentes formes: elle est chronique et souvent pigmentée,
cedémateuse, infiltrée, et trés prurigineuse (17). Elle peut également étre seche et
squameuse voir discréte. D’autres signes cliniques peuvent y étre associés tels qu’une

alopécie, une kératodermie palmo-plantaire, une onychodysplasie ou un ectropion (17-19) ;
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Figure 1 : Exemple d’aspect clinique du SS

Photographies issues de I'atlas of sciences : www.atlasofscience.org
(A) érythrodermie ; (B) kératodermie palmaire ; (C) onychodysplasie (20)

v' Des adénopathies superficielles : les adénopathies supérieures a 1,5 cm ou les adénopathies

cliniqguement palpables sont prises en compte ;
v' La présence dans le sang de cellules mononucléées ayant un aspect caractéristique appelées

CS. Ces cellules sont également présentes dans la peau et les ganglions.

Les infections cutanées sont les complications majoritairement observées. Le germe le plus

fréquemment retrouvé est Staphylococcus aureus (21).
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1.2.5 Diagnostic histologique

L'anatomopathologie a une place trés importante dans le diagnostic.

Des biopsies cutanées sont prélevées afin d’étre analysées. Apres avoir été fixée dans le formol, la
biopsie cutanée est incluse en paraffine. De fines coupes histologiques sont colorées a I’'hématoxyline
éosine safran ce qui permet d’étudier la morphologie du tissu cutané. Les anomalies histologiques

permettant d’orienter le diagnostic sont les suivantes (22—-24) :

v" migration des lymphocytes dans I'épiderme sur un mode épidermotrope (lymphocytes
alignés dans la basale épidermique) ;

v' présence d’amas lymphocytaires denses dans I'épiderme, sans spongiose associée, appelé
micro-abces de Pautrier ;

v' présence d’atypies cellulaires ;

v' présence d’un infiltrat lymphocytaire dermique péri-vasculaire comportant parfois des

cellules atypiques accompagnées d’un nombre variable d’éosinophiles.

Ces anomalies histologiques ne sont pas toujours visibles. Seuls quelques signes d’inflammation non

spécifiques peuvent étre observés.

Afin de connaitre le phénotype des cellules composant I'infiltrat dermo-épidermique, des marquages
immunohistochimiques sont réalisés. L'immunohistochimie permet de confirmer la nature
lymphocytaire T de I'infiltrat (grace aux différents anticorps tels que les anti-CD2, anti-CD3, anti-CD4,
anti-CD5, anti-CD7 et anti-CD8) et de mettre en évidence des pertes antigéniques T. L’expression de

certains marqueurs tel que PD-1, qui est fortement exprimé par les CS, est également étudiée.

De plus, un réarrangement clonal des genes du TCR est recherché par PCR au niveau cutané. Les

résultats sont comparés a ceux retrouvés dans le sang.

Les biopsies des ganglions peuvent compléter I'analyse. Histologiquement, cette pathologie se
manifeste par une infiltration diffuse et monotone du ganglion par les cellules malignes. Cet
envahissement entraine un effacement de I'architecture ganglionnaire. La rate ou la moelle osseuse

peuvent également étre infiltrées.

L’histologie a donc une place centrale dans le diagnostic du SS mais peut étre décevante ou non-
contributive. Cependant, au cours du suivi, la répétition de biopsies cutanées n’est pas une option

envisageable. L'examen des CS circulantes, a partir d’un prélévement sanguin est utilisé.
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1.2.6 Diagnostic biologique

» Hémogramme
L'anémie et la thrombopénie sont souvent absentes. Le nombre de leucocytes est le plus souvent
normal. Une hyperlymphocytose est parfois associée. Les CS ont une morphologie caractéristique : ce
sont des cellules atypiques de taille petite a moyenne (de 10 a 12 um de diameétre), avec un noyau a
chromatine mature, trés irrégulier, présentant un a deux sillons dits « en coup d’ongle » ce qui lui

confére un aspect cérébriforme.

&
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Figure 2 : Exemple de CS sur un frottis sanguin coloré au May-Griinwald Giemsa.
Observation au microscope au fort grossissement X1000

> Immunophénotypage
Le SS est une maladie caractérisée par la présence de CS circulantes. Ces cellules sont
cytologiqguement reconnaissables mais aujourd’hui la CMF permet de les quantifier de facon plus
reproductible. Les critéres diagnostiques internationaux reconnus par I'ISCL et 'EORTC depuis 2007

sont:
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v" Un clone T sanguin circulant que I'on peut comparer avec un clone T cutané. S'ils sont
identiques c’est un argument fort en faveur d’'un lymphome T cutané.
v’ Et:
0 Soitplusdel 000/mm?>CS circulantes ;
0 Soit un rapport lymphocytes T CD4/CD8 > 10 ;
0 Soit 'augmentation de lymphocytes T CD4+ au phénotype anormal (> 40 % de
cellules T CD4+CD7- ou = 30 % de cellules T CD4+/CD26-) (7). En effet, la perte

d’expression d’antigénes CD26 et CD7 est un argument en faveur du diagnostic.

> Biologie moléculaire
La PCR est utilisée afin de rechercher une clonalité dans la peau et dans le sang (25). Cette technique
fait partie des critéeres de recommandations de I'EORTC. Elle peut étre utilisée afin d’étudier le
réarrangement des génes du récepteur T permettant ainsi de détecter un clone T majoritaire. La
présence d’un clone T dans le sang et/ou dans la peau a une valeur a la fois diagnostique et
pronostique. La PCR est également utile dans le suivi de la maladie résiduelle dans le sang et dans la
peau en cas de rémission clinique du SS. La recherche d’un clone T dans le sang peut également étre

réalisée par CMF.

» Cytogénétique
Méme si aucune anomalie cytogénétique pathognomonique n’a clairement été identifiée dans cette
pathologie, quelques mutations récurrentes ont été isolées sur des oncogénes, des genes
suppresseurs de tumeurs, des génes impliqués dans la signalisation cellulaire du TCR, ou encore dans

la régulation de I’ADN.

Afin de mettre en évidence des anomalies génétiques au sein des lymphomes T cutanés, da Silva
Almeida et al. ont réalisé le séquencage complet des exons a partir de I’ADN de cellules T CD4+ issues
du sang de 25 patients atteints de SS (26). En moyenne, chez ces patients, 21 altérations du nombre
de copies des genes sont identifiées. Des gains récurrents dans les chromosomes 7, 8q, et 17q sont
visibles. Des délétions récurrentes impliquant des geénes suppresseurs de tumeurs sur les
chromosomes 17p (TP53), 13q (RB1), 10q (PTEN) et 12p (CDKN1B) sont aussi retrouvées. Les
anomalies génétiques (délétions et/ou mutations) les plus fréquentes sont celles impliquant TP53

(52%) situé sur le bras long du chromosome 17 (26-29).

TP53 est le gene le plus cité dans les études (27,30,31). Ce suppresseur de tumeur codant pour la
protéine p53 est muté dans de nombreux cancers. La protéine p53 a un rdéle crucial dans
I'oncogénese. Elle est indispensable au maintien de l'intégrité cellulaire. Elle est généralement

nommeée la « gardienne du génome ».
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PLCG1 et CARD11 sont mutés chez plusieurs patients. Le pourcentage de mutation de PLCG1 est de
9% dans le SS (30,32). PLCG1 code pour une protéine, la phospholipase C gamma 1. Cette protéine
catalyse la formation d’inositol 1, 4, 5-triphosphate et de diacylglycérol a partir du
phosphatidylinositol 4,5-biphosphate. Elle est impliquée dans le réseau complexe de signalisation
engagé en aval du TCR. CARD11 est un gene qui code pour une protéine appartenant a la famille des
guanylates cyclases impliquée dans la signalisation du TCR. Plusieurs études ont rapporté la mutation

de ce géne (26,30).

Certaines anomalies touchent les génes régulateurs épigénétiques et donc I'expression des genes.
Des délétions touchant le locus de DNMT3A sont observées chez 20 % des patients atteint de SS (26).
DNMT3A est localisé sur le bras court du chromosome 2. Il régule la méthylation de I’ADN. Autre
exemple, TET2 est un géne muté dans les hémopathies myéloides ainsi que dans les hémopathies
lymphoides dont le SS. Il code pour une dioxygénase qui catalyse la transformation de 5-
méthylcytosine en 5-hydroxyméthylcytosine jouant un réle important dans la méthylation de ’ADN

et la transcription.
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1.2.7 Diagnostic différentiel du SS

Les symptomes cliniques et les critéres histologiques n’étant pas spécifiques de cette maladie, il est
important de prendre en compte le contexte global afin d’exclure d’autres pathologies (16). L’analyse
histologique peut ne pas étre spécifique, en particulier au stade précoce de la maladie. Les
pathologies provoquant des érythrodermies, les pathologies lymphoprolifératives cutanées et celles

ou I'on peut retrouver des CS circulantes sont donc a éliminer avant de conclure au diagnostic de SS.

Concernant les pathologies entrainant une érythrodermie, il faudra exclure les formes de psoriasis
érythrodermique, la dermatite atopique érythrodermique (33), les érythémes secondaires a la prise
d’un médicament, les réactions cutanées du greffon contre I'hOte, la dermatite de contact, la
dermatite séborrhéique, le lupus subaigu cutané, et le pytiriasis rubra-pilaire. Le contexte et les

antécédents aident parfois a orienter le diagnostic.
D’autres LTC font partie des diagnostics différentiels (34,35), en particulier le MF érythrodermique.

Les CS circulantes ne sont pas spécifiques du SS. Celles-ci peuvent étre retrouvées dans diverses
pathologies comme les dermatoses chroniques, la kératose solaire, la dermatite atopique, le

psoriasis, le lupus érythémateux discoide, les vascularites et les lymphomes B (36).

Le diagnostic du SS doit combiner plusieurs spécialités comme la dermatologie, 'anatomopathologie,

la biologie, I'hématologie afin de regrouper le maximum d’information pour parfaire ce diagnostic.

1.2.8 Traitement du SS

Il existe différents traitements pour cette pathologie (22,37-40). Ces traitements dépendent du
diagnostic de certitude et du stade de la maladie. lls sont discutés au cas par cas en réunion de

concertation pluridisciplinaire.

Néanmoins aucune de ces thérapeutiques n’est curative et les rechutes de ce syndrome sont
fréquentes, bien que les réponses thérapeutiques au début de la maladie soient bonnes (41). Les
thérapeutiques ont pour but d’améliorer les symptomes et la qualité de vie des patients. Il n’existe
pas de traitement de référence pour le SS. Ces divers traitements utilisés peuvent étre classés en 3

catégories principales :

v Les traitements locaux superficiels :
0 Corticostéroides topiques
0 Rétinoides topiques : Bexaroténe

O Moutarde azotée : Chlorméthine
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0 Immunomodulateurs : Carmustine, Imiquimod
0 Photothérapie UV : PUVAthérapie
0 Radiothérapie locale

0 Electronthérapie corporelle totale

v'  Les traitements systémiques :
0 Lesimmunomodulateurs : Interféron alpha, les rétinoides, la photophérése
extracorporelle (PEC)
0 Lesthérapies ciblées :
= Les anticorps monoclonaux : Alemtuzumab, Mogamulizumab
= Les inhibiteurs des histones déacétylases : Vorinostat, Romidepsin
= Les protéines de fusion : Denileukin difitox
0 Les agents cytotoxiques :
= Les antifoliques : méthotrexate et le pralatrexate
= La Gemcitabine

= La Doxorubicine liposomale non pégylée

v Lallogreffe de cellules souches hématopoiétiques

Une recommandation européenne a conclu a l'utilisation de la PEC en traitement de premiere
intention. Celle-ci est généralement bien tolérée avec des effets indésirables assez faibles (42). La
PEC est utilisée seule ou en combinaison avec un traitement topique et une autre thérapie
systémique. Si le traitement par PEC n’est pas disponible, I'utilisation de I'interféron seul ou associé a
la PUVAthérapie et du méthotrexate peut étre envisagée. Les autres traitements sont utilisés de
préférence en deuxieme ligne. lls sont associés ou combinés a d’autres traitements (43). L'allogreffe

de cellules souches est réalisée en dernier recours chez les jeunes patients.
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2. Place de la CMF dans le diagnostic et dans le suivi du SS

2.1 Importance de la CMF dans le diagnostic et dans le suivi du SS

La CMF est une véritable aide a I'orientation diagnostique des différents lymphomes.

La détection et la quantification des CS sont évaluées au microscope sur frottis sanguins. Quelle que
soit I'expérience du cytologiste, il reste difficile d’affirmer la présence de CS sur les seuls critéres
morphologiques. Les CS peuvent étre observées en petit nombre dans le sang au cours de diverses
dermatoses bénignes telles que I'eczéma, le psoriasis ou le parapsoriasis en plague (36). Ce compte

demeure trés opérateur-dépendant.

L’analyse des réarrangements des génes du récepteur T par biologie moléculaire permet d’identifier
un clone T. C'est I'une des techniques de référence pour permettre le diagnostic du SS. Elle ne

permet pas tout le temps d’identifier un clone.

La CMF peut également étre utilisée afin de rechercher un clone T. Le panel d’anticorps anti-V(

utilisé pour identifier le clone T permet d’identifier seulement 70 % des antigenes du TCR (44).

Dans le but d’aider au diagnostic du SS, la CMF identifie le phénotype des cellules des patients (45).
Cette technique définit rapidement l'intensité d’expression d’un marqueur et le pourcentage de
cellules concernées en utilisant un large panel d’anticorps. Les CS sont des lymphocytes T CD4+ qui
ont perdu l'expression de certains marqueurs et sont caractérisées par l'apparition d’autres

marqueurs (46).

De plus, un rapport CD4/CD8 > 10 est retrouvé chez 48 a 88 % des patients atteints de SS (47).
Cependant, pres de 20 % des patients ayant une érythrodermie bénigne peuvent présenter eux aussi

un rapport CD4/CD8 = 10.

Pour aider au diagnostic, I'ISCL a introduit des critéres diagnostiques concernant la perte

d’expression des marqueurs CD7 (48) et CD26 (49).

La CMF repére la population de cellules T malignes caractérisée par des cellules T CD4+/CD7- ou T

CD4+/CD26-(50). Les critéres retenus par I'ISCL sont les suivants :
v" Lymphocytes T CD4+CD7- > a 40 % du total lymphocytaire

ou

v" Lymphocytes T CD4+CD26- > 4 30 % du total lymphocytaire
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Le CD7 est une glycoprotéine membranaire de la famille des immunoglobulines exprimée sur 85 a

90% des cellules T sanguines chez I'adulte sain, sur les NK, et sur les thymocytes.

Le CD26 est une protéase membranaire présente a la surface des cellules T périphériques, des
cellules endothéliales et des cellules épithéliales. Cette protéine est impliquée dans la régulation

immunitaire, la transduction de signal et I'apoptose.

Dans les études, les CS sont définies par la perte de CD7 et de CD26 et la monotypie du TCR Vp. Bien
qgue la grande majorité des lymphocytes T CD4+ sains soient CD26+ et CD7+, une petite partie de
cellules normales peut avoir perdu I'expression de ces marqueurs : c’est le cas chez des patients
ayant des dermatoses inflammatoires. (7,46,47,51,52). En I'absence de marqueurs plus spécifiques
des CS, certaines cellules CD26- CD7- pourraient ne pas étre malignes. Cela augmente donc

faussement le nombre de cellules ayant un phénotype de type CS.

Plusieurs auteurs ont tenté d’identifier des marqueurs phénotypiques permettant d’individualiser les
CS des autres cellules T non malignes (20,49,53,54). La complexité de cette pathologie est
caractérisée par la variabilité d’expression de différents marqueurs. Certaines CS expriment des
marqueurs retrouvés physiologiquement sur des cellules saines et inversement, certaines cellules
saines expriment ou perdent |'expression de marqueurs retrouvés sur les CS. Egalement, de
nombreux états inflammatoires et notamment des dermatoses impliquant des lymphocytes T

induisent ou diminuent I'expression de ces marqueurs.

A titre d’exemple, des études montrent que la CS est un lymphocyte T mature exprimant CD2, CD3,
CD4, CD5, TCRap, et n’exprimant pas CD8. Cependant, les CS peuvent perdre |'expression des
marqueurs CD2, CD3, CD5.

L'identification de marqueurs spécifiques des CS serait une avancée pour diagnostiquer cette

maladie.

Tout cela nous prouve qu’il n’existe pas de profil immunophénotypique spécifique du SS.
L'immunophénotypage est d’autant plus délicat a interpréter que le nombre de CS est faible et qu’il
pourrait exister plusieurs clones de CS chez un méme patient. Cette hypothese a été étudiée et serait
peut étre la cause de nombreuses rechutes de cette maladie (55). La combinaison de différents

marqueurs faciliterait I'identification des cellules T malignes.

Concernant le suivi de la maladie, celui-ci peut étre réalisé grace a la CMF si un clone VB a été
identifié. Dans le cas contraire, le suivi nécessite que le phénotype des CS soit stable dans le temps,

ce qui n'est pas toujours le cas. En effet, Novelli et al. ont montré que quelques patients atteints de
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SS n’expriment pas le méme phénotype suite aux traitements administrés (56). Dans les cas ol ce
suivi est possible, Scarisbrick et al. ont publié des recommandations concernant I'analyse par CMF
des taux de lymphocytes malins sanguins suite a la mise en place des traitements. Cela permet

d’évaluer I'efficacité des traitements mis en place (57) (Annexe 3).

Nous allons étudier 3 marqueurs (CD158k, CD28 et CD279) afin d’évaluer si leur recherche

simultanée permet une aide au diagnostic et au suivi de cette pathologie complexe.

2.2 Les différents marqueurs

2.2.1 LeKIR3DL2 : CD158k

Les KIR3DL2 sont des récepteurs exprimés par les lymphocytes NK et par certains lymphocytes T

CD3+ CD8+.

La famille des KIR, a laquelle appartient KIR3DL2, interagit avec les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe I. Cette interaction induit une cascade de signalisation aboutissant a
I'activation ou a l'inhibition de fonctions cellulaires effectrices et immunorégulatrices. Ces récepteurs

sont des homodimeéres. Chaque homodimere est constitué de différentes parties :

v" Une partie extracellulaire composée de 3 domaines immunoglobuliniques ;
v" Une partie transmembranaire ;
v" Une partie intracellulaire qui contient des motifs ITIM (immunoreceptor tyrosine-based

inhibition motifs) qui a un réle inhibiteur.

Bagot et al. ont mis en évidence la présence de CD158k sur les CS (58) . Bouaziz et al. ont comparé
I’expression de ce marqueur au niveau cutané entre des patients atteints de SS et des patients ayant
une pathologie inflammatoire bénigne entrainant une érythrodermie (59). lls ont montré que ce
marqueur n’est pas exprimé de fagon significative a la surface des cellules CD4+ chez les patients
sains et chez les patients qui ont une pathologie inflammatoires bénigne. Une autre étude a évalué
au niveau cutané par immunohistochimie I'expression de ce marqueur entre des patients atteints de
SS et des patients ayant un MF a un stade précoce (60). Le marquage des cellules tumorales était

positif pour les patients ayant un SS mais négatif pour les patients ayant un MF a un stade précoce.

L'expression de ce marqueur évaluée par CMF varie entre 65 et 97 % des patients chez les patients

atteints de SS selon différentes études (61-63).
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D’autres études montrent que pour la plupart des malades, le clone tumoral CD158k+ se retrouve
aussi bien dans le sang que dans la peau (60). En cas de rémission clinique, ce marqueur serait

absent (64).
Deux axes de recherche sont a aborder pour le CD158k :

v' son intérét en tant que facteur pronostique pour I'évolution du SS ;

v sa présence aprés la mise en place de différentes thérapeutiques.

Au-dela de I'utilité diagnostique de ce marqueur, nous ne savons pas si ce récepteur a la méme
fonction sur les CS que sur les lymphocytes NK. Etant donné que ce récepteur est exprimé sur les CS
mais pas sur les lymphocytes T CD4+ sains, leur role dans la prolifération et dans la résistance a
I'apoptose reste a étudier (64). De plus, de nouvelles thérapeutiques dirigées contre ce marqueur

sont en cours d’essai pour cibler spécifiquement les cellules tumorales (65).

2.2.2 Le(CD28

Le CD28 est un homodimere de 44 kDa. Le CD28 est un récepteur qui se lie au CD80 et au CD86. Il a
un role trés important dans les interactions des lymphocytes B et T. Il est impliqué dans l'initiation et

dans la régulation d’une voie de transduction de signal différente de celle stimulée par le TCR.

CD28 est exprimé sur les cellules T naives. A ce stade, sa liaison avec la molécule B7 va permettre de
stimuler la prolifération des lymphocytes T. Au cours du processus de différenciation des cellules T en
cellules mémoires effectrices, I'expression de CD28 diminue. Il n’est donc pas exprimé a la surface

des lymphocytes T mémoires effecteurs.

CD28 et CTLA4 (cytotoxic antigen T lymphocyte 4) sont des co-récepteurs présents a la surface des
cellules T. lls ont des effets opposés sur I'activation des cellules T. Dans les cellules saines, I’activation
de CD28 stimule la prolifération cellulaire. A I'inverse I'activation de CTLA4 inhibe la prolifération

cellulaire. Or CTLA4 lie les ligands avec une affinité et une avidité plus importante que CD28 (66,67).

A la surface des cellules tumorales, Sekulic et al. ont mis en évidence la fusion de CTLA4 et de CD28.
Lorsque la partie extracellulaire de CTLA4 est fusionnée avec la partie intracellulaire de CD28,
I'inhibition exercée au préalable par CTLA4 est levée. Cela entraine donc la prolifération des cellules
malignes (68). La découverte de cette mutation a permis le développement d’une nouvelle molécule,
I'lpilimumab. Cette molécule est un anticorps anti-CTLA4 qui inhibe ce signal pro-oncogénique. Un
seul patient ayant un SS a été testé ne permettant pas de conclure quant a l'efficacité de ce

médicament.
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Figure 3 : Mécanisme d’action de I'lpilimumab d’aprés Sekulic et al. (69).

(A) : Dans les cellules saines, CD28 stimule la prolifération cellulaire tandis que CTLA4 I'inhibe.

(B) : Dans les CS, la fusion de la partie extracellulaire de CTLA4 avec la partie intracellulaire de CD28

leve I'inhibition de la prolifération cellulaire engendrée auparavant par CTLA4.

(C) L'lpilimumab, un anticorps anti-CTLA4 inhibe les signaux médiés par CTLA4 dans les cellules saines

ainsi que dans les CS lorsque CTLA4 est fusionné a CD28.

La fusion concerne la partie extracellulaire de CTLA4 avec la partie intracellulaire de CD28. Dans le
cadre de notre travail, nous supposons que cette fusion entraine également une perte d’expression
de la partie extracellulaire de CD28 a la surface des cellules malignes. Nous allons étudier si

I’expression de CD28 est diminuée a la surface des CS.
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2.2.3 Le(CD279

CD279 est également connu sous le nom de PD-1 (programmed cell death 1). Cette glycoprotéine
transmembranaire est un récepteur immunomodulateur. Elle est exprimée par différentes cellules
telles que les cellules T activées, et les cellules B. Elle contient un motif ITIM dans sa région
intracytoplasmique. L’interaction avec ses ligands (CD273 et CD274) entraine l'inhibition de la
prolifération des lymphocytes T et de la sécrétion de cytokines. Des publications étudiant
I’expression de PD-1 en immunohistochimie sur des biopsies de peau montrent que |'expression de
ce marqueur est significativement augmentée chez les patients atteints de SS en comparaison avec
les patients ayant un MF et avec les patients sains. A I'inverse, d’autres publications montrent que ce

marqueur est également fortement exprimé dans le MF (24,70-72).

L’expression de ce marqueur a également été étudiée a partir de biopsies cutanées chez des patients
ayant des pathologies inflammatoires bénignes et chez des patients atteints de SS. Une expression

augmentée de ce marqueur est plus fréquemment retrouvée chez les patients atteints de SS (73).

L'expression de PD-1 sur les lymphocytes malins a été étudiée en cytométrie en flux. Horna et al.
n’ont pas mis en évidence de différence significative entre les patients atteints de MF et de SS. En
revanche, il existe une augmentation significative de I’expression de PD-1 sur la population de
lymphocytes malins dans le SS et le MF en comparaison avec les lymphocytes T CD4+ issus de
patients sains (74). Samimi et al. ont mis en évidence une augmentation de I'expression de PD-1 chez
les patients ayant un SS en comparaison avec les lymphocytes T CD4+ des patients atteints de MF et

des patients sains (75).

2.3 Objectif

L’objectif principal de cette étude est d’établir une méthode d’aide au diagnostic du SS par CMF en
évaluant les criteres internationaux dans notre pratique courante et en y associant I'expression de

nouveaux marqueurs (CD158k, CD279, CD28).

L’objectif secondaire de ce travail est d’étudier la répartition de ces marqueurs membranaires sur les

cellules de patients afin de distinguer plusieurs classes phénotypiques de SS.
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3. Patients et méthode

3.1 Patients

Tous les patients de cette étude rétrospective ont été vus au CHU de Toulouse. Les diagnostics ont
été posés par les cliniciens, en accord avec I'ensemble des données bio-cliniques, notamment
I’évaluation anatomo-pathologique d’une biopsie cutanée, lorsque cela a été nécessaire. Les
échantillons sanguins des patients ont été prélevés sur tube EDTA. Au total, 426 préléevements
distincts ont été analysés pour suspicion clinique de lymphome T cutané ou prolifération de

lymphocytes T CD4+, selon les critéres du laboratoire (hyperlymphocytose et ratio CD4/CD8>10).

Ces prélevements concernent 290 patients inclus dans I'étude : 98 femmes et 192 hommes. Parmi
ces patients on retrouve 21 cas de SS (soit 7,2 %), 38 cas de MF (13,1 %), 38 cas d’hémopathies
lymphoides T CD4+ (13,1 %) ainsi que 193 patients non atteints de SS, de MF ou de lymphome T
cutané (66,6 %). Les inclusions ont eu lieu sur la période de janvier 2015 a décembre 2018. Leur age

est compris entre 14 et 101 ans pour une moyenne de 66 ans.

3.2 Méthode

3.2.1 Cytologie

Les numérations et les formules sanguines ont été réalisées sur les automates XN 2000 Sysmex® au
CHU de Toulouse, a partir de prélevements sanguins sur des tubes EDTA. Les frottis sanguins ont été
réalisés par I'automate SP-10 de Sysmex®. Cet automate permet d’étaler et de colorer au MGG les
lames afin de réaliser I'’étude morphologique des cellules. La recherche de CS est faite au microscope

par un technicien d’hématologie et validée par un biologiste.

3.2.2 Cytométrie en flux multiparamétrique

Un volume de 100 pL de sang total EDTA est additionné a un mélange d’anticorps couplés a des
fluorochromes (Tableau 5) et incubé a température ambiante pendant 30 minutes a I'abri de la
lumiére. Puis, ce mélange est centrifugé 5 minutes a 1500 tours/minutes. L’ajout de 2 mL de tampon
de lyse au culot cellulaire permet de lyser les globules rouges. Ce tampon est obtenu en diluant au
1/10™™ |a solution BD FACS lysing solution 10X. Le culot cellulaire et la solution de lyse sont incubés
10 minutes a I'abri de la lumiere a température ambiante, puis centrifugés 5 minutes a 1500
tours/minutes. Puis, 2 mL de Cell Wash sont ajoutés au culot cellulaire et une nouvelle centrifugation

est effectuée dans les mémes conditions que précédemment. Les cellules lavées sont remises en
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suspension dans 250 plL de Cell Wash. L’acquisition est réalisée sur au moins 40 000 évenements sur
un cytometre NAVIOS® (BECKMAN COULTER®), puis I'analyse des données est effectuée a I'aide du

logiciel Kaluza®.

Tableau 5 : Liste des anticorps couplés a leurs fluorochromes utilisés

Fluorochrome Cible Volume (uL) Canal
FITC CD26 20 FL1
PE CD158 10 FL2
PECF594 CD28 5 FL3
PerCP 5.5 CD7 5 FL4
PC7 CD4 2 FLS
APC CD30 5 FL6
AA700 CD3 5 FL7
AA750 CD8 5 FL8
Bv421 CD279 5 FL9

BV510 CD45 5 FL10

3.2.3 Stratégie de fenétrage des cellules d’intérét

» Expression du CD4 par les lymphocytes T
Les agrégats cellulaires appelés doublets sont d’abord éliminés selon les pratiques usuelles du

laboratoire (Figure 4A). Les parametres mesurés en CMF sont :

v la réfraction de la lumiére & 90° (Side Scatter = SSC) qui nous informe sur la granularité de la
cellule ;
v’ la diffusion de la lumiére dans I’axe (Forward Scatter = FSC) qui nous renseigne sur la taille de

la cellule.

Les leucocytes sont ciblés sur la population CD45+, ce qui permet d’éliminer les débris cellulaires, les
plaguettes et les globules rouges non lysés. Les lymphocytes sont ciblés sur le graphe bi-
paramétrique CD45+/SSC. lls expriment fortement le CD45 (nuage bleu foncé, Figure 4B). De cette

population sont exclus les monocytes qui expriment faiblement le CD4.

Dans le cadre de cette étude, la population de lymphocytes d’'intérét est ciblée en utilisant les

marqueurs CD3 et CD4. Trois sous-populations de lymphocytes sont identifiées :
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v les lymphocytes CD3+ CD4- (qui correspondent aux lymphocytes T CD8+ et T CD4- CD8-). Les
lymphocytes T CD8+ peuvent également étre exclus en ciblant la population de lymphocytes
CD3+ CD8+;

v les lymphocytes CD3-CD4- (qui correspondent aux lymphocytes B CD19+ et aux NK) ;

v les lymphocytes CD3+ CD4+ qui représentent notre population de lymphocytes T d’intérét.

Les lymphocytes NK qui sont obligatoirement CD3- ne sont donc pas pris en compte dans notre

population d’intérét.

Mono

Figure 4 : Stratégie de fenétrage des sous-populations lymphocytaires a partir de sang total.
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Les doublets sont éliminés (A). A partir du fenétrage des leucocytes totaux, les monocytes sont
identifiés puis les lymphocytes (B). Parmi les lymphocytes, les lymphocytes T CD3+CD4+ sont
sélectionnés (C) tandis que les lymphocytes T CD3+CD8+ (D), les lymphocytes CD4-CD8- et les

lymphocytes CD4+CD8+ sont exclus (E) de I'étude.

> Perte d’expression du CD26 et du CD7
D’apres les critéres diagnostiques internationaux reconnus par I'ISCL et 'EORTC depuis 2007 cités
précédemment, nous avons choisi de cibler la population de lymphocytes CD3+CD4+CD26-CD7+/-.

Cette population correspond phénotypiquement aux CS.

A partir des lymphocytes totaux puis des lymphocytes CD3+CD4+, deux sous populations sont

identifiées :

v les lymphocytes CD4+CD7-;
v les lymphocytes CD4+CD26- .

Enfin, a partir des lymphocytes CD3+CD4+ uniquement, les lymphocytes CD26- et CD7+/- sont

identifiés.
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Figure 5 : Stratégie de fenétrage des sous-populations lymphocytaires de phénotype
CD3+CD4+CD26-CD7+/-a partir de sang total.

A partir du fenétrage des lymphocytes totaux et des lymphocytes T CD3+CD4+, les taux de cellules
CD3+CD7- (A) et les cellules CD4+CD26- (B) sont quantifiés. Enfin, parmi les lymphocytes T CD3+CD4+

les cellules n"exprimant pas le CD26 et exprimant +/- le CD7 ont été sélectionnées (C).
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» Expression des nouveaux marqueurs par les CS
Suite aux résultats publiés par Bahler et al., nous avons choisi d’étudier I'expression de CD158k
exprimée par les CS (63). Nous avons également sélectionné le CD279 suite aux travaux de Kantekure
et al. (72). A l'inverse, suite a I’étude publiée par Sekulic et al. nous avons émis I’hypothése que nous

retrouverions une diminution d’expression de CD28 (69).

L'expression de ces différents marqueurs a été analysée par CMF multiparamétrique a I'aide du
logiciel Kaluza®. L'expression de chacun de ces marqueurs a été représentée en fonction des cellules
CD3+ soit sur les lymphocytes totaux, soit sur les lymphocytes CD3+CD4+, soit sur les CS

(CD3+CD4+CD26-CD7-/lo).

L'expression du CD158k en fonction du CD279 ou encore |'expression du CD158k en fonction du

CD28 parmi la population CD3+CD4+ a également été représentée.
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Figure 6 : Stratégie de fenétrage des sous-populations lymphocytaires a partir de sang total.

A partir du fenétrage des lymphocytes totaux, des lymphocytes T CD3+CD4+ et des lymphocytes T
CD26-CD7+/-, les cellules n’exprimant pas les marqueurs CD279 (A), CD158k (B) et CD28 (C) sont
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ensuite exclues. Parmi la population de lymphocytes T CD3+CD4+, I'expression de CD158k en

fonction de CD279 (D) et de CD28 (E) a été étudiée.

Figure 7 : Stratégie de fenétrage des sous-populations lymphocytaires a partir de sang total
d’un patient atteint d’un SS.

Dans cet exemple, nous pouvons observer une population de cellules CD3+CD4+CD26-CD7 mod

exprimant CD279 et CD158k.

Figure 8 : Stratégie de fenétrage des sous-populations lymphocytaires a partir de sang total
d’un patient atteint de MF.

Sur ce graphe, nous pouvons voir une population de cellules CD3+CD4+CD26-CD7 mod exprimant

CD2s8.

» Clonalité T
Lorsqu’une population de CS importante est mise en évidence, une recherche de clonalité T est faite
par cytométrie en flux, en quantifiant I'expression des V. En cas de surexpression d’un sous-type Vj,

celui-ci est quantifié dans le but de suivre la maladie résiduelle. La population de lymphocytes T
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CD3+CD4+ est identifiée. Puis, la population de cellules clonales identifiable grace a I'expression de la
chaine VB de son TCR est mise en évidence parmi les lymphocytes totaux et parmi les lymphocytes T

CD3+CD4+.

Figure 9 : Stratégie de fenétrage des sous-populations lymphocytaires a partir de sang total.

Suite au fenétrage des lymphocytes T CD3+CD4+ (A), les cellules exprimant le VP correspondant au

clone identifié sont incluses (B).

> Tests statistiques
La comparaison des pourcentages d’expression de chaque marqueur par les différentes sous-

populations lymphocytaires a été réalisée a I'aide d’un test de Mann-Whitney.

Les courbes ROC (Receiver Operating Characteristic) ont été construites a I'aide du logiciel Tanagra
pour chaque marqueur étudié. L’AUC (Area under the curve) calculée est spécifiée. Elle permet

d’établir le meilleur parameétre diagnostique.
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4. Résultats

4.1 Caractéristiques des patients inclus dans la cohorte

Au total, 426 prélevements de 290 patients ont été analysés. 21 patients font partie du groupe ayant
un SS, 38 patients ont un MF, 38 patients ont un lymphome T cutané autre qu’un SS ou un MF et 193

patients n’ont pas de lymphome T cutané et représentent donc le groupe contréle.

Non LT
67%

Figure 10 : Répartition des patients en fonction de leur diagnostic au sein de la cohorte d’étude

Dans le groupe SS, I’dge médian est de 83 ans, le ratio homme/femme est de 2,8.
Dans le groupe MF, I'dge médian est de 71 ans et le ratio homme/femme est de 4,43.

Dans le groupe des autres lymphomes T cutanés I'dge médian est de 67 ans et le ratio

homme/femme est de 3,2.

Dans le groupe non LT, '4ge médian est de 67 ans et le ratio homme/femme est de 1,54.
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Certains patients ont été prélevés plusieurs fois au cours de leur suivi. Le pourcentage de patients

ayant eu un nombre de prélevements donné est indiqué dans le diagramme ci-dessous (figure 11).

. Nombre de
Cohorte de 290 patients prélevements
par patient
o1
o2
28% 3
wa
"6
1,0%
03% m7
0,3%
0,3%
03% "8
w17
21

Figure 11 : Pourcentage de patients ayant eu un nombre donné de prélevements

Plus de 50 % des patients n’ont qu’un seul prélevement. Les patients SS sont généralement suivis au

cours du temps et ont un nombre de prélévements plus important (figure 12).
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Nombre de prélevements par patient SS
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prélevements
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Figure 12 : Pourcentage de patients ayant un SS associé au nombre de prélevements effectués.

Parmi les 21 patients SS, seulement 18 sont utilisés pour la suite de I'étude. Les 3 patients exclus ont

des diagnostics trop antérieurs a la date de leur premier prélevement dans I'étude.
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4.2 Evaluation du taux de lymphocytes en fonction des différents groupes
de patients

Figure 13 : Taux de lymphocytes dans les différents groupes étudiés.

Les différentes analyses statistiques ont été faites avec le test de Mann-Whithney. Chaque croix

représente un patient. En rouge est représentée la moyenne de chaque groupe.

Les patients SS ont statistiqguement un taux plus élevé de lymphocytes et de lymphocytes T par
rapport aux groupes ayant un MF et ceux n’ayant pas de lymphome T. Les patients SS ont un taux de
lymphocytes T CD4+ plus élevé par rapport aux autres groupes de patients. Cette différence est
d’autant plus importante quand on compare le groupes SS au groupe MF et le groupe SS au groupe

non LT (figure 13).
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4.3 Evaluation des critéeres diagnostiques définis par I'ISCL

4.3.1 Evaluation du ratio CD4/CD8 en fonction des groupes de patients

Figure 14 : Ratio CD4/CD8 dans les différents groupes étudiés.

Le ratio CD4/CD8 est plus élevé chez les patients SS en comparaison avec les autres groupes de
patients, et surtout en comparaison avec les patients MF et non LT (figure 14). Cela est en accord
avec les critéres diagnostiques de I'EORTC indiquant qu’un ratio 2 10 est en faveur d’'un SS. Lorsqu’on
fixe le seuil de positivité du ratio CD4/CD8 supérieur ou égal a 10, la valeur prédictive positive (VPP)
est de 43 % et la valeur prédictive négative (VPN) est de 93 % quand on compare les patients SS
versus non LT.

La premiére étape consiste a définir le pourcentage de cellules malignes au sein de la population
lymphocytaire T CD4+. Le pourcentage est défini par les lymphocytes CD3+CD4+CD26-. Comme vu
précédemment, les recommandations de I'ISCL montrent qu’un pourcentage de lymphocytes
CD3+CD4+CD26- > 30 % est un argument en faveur d’un SS. Nous avons évalué ce pourcentage ainsi

que le taux de lymphocytes CD3+CD4+CD26-/pL dans les différentes catégories de patients.
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4.3.2 Evaluation du pourcentage et du nombre de cellules CD3+CD4+CD26- en
fonction des groupes de patients

Figure 15 : Comparaison des pourcentages et du nombre de lymphocytes CD3+CD4+CD26-

Le pourcentage et le nombre de lymphocytes CD3+CD4+CD26-/uL sont augmentés chez les patients
SS en comparaison avec les autres patients (figure 15). En appliquant un seuil a 30 % de lymphocytes

CD3+CD4+CD26-, on obtient une VPP a 56 % et une VPN a 98 %.
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4.3.3 Evaluation du pourcentage et du nombre de cellules CD3+CD4+CD7- en fonction
des groupes de patients

Figure 16 : Comparaison des pourcentages et du nombre de lymphocytes CD3+CD4+CD7-

Nous avons étudié le pourcentage et le nombre de lymphocytes CD3+CD4+CD7-/uL. Nous observons
une augmentation de cette population lymphocytaire au sein du groupe SS en comparaison avec les
autres patients (figure 16). Les recommandations de I'ISCL montrent qu’un pourcentage de
lymphocytes CD3+CD4+CD7- 2 40 % est un argument en faveur d’un SS. Lorsque nous respectons ces
seuils, nous obtenons une VPP de 71 % et une VPN de 94 %. Bien que l'on retrouve une
augmentation de cette population lymphocytaire au sein du SS, ces seuils restent insuffisants pour
établir un diagnostic. Ils permettent en revanche d’éliminer avec quasi-certitude le diagnostic de SS

lorsque le seuil n’est pas atteint.

4.3.4 Evaluation des performances diagnostiques des différents paramétres

Nous avons calculé les courbes ROC (Receiver Operating Characteristic) pour déterminer les
parametres ayant les meilleures performances diagnostiques entre le groupe SS et le groupe non LT

(figure 17).
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Figure 17 : Courbes ROC et AUC correspondantes pour les différents parameétres

Le pourcentage de cellules CD4+CD26- est le parameétre ayant les meilleures performances
diagnostiques. Le pourcentage de cellules CD4+CD26-/CD4+, le pourcentage de cellules CD4+CD26-
/CD3+ et le taux de cellules CD4+CD26-/uL présentent également de bonnes performances

diagnostiques. Ces parametres peuvent étre utilisés pour aider au diagnostic.

4.3.5 Evaluation des seuils des différents paramétres

Nous avons utilisé la méthode de Fayyad et Irani (76) afin d’établir les seuils diagnostiques pour
chaque parametre entre la cohorte de patients SS et non LT. Ces résultats sont en accord avec les
recommandations de I'ISCL. Le seuil pour le ratio CD4/CD8 est calculé a 13,7 (contre 10 selon les
recommandations de I'ISCL). Le seuil de cellules CD4+CD26- est fixé a 27,5 % (contre 30 % selon les
recommandations de I'ISCL) et le seuil de cellules CD4+CD7- est fixé a 36 % (contre 40 % selon les

recommandations de I'ISCL). Nos seuils correspondent bien aux recommandations de I'ISCL.
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Dans un second temps, afin de différencier les patients ayant un SS des autres patients, nous avons
évalué I'expression de CD158k, de CD279 et de CD28 au sein de la population de lymphocytes

CD3+CD4+CD26-CD7 faible.

4.4 Evaluation de I’expression des différents marqueurs en fonction des
groupes de patients

4.4.1 Evaluation du pourcentage et du nombre de cellules CD3+CD4+CD26-CD7 faible
CD28-

Figure 18 : Comparaison des pourcentages et des taux de lymphocytes CD3+CD4+CD26-CD7
faible CD28-

Une augmentation du pourcentage de cellules CD3+CD4+CD26-CD7 faible CD28- est retrouvée au
sein du groupe de patients MF en comparaison avec les patients SS (figure 18). Aucune différence
statistiquement significative n’est retrouvée quand on compare le taux de cellules CD3+ CD4+ CD26-

CD7 faible CD28 - entre les différents groupes de patients.
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4.4.2 Evaluation du pourcentage et du nombre de cellules CD3+CD4+CD26-CD7 faible
PD-1+

Figure 19 : Comparaison des pourcentages et des taux de lymphocytes CD3+CD4+CD26-CD7
faible PD-1+

Le pourcentage d’expression et le taux de cellules CD3+CD4+CD26-CD7 faible PD-1+ est augmenté
chez les patients SS en comparaison avec les autres groupes (figure 19). De tels résultats sont

similaires a ceux montrés par Samimi et al. (75).

4.4.3 Evaluation du pourcentage et du nombre de cellules CD3+CD4+CD26-CD7 faible
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Figure 20 : Comparaison des pourcentages et des taux de lymphocytes CD3+CD4+CD26-CD7
faible CD158k+
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Concernant le pourcentage d’expression de CD3+CD4+CD26-CD7 faible CD158k+, celui-ci est
significativement augmenté chez les patients ayant un SS (figure 20). Cela est en accord avec les

différentes études citées précédemment.

4.4.4 Evaluation des performances diagnostiques du pourcentage et du nombre de
cellules CD158k+, PD-1+ ou CD28-

Nous avons ensuite évalué pour chacun des 3 marqueurs la courbe ROC et les seuils diagnostiques.
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Figure 21 : Courbes ROC des pourcentages et des taux de cellules CD158k+ et de cellules
CD279+

Le seuil diagnostique est fixé a 12 % et 99 cellules/uL pour les cellules CD158k+ et a 44 % et 66

cellules/uL pour les cellules PD-1 selon la méthode de discrétisation de Fayyad et Irani (76).

D’apres les courbes ROC, le pourcentage et le taux de cellules CD158k+ et PD-1+ présentent de

bonnes performances diagnostiques et peuvent contribuer au diagnostic (figure 21).
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Figure 22 : Courbe ROC des pourcentages et des taux de cellules CD28-

En revanche, le pourcentage et le taux de cellules CD28- ne présentent pas de bonnes performances

diagnostiques (figure 22). Il ne peut donc pas étre utilisé comme un argument diagnostique dans le

SS.

4.4.5 Etablissement d’un score diagnostique en fonction des résultats des
performances diagnostiques

Afin d’aider au diagnostic du SS, nous avons établi un score diagnostique en fonction des AUC des

courbes ROC (tableau 6). Le score maximal est de 12.

Tableau 6 : Score en fonction des performances diagnostiques des différents marqueurs

Item seuil AUC score
CD4+CD26- >30 % des lymphocytes 0.971 3
CD4+CD26- >450/pL 0.910 2

CD4+CD7- >40 % des lymphocytes 0.702 0.5
CD4+CD7- >350/uL 0.705 0.5
CD4+CD26-PD-1+ >70/uL 0.950 2
CD4+CD26-PD-1+ >40 % 0.838 1
CD4+CD26-CD158+ >100/uL 0.931 2
CD4+CD26-CD158+ >10 % 0.852 1
12
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La répartition des groupes de patients en fonction de leur score est la suivante :

Figure 23 : Pourcentage de I'ensemble des patients ayant un SS, un MF, un LT ou sains en
fonction du score calculé

Plus le score est élevé plus le pourcentage de patients SS augmente (figure 23). A l'inverse, plus le

score est bas, plus le pourcentage de patients non LT est élevé.

Les % des patients SS ont un score supérieur a 8.
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4.5 Etude de la co-expression des marqueurs de surface au sein de la
population lymphocytaire

Nous avons évalué I'expression des marqueurs au sein de la population lymphocytaire pour chaque
groupe de patients. Faible Intense

Intensité de fluorescence

Figure 24 : Différents groupes de lymphocytes en fonction de I'intensité d’expression des
marqueurs

Groupe de cellules Marqueurs exprimés

1 CD4+ CD26- CD7- PD1- CD158k+
2 CD4+ CD26- CD7+ PD1- CD158k+
3 CD4+ CD26- CD7- PD1- CD158k-
4 CD4+ CD26- CD7+ PD1+ CD158k-
5 CD4+ CD26- CD7+ PD1- CD158k-

Figure 25 : Différents groupes de cellules chez les patients SS, non LT et MF
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La population lymphocytaire est analysée a l'aide de FlowSOM (77). FlowSOM est un logiciel
d’analyse multivariée non supervisée qui permet le regroupement, sous forme de nceuds, des
cellules ayant des phénotypes similaires. Chaque zone, correspondant a un groupe de lymphocytes
identiques, est définie ensuite manuellement apres analyse de I'expression des différents marqueurs
(figure 24). U'intensité d’expression d’'un marqueur est représentée en couleur : lorsque les cellules a
I'intérieur d’'une zone sont rouges, le marqueur est fortement exprimé. A l'inverse, lorsque les

cellules sont grises, le marqueur est faiblement exprimé.

Chaque groupe de patients est ensuite analysé selon I'arbre de nceuds élaboré dans FlowSOM (figure
25). Pour les patients SS, nous avons identifié 5 groupes de cellules. Par exemple, les cellules du
groupe 1 sont CD4+CD26- CD7- PD-1-CD158k+ et CD28+ (figure 25). A noter que les cellules des 5

groupes sont par définition CD4+CD26-.

Les patients non LT et MF, nous pouvons observer qu’ils présentent moins de cellules dans les
groupes 1 a 5, notamment dans le groupe 1 et 2 (figure 25). La majorité de leurs cellules sont
CD4+CD26+CD7+PD-1-CD158k- CD28+ (en vert, en bas a droite) ou n’expriment aucun des

marqueurs (lymphocytes B en bleu, en haut a droite).
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Figure 26 : Pourcentage des lymphocytes totaux contenus au sein des 5 groupes de cellules.

Lorsque I'on analyse le pourcentage de lymphocytes totaux qui sont dans les 5 groupes de cellules,

nous pouvons observer que la somme des 5 groupes de cellules représente 15 % de I'ensemble des
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lymphocytes dans les groupes non LT et MF (figure 26). Dans le groupe SS, la somme des 5 groupes

de cellules représente 55 % de I’ensemble des lymphocytes.

L’ensemble des cellules de ces 5 groupes sont CD4+ CD26-. Nous avons de nouveau effectué I'analyse

en se basant uniquement sur le pourcentage de cellules CD4+ CD26-.
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Figure 27 : Pourcentage des lymphocytes T CD4+ CD26- contenus au sein
des 5 groupes de cellules.

Les patients non LT et MF présentent un profil similaire (figure 27). A I'inverse, les groupes de cellules
1 et 2 sont représentés quasi exclusivement chez les patients SS. La présence de ces cellules a un

taux supérieur a 6 % permettrait donc d’orienter le diagnostic vers cette pathologie.

4.6 Etude de I'hétérogénéité de la population maligne pour chaque patient

L’expression de marqueurs différents au sein de la population CD4+CD26- est un argument en faveur
de la présence de différentes sous-populations. Nous avons évalué la présence de différentes sous-

populations au sein des cellules CD4+CD26- pour chaque patient SS.

Nous avons comparé, parmi les lymphocytes totaux, le pourcentage du clone ayant un
réarrangement des génes B du TCR (VB) au pourcentage de cellules appartenant aux 5 groupes

précédemment identifiés.
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4.6.1 Evaluation de I’hétérogénéité de la population clonale par patient

Figure 28 : Patients 1 a 13 classés selon la population CS majoritaire
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Les graphes des 5 autres patients SS n’ont pas été présentés pour des raisons techniques (absence de

fluorochromes pour les marqueurs étudiés).

Tableau 7 : Résumé des différentes populations lymphocytaires majoritaires pour chaque patient

Patients

Marqueur
Majoritaire

Groupe de
lymphocytes

% Groupe de
lymphocytes

V Beta

% V Beta

Patient 1

CD4+ CD26-
CD7+ PD-1-
CD158k+

Groupe 2

64,3 %

7.1

68 %

Patient 2

CD4+ CD26-
CD7+ PD-1-
CD158k+

Groupe 2

48,5 %

5.1

44 %

Patient 3

CD4+ CD26-
CD7+ PD-1-
CD158k+

Groupe 2

11,2 %

Patient 4

CD4+ CD26-
CD7- PD-1-
CD158k+

Groupe 1

66,2 %

48 %

Patient 5

CD4+ CD26-
CD7- PD-1-
CD158k+

Groupe 1

70,5 %

78 %

Patient 6

CD4+ CD26-
CD7- PD-1-
CD158k+

Groupe 1

59 %

18

60 %

Patient 7

CD4+ CD26-
CD7+ PD-1+
CD158k-

Groupe 4

60,4 %

4/13.6

27/62 %

Patient 8

CD4+ CD26-
CD7+ PD-1+
CD158k-

Groupe 4

25%

Patient 9

CD4+ CD26-
CD7+ PD-1+
CD158k-

Groupe 4

23,4 %

11

20%

Patient 10

CD4+ CD26-
CD7- PD-1-
CD158k-

Groupe 3

10,6 %

Patient 11

CD4+ CD26-
CD7- PD-1-
CD158k-

Groupe 3

27,2 %

5.3

41 %

Patient 12

CD4+ CD26-
CD7+ PD-1-
CD158k-

Groupe 5

27,4 %

47 %

Patient 13

CD4+ CD26-
CD7+ PD-1-
CD158k-

Groupe 5

62,4 %

96 %




> Groupe 2 : CD3+CD4+CD26-CD7+CD158k+PD-1lo

Le patient 1 présente un pourcentage de cellules clonales estimé a 68 % lorsqu’on cible son
récepteur VB. 64,3 % de ces lymphocytes sont également représentés par les cellules du groupe 2.
Le patient 2 posséde un pourcentage de cellules clonales estimé a 44 % lorsqu’on cible son récepteur

VB. 48,5 % de ces lymphocytes sont également représentés par les cellules du groupe 2.

Chez ces 2 patients, il a été possible d’identifier ses CS par ces 2 méthodes. A l'inverse, il existe une
grande diversité de clone VP chez le patient 3. La population majoritaire de cellules du groupe 2
représente seulement 11,2 % des lymphocytes. Nous retrouvons également une hétérogénéité des
cellules clonales puisque 3 groupes de cellules sont présentes chez ce patient.

Seulement 70 % des réarrangements de genes peuvent étre mis en évidence. Deux hypothéses sont

probables pour le patient 3 :

v’ ce patient présente une réelle hétérogénéité de sa population clonale ou

v’ le clone fait partie des 30 % non identifiés.

» Groupe 1: CD3+CD4+CD26-CD7-CD158k+PD-1lo

Pour les patients 4,5 et 6, le pourcentage de la population cellulaire majoritaire retrouvée en VB et

dans le groupe 1 est sensiblement le méme.
> Groupe 4 : CD3+CD4+CD26-CD7+CD158k-PD-1+

Le patient 7 présente 2 clones différents identifiés par les 2 techniques différentes. Les pourcentages

du clone majoritaire sont similaires (60,4% versus 62%).

Pour le patient 9, les pourcentages de lymphocytes clonaux sont similaires avec les 2 techniques.
Pour le patient 8, la recherche de clone n’a pas été effectuée car le clone représentait moins de 50 %

de la population lymphocytaire.
v" Groupe 3 : CD3+CD4+CD26-CD7-CD158k-PD-1-

Pour le patient 10 la recherche de clone n’a pas été effectuée.
Le patient 11 présente 41 % de cellules VB et 27,2 % du groupe 3.
v" Groupe 5 : CD3+CD4+CD26-CD7+CD158k-PD-1-

Pour les patients 12 et 13, il existe un clone majoritaire facilement identifiable.
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En conclusion, pour la majorité des patients il y a une bonne corrélation entre le pourcentage de
cellules VB et le pourcentage de cellules majoritaires présentes dans un groupe. Cette population est

homogeéne.

4.7 Etude de la population maligne et de la population clonale majoritaire
au cours du traitement

4.7.1 Suivi de 2 patients SS

Nous avons suivi 2 patients au cours de leur traitement.

Figure 29 : Suivi clinique et biologique du patient 1 au cours du temps.

Il existe une bonne corrélation entre les rechutes cliniques et biologiques. Cependant, le pourcentage
de cellules dans le groupe 2 est sensiblement le méme aprés augmentation des lymphocytes
CD3+CD4+CD26-. Il y a une légere diminution du pourcentage de cellules de la zone 2 lorsque les

lymphocytes CD3+CD4+CD26- diminuent.

63



Figure 30 : Suivi clinique et biologique du patient 4 au cours du temps

Pour le patient 4, le pourcentage de cellules situées dans le groupe 1 ne varie pas comme le nombre
de cellules CD3+CD4+CD26-. En effet, alors que nous observons une diminution importante du
nombre de cellules CD3+CD4+CD26- en un peu moins de 280 jours, le pourcentage de cellules du
groupe 1 ne semble pas varier. A l'inverse, celui-ci semble diminuer entre les jours 280 et 640 alors

qgue le nombre de cellules CD3+CD4+CD26- augmente.

Les améliorations et les rechutes cliniques et biologiques semblent étre corrélées. En revanche, le
pourcentage de cellules dans la zone majoritaire ne suit pas la méme évolution que le taux de
lymphocytes CD4+CD26-. Ce pourcentage ne permet pas de suivre I'évolution clinique et biologique

des patients.
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4.7.2 Suivi des groupes de patients SS selon I’expression combinée des marqueurs

Nous avons ensuite étudié, au sein des groupes de patients ayant un SS, I'expression combinée des

marqueurs CD158k et PD-1 au sein de la population lymphocytaire CD3+CD4+CD26-CD7 faible.
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Figure 31 : Pourcentage d’expression de CD3+CD4+CD26-CD7 faible PD-1+ en fonction du
pourcentage d’expression de CD3+CD4+CD26-CD7 faible CD158k+ chez les patients
ayant un SS.

Chaque rond représente un patient. Test de Mann-Whitney.
3 groupes sont identifiés :

v' Enbleu, les patients expriment fortement CD158k et faiblement PD-1 ;
v Enrouge, les patients qui expriment fortement PD-1 et faiblement CD158k ;

v" En noir, les patients n’expriment ni PD-1, ni CD158k.

Les patients SS ont donc une expression variable des différents marqueurs ce qui explique la

difficulté diagnostique.

Pour chacun de ces groupes, I'évolution du pourcentage des cellules CD3+CD4+CD26- a été suivie au
cours du traitement. Le nombre de cellules CD3+CD4+CD26- lors du premier prélévement correspond

au 100 %.
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Figure 32 : Evolution du pourcentage de cellules CD4+CD26- au cours du temps chez les patients

ayant un SS exprimant fortement CD158k et faiblement PD-1 au diagnostic associé a la
courbe de régression linéaire.

Les patients exprimant fortement CD158k et faiblement PD-1 diminuent leur pourcentage de cellules

CD4+CD26- au cours du temps. Il semblerait que ces patients répondent bien au traitement.
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Figure 33 : Evolution du pourcentage de cellules CD4+CD26- au cours du temps chez les patients
ayant un SS exprimant fortement PD-1 et faiblement CD158k au diagnostic associé a la
courbe de régression linéaire.

Le pourcentage de cellules CD4+CD26- a tendance a moins diminuer chez les patients exprimant
fortement PD-1 et faiblement CD158k en comparaison avec ceux exprimant fortement CD158k et

faiblement PD-1.
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Figure 34 : Evolution du pourcentage de cellules CD4+ CD26- au cours du temps chez les
patients ayant un SS n’exprimant ni CD158k ni PD-1 au diagnostic associé a la courbe
de régression linéaire.

Les patients n’exprimant aucun des 2 marqueurs présentent une diminution globale des cellules

CD4+CD26- au cours du temps.

Nous avons évalué la pente de régression pour chacun des groupes.
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Figure 35 : Pente de régression pour chacun des groupes précédemment définis.

La pente de régression chez les patients exprimant fortement CD158k est plus éloignée de zéro par

rapport a la pente de régression des patients exprimant PD-1.
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Les patients qui expriment CD158k ont une diminution plus importante de leur pourcentage de
cellules CD4+CD26- par rapport aux patients qui expriment PD-1+. Il existe donc une meilleure
réponse au traitement chez les patients exprimant le marqueur CD158k en comparaison avec les
patients exprimant fortement PD-1. Il n’existe pas de différence significative entre les patients
exprimant CD158k et les patients n’exprimant ni CD158k ni PD-1. L’expression de PD-1 serait donc un

facteur de mauvais pronostic.
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Discussion

Le SS est un variant leucémique des lymphomes T cutanés, caractérisé par une érythrodermie, des
adénopathies et un clone T circulant. Les arguments cliniques, anatomopathologiques et biologiques
(cellules de Sézary) sont a la fois trés évocateurs mais aussi peu spécifiques, conduisant a une
suspicion bioclinique rapide mais une errance diagnostique relativement fréquente des patients.
Dans ce cadre, des réunions pluridisciplinaires sont mises en place afin de croiser les différentes
informations et de discuter des cas. Dans cette pathologie, la cytométrie en flux arrive en soutien des

arguments majeurs que sont la clinique, 'anatomopathologie et la génétique (7,78).

> Analyse des résultats selon les recommandations de I'ISCL
Dans ce cadre, le premier objectif de cette étude est d’évaluer les recommandations de I'ISCL

concernant l'utilisation de la CMF dans le diagnostic de patients atteints d’un SS.

Afin de répondre a cet objectif, nous avons collecté les données de CMF de 426 préléevements sur
290 patients consécutifs, suspectés de lymphome T cutané. Au final, le nombre de patients SS inclus
dans I'étude est de 21 (7 % de la cohorte). Bien que relativement faible, ce nombre reste comparable

a celui retrouvé dans de nombreuses publications sur le sujet (55,61,75,79).

L’AUC du marqueur CD4+CD26- est de 0,971 (VPP=56 % VPN= 98 %). Cela fait de lui le marqueur le
plus performant parmi ceux que nous avons évalué. Nous avons trouvé, tout comme Vonderheid et
al. (80) et Novelli et al. (56) que le pourcentage de cellules CD4+CD26- a de meilleures performances
diagnostiques que le pourcentage de cellules CD4+CD7-. Il semble donc dans un premier temps plus
intéressant d’évaluer le taux de cellules CD4+CD26-. Une analyse non-supervisée (Fayyad et Irani
(76)) des données de notre cohorte retrouve le seuil décisionnel de 27,5 % proche des 30 % issus des
recommandations de I'ISCL, pour différencier les patients SS des patients non LT (7). Ce résultat,
similaire a celui attendu, valide notre approche analytique et notre cohorte de patients. Nous
pouvons tout de méme remarquer que le critere CD4+CD26-%, tout comme les autres critéres
diagnostiques de CMF (nombre et taux des cellules CD4+CD26- ou CD4+CD7-, ratio CD4/CD8), est
impacté par la faible fréquence du SS parmi les patients suspects : il faut I’analyser comme un critere
d’exclusion. En effet ce test a une VPN trés élevée (98 %), ce qui nous permet d’éliminer avec quasi-
certitude le diagnostic de SS lorsque le seuil diagnostique n’est pas atteint. En contrepartie, sa VPP

faible (56 %) indique qu’il n’est pas suffisant, a lui seul, pour poser le diagnostic de SS.

Ainsi, dans notre cohorte de patients non-LT, 11 patients (sur 193) ont un pourcentage de

CD3+CD4+CD26- supérieur au seuil diagnostique a 30%. Ces patients avaient des lymphomes B
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parfois associés a des syndromes d’activation macrophagique, ou étaient en errance diagnostique
pour érythrodermie, prurit chronique ou eczéma. Sur 10 de ces patients, une clonalité VB par
cytométrie en flux a été recherchée dans le sang. Cette analyse a mis en évidence des clones VP chez
3 patients, un trou phénotypique chez 4 patients et un profil polyclonal chez 3 patients. Ceci met en
évidence la complexité du diagnostic de LTC et de SS ; une population CD4+CD26- et un clone sanguin
peuvent étre détecté sans que les autres arguments diagnostiques ne soient présents ou suffisants

pour poser le diagnostic.

Plusieurs stratégies sont envisageables afin d’améliorer la puissance diagnostique de la cytométrie en
flux dans le diagnostic du SS. Dans le cadre de ce travail, nous avons imaginé de (i) rechercher de

nouveaux marqueurs spécifiques du SS et (ii), d’associer les critéres en créant un score diagnostique.

» Expression des nouveaux marqueurs
Le deuxieme objectif est d’étudier la distribution de marqueurs membranaires a la surface des
cellules pour identifier de nouveaux marqueurs spécifiques du SS au sein de la population maligne

CD3+CD4+CD26-CD7 faible. Ces nouveaux marqueurs sont CD158k, PD-1 et CD28.

Au sein de la population maligne CD4+CD26-, les marqueurs CD158k et PD-1 présentent de bonnes
performances diagnostiques et confirment leur utilité pour aider au diagnostic. Leurs AUC sont
respectivement de 0,852 et de 0,838 lorsqu’on évalue le pourcentage de cellules CD158k+ (seuil de

positivité a 12 %) et de PD-1+ (seuil de positivité a 44 %).

En revanche, I'utilisation du CD28 n’apporte aucune aide au diagnostic du SS. Il est exprimé par plus
de 90% des cellules CD4+CD26-CD7lo des patients SS, en accord avec la nature de ces lymphocytes T.
En effet, il a été montré que les CS présentent un phénotype de T mémoire central (Tcy)
contrairement aux cellules de MF, qui ressemblent a des T mémoires effecteurs (Tgy) (81). Le
marqueur CD28 s’inscrit dans ce cadre, avec une expression élevée par les Ty et une perte
d’expression par les Tgy. A ce titre, si le CD28 n’a pas trouvé sa place dans le diagnostic du SS, il
devrait étre analysé dans la cohorte de patients MF. Dans cette cohorte de 37 patients, nous
observons une grande hétérogénéité d’expression du CD28 dans la population CD4+CD26-CD7lo (33
a 100% des cellules sont positives). Horna et al. ont récemment émis I'hypothese que le phénotype
Tewm/Tem n’était pas di a l'origine du LTC mais a des états fonctionnels différents (74). Notre
phénotype CD28 pourrait alors permettre de classer les MF CD28- (Tgy) ou CD28+ (Tcwm). Ces 2
groupes (médiane d’expression du CD28 a 18% des cellules CD4+CD26-CD7lo) pourraient étre étudiés

dans le cadre d’un autre travail.
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» Score cytométrique de diagnostic des SS
A ce jour, il n’existe pas de score diagnostique par cytométrie en flux pour le SS ou les LTC. Mais ceci
est réalisable, comme il I'a été pour la leucémie lymphoide chronique. En effet, le score de Matutes
(ou score du Royal Marsden Hospital) est couramment utilisé aujourd’hui. En 1994, les marqueurs
phénotypiques classiques des LLC ont été évalués chez 666 patients dont 400 LLC. Dans I'étude de
Matutes et al. (82), 87 % des LLC ont un score de 4 ou 5 et seulement 3,4 % ont un score entre 0 et 2.
89 % des leucémies lymphoides B et 72 % des lymphomes ont un score de 0 ou 1 et seulement 0,3 %
ont un score de 4. Aucune autre pathologie excepté la LLC n’a un score a 5. Cette étude a donc
permis d’établir un score diagnostique permettant de distinguer dans la plupart des cas une LLC

d’une autre hémopathie lymphoide B.

Nous avons utilisé les marqueurs les plus classiques du SS, sélectionnés pour leur pouvoir
discriminant dans notre cohorte (CD4+CD26-, CD4+CD7-, expression de PD-1 et de CD158k). Dans
tous les cas, un score trés élevé (211) est en faveur d’un lymphome T cutané. 75% des SS ont un
score supérieur ou égal a 8 contre 3,5% des patients non-LT (VPP=71%). 99,5% des scores inférieurs
ou égaux a 5 ne sont pas des SS (VPN=99.5%). Malgré ces résultats, notre score entretient une zone
« grise », de difficulté diagnostique, puisqu’entre 5 et 8, environ 50 % des patients n’ont pas de
lymphome T (SS/MF/LT). Il serait néanmoins intéressant de suivre les patients non LT ayant un score
élevé (>8) au cours du temps pour évaluer si leur score régresse ou si ils développent un lymphome T
cutané. Ce score améliore les valeurs prédictives sans étre suffisamment discriminant. Il pourrait

néanmoins étre utilisé en routine pour faciliter le diagnostic d’exclusion du SS (VPN=99.5%).

» Hétérogénéité d’expression des marqueurs et difficulté diagnostique
Récemment, I'étude de centaines de marqueurs a mis en évidence I’hétérogénéité du clone SS (55).
Méme si les marqueurs que nous avons regardés sont beaucoup moins nombreux, nous avons essayé
d’évaluer I'hétérogénéité de la population clonale pour les patients SS, MF et non LT en utilisant une
nouvelle méthode d’analyse multivariée, non supervisée, par cytométrie en flux (77). Avec notre
stratégie, nous ne mettons pas en évidence différentes sous-populations clonales chez les patients
SS. Toutefois, nous montrons I'existence de plusieurs groupes de patients SS selon leur expression du
CD7, du CD158k et de PD-1. Cela nous a permis de mettre en évidence 5 sous-groupes de patients
atteints de SS. La diversité d’expression de ses différents marqueurs pourrait étre expliquée par

différentes hypothéses impliquant :

v' L’hétérogénéité des anomalies génétiques. En effet, des anomalies génétiques différentes
peuvent conduire a des phénotypes différents. Aucune anomalie génétique spécifique n’a

été mise en évidence dans le SS. De nombreuses anomalies chromosomiques clonales de
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nombre ou de structure ont été décrites, pouvant étre I'origine de la variabilité
phénotypique (83) ;

v' Le phénotype de maturation. Selon le stade auquel la cellule clonale s’est arrétée, des profils
phénotypiques peuvent étre différents. Le récepteur PD-1 s’exprime tardivement dans la
régulation des lymphocytes T. Son expression élevée persisterait au contact régulier et
chronique des antigenes tumoraux (84). Il pourrait donc étre un marqueur de blocage tardif.

v La nature de la cellule d’origine. Le SS pourrait dériver d’'un lymphocyte Th2 (85) ou d’un
lymphocyte T régulateur (86) ou encore d’un lymphocyte Th17 (87). Cette variabilité de
fonction peut expliquer un profil phénotypique différent. Par exemple, il a été montré que le
CD158k était impliqué dans la différentiation Th17 des lymphocytes T CD4+ de la
spondylarthrite (88).

Au cours du suivi, les patients SS exprimant CD158k semblent diminuer davantage leur population
maligne que les patients exprimant PD-1. L’expression de PD-1 serait donc de mauvais pronostic. Il
serait intéressant de confirmer le lien entre I'expression phénotypique de certains marqueurs et des

différences d’agressivité tumorale.

» Hétérogénéité de la population clonale pour chaque patient
Nous avons également évalué cette hétérogénéité pour chaque patient SS au moyen de notre
phénotype limité a 5 marqueurs (CD4/CD26/CD7/CD158k/PD-1). Contrairement a ce qu’ont montré
Buus et al. (55), nous avons retrouvé une population clonale relativement homogeéne chez la majorité
des patients. L'utilisation d’un nombre bien plus faible de marqueurs dans notre étude permettrait
d’expliquer en partie cette discordance. Pour la plupart des patients, cette population est corrélée a

la population clonale mise en évidence grace a I'expression spécifique d’un Vp.

De plus, Buus et al. ont étudié, a partir des cellules de 6 patients SS, la répartition des différentes
populations cellulaires aprés traitement des cellules clonales in vitro par des concentrations
croissantes d’inhibiteur d’histone désacétylase. La réponse au traitement est proportionnelle a la
concentration d’histone désacétylase : plus la concentration d’inhibiteur désacétylase incubée avec
la population clonale est importante, plus la population clonale principale est éliminée. A l'inverse,
les sous-populations minoritaires ne sont pas éliminées quelle que soit la concentration d’inhibiteur
désacétylase incubée in vitro. Dans notre étude, nous avons suivi le pourcentage de cellules clonales
retrouvé in vivo chez 2 patients SS aprés mise en place de différents traitements. Contrairement a
Buus et al., nous n’avons pas mis en évidence d’élimination de la population clonale principale au
cours des différents traitements. Ces résultats suggerent que la résistance aux traitements in vivo

n’est pas conduite par I'émergence de sous-clones phénotypiques, mais plutot par la nature du SS
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(anomalies génétiques/stade de blocage/cellule d’origine). Il serait intéressant d’évaluer ces résultats

sur un plus grand nombre de patients.

Au-dela de l'intérét diagnostique de l'identification de nouveaux marqueurs spécifiques de cette
pathologie, I'identification de marqueurs spécifiques de CS permettrait de cibler la thérapeutique des
patients en utilisant un anticorps dirigé contre le marqueur présent a la membrane de la cellule
maligne. De telles thérapeutiques sont actuellement en cours de développement. En effet, I'lPH4102
est un anticorps anti-CD158k en cours de phase Il. L'utilisation de I'lPH4102 serait intéressante chez
les patients exprimant fortement le CD158k puisque cela permettrait d’éliminer les CS tout en

limitant les effets indésirables.
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Conclusion

Ce travail a permis d’élaborer un score phénotypique applicable au diagnostic de SS en routine. Il a
de plus mis en évidence I'existence de plusieurs sous-types phénotypiques de SS ayant des réponses
thérapeutiques différentes. Ce travail rétrospectif devra étre validé sur une plus large cohorte de SS
et pourra étre enrichi par I'’étude anatomopathologique des biopsies cutanées des patients a la
lumiere de cette classification. Une évaluation de la réponse au traitement adapté pour chaque

patient en fonction de I'expression des marqueurs pourra également étre réalisée.
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ANNEXES

Annexe 1: Lymphomes et hémopathies de présentation cutanée primitive selon la classification

OMS-EORTC 2005, fréquence et survie estimée (3)

g ae o Fréquence Survie a
Classification OMS-EORTC Provisoire | " 00
5 ans (%)
Lymphomes T cutanés
Lymphomes indolents
Mycosis fungoide (MF) 44 88
MF pilotrope 4 80
Réticulose pagétoide <1 100
MF granulomateux <1 100
Lymphome T a grandes cellules anaplasiques 8 95
Papulose lymphomatoide 12 100
Lymphome T sous-cutané de type panniculite 1 82
Lymphome T cutané pléomorphe ) 75
a petites et moyennes cellules
Lymphomes agressifs
Syndrome de Sézary 3 24
Lymphome NK/T de type nasal cutané primitif <1 -
Lymphome T CD8+ agressif cutané primitif oui <1 18
Lymphome T y& cutané primitif oui <1 -
Lymphome T non classé oui 2 16

75



Annexe 2 : Classification des lymphomes T cutanés primitifs selon la classification World Health
Organization (WHO) mise a jour en 2018 (2)

Table 1. Relative frequency and prognosis of primary cutaneous lymphomas included in the 2018 update of the
WHO-EORTC classification

WHO-EORTC Classification 2018 Frequency, %* 5-y DSS, %*
CTCL
MF 39 88
MF variants
Folliculotropic MF 5 75
Pagetoid reticulosis <1 100
Granulomatous slack skin <1 100
55 2 36
Adult Tcell leukemia/lymphoma <1 NDA
Primary cutaneous CD30"' LPDs
C-ALCL 8 95
LyP 12 99
Subcutaneous panniculitis-like T-cell lymphoma 1 87
Extranodal NK/T-cell lymphoma, nasal type <1 16
Chronic active EBV infection <1 NDA
Primary cutaneous peripheral T-cell lymphoma, rare subtypes
Primary cutaneous /8 T-cell lymphoma <1 1
CD8' AECTCL (provisional) <1 =i
Primary cutaneous CD4* small/medium T-cell [ 100
lymphoproliferative disorder (provisional)
Primary cutaneous acral CD8' T-cell lymphoma (provisional) <1 100
Primary cutaneous peripheral T-cell lymphoma, NOS 2 15




Annexe 3 : Recommandations concernant les critéres de réponse sanguine pour le MF/SS (57).

Table 4

Recommendations for blood response criteria for MF/SS.

Response Definition Change from end-points 2011

Complete response (CR) e B0, Bl no CR possible B1 to B0 no longer considered CR
e B2 to B0

Partial response (PR) e B0, Bl no PR possible No change
e B2 as 50% reduction in absolute count

Stable discase (SD) » B0,BI1, B2 fails to attain CR, PR or PD No change

Progressive discase (PD) e B0 or Bl to B2 with an increase in Remove the need for at least 5000

absolute counts of >50% neoplastic cells/uL for PD

e B2 with an increase in absolute counts of >50%
e Loss of response with an increase in
absolute counts >1000/uL and >50% from nadir

Relapse e Increase in absolute counts of >1000/pL in those with CR Relapse not possible in BO-1 as no
CR in these patients

Abbreviations: Absolute count, absolute flow counts using CD4+CD7-, CD4+CD26-or other aberrant phenotype; B0, absolute counts of either
CD4+CD7-or CD4+CD26-are <250/pL cells; Bl, CD4+CD7-or CD4+4CD26-counts are between 250/uL—<1000/uL cells; B2, CD4+CD7-cells or
CD4+CD26-cells or other aberrant phenotype >1000/pL in the presence of a relevant T-cell clone in blood.
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STUDY OF PHENOTYPIC MARKERS IN THE DIAGNOSIS AND THE FOLLOW-UP OF
CUTANEOUS T CELLS LYMPHOMAS BY FLOW CYTOMETRY

The Sézary syndrome is a rare agressive cutaneous T cell lymphoma. Its pronostic is poor. His
diagnosis is difficult and needs to combine clinical, pathology and biology features. Based on a
retrospective cohort of patients from Toulouse University Hospital, 4 groups have been compared:
patients with a Sézary syndrome ,with a Mycosis Fungoid, with another clonal T CD4+ blood disease

or with a benign dermatosis.

Firstly, we validated the Sézary syndrome criteria of diagnosis using flow cytometry in our daily
practice. We designed a phenotypic score applicable to the Sézary syndrome diagnosis. The score
was composed by the percentage and rate of CD4+CD26-, CD4+CD7-, CD4+CD26-CD158k+ and
CD4+CD26-PD-1+ cells.

Furthermore, this work highlighted the existence of several phenotypic sub-types of Sézary
syndrome that differentially responded to therapies. This work will have to be further validated by

using a larger cohort of Sézary syndrome patients.
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ETUDE DES MARQUEURS PHENOTYPIQUES DANS LE DIAGNOSTIC ET LE SUIVI DES
LYMPHOMES T CUTANES PAR CYTOMETRIE EN FLUX

RESUME en frangais

Le syndrome de Sézary est un lymphome T cutané peu fréquent dont le pronostic reste sombre. Son
diagnostic, difficile, est a la fois clinique, anatomopathologique et biologique. A partir d’'une cohorte
de patients du CHU de Toulouse, 4 groupes de populations différentes ont été définis : les patients
ayant un syndrome de Sézary, ceux ayant un mycosis fongoide, les patients ayant d’autres
hémopathies lymphoides T CD4+ et ceux qui ont une dermatose inflammatoire réactionnelle. Nous
avons dans un premier temps validé les critéres diagnostiques du syndrome de Sézary par
cytométrie en flux dans notre pratique courante. Nous avons élaboré un score phénotypique
applicable au diagnostic de syndrome de Sézary en routine. Ce score comprend le pourcentage et le
taux de cellules CD4+CD26-, CD4+CD7-, CD4+CD26-CD158k+ et CD4+CD26-PD-1+. Ce travail a de plus
mis en évidence I'existence de plusieurs sous-types phénotypiques de syndrome de Sézary ayant des
réponses thérapeutiques différentes. Ce travail rétrospectif devra étre validé sur une plus large

cohorte de syndrome de Sézary.
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