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A. Introduction
l. La lymphopoiese B

Les lymphocytes B (LB) sont indispensables dans les mécanismes de I'immunité. L'ontogenése des LB
a pour objectif de générer un répertoire diversifié de LB périphériques. Ce processus se caractérise
par deux phases principales, dépendantes ou non de la présence de I'antigene. La premiére phase se
caractérise par la génération et la différenciation des LB a partir de cellules souches
hématopoiétiques (CSH) dans la moelle osseuse, considérée comme un organe lymphoide primaire.
Elle est indépendante de I'antigéne. La deuxieme phase est constituée des processus de sélection et
de maturation qui conduisent a la génération de plasmocytes ou de cellules B mémoires dans les

organes lymphoides secondaires. Elle est dite dépendante de I'antigéne.

1. Phase indépendante de l'antigene

Les CSH pluripotentes, localisées dans la moelle osseuse, vont se différencier en progéniteurs
multipotents. Leur différenciation contribue a I'engagement de progéniteurs dans les lignées
myéloides et lymphoides. Les progéniteurs lymphoides ont la capacité de se différencier en
précurseurs de lymphocytes T, B, Natural Killer (NK) et de cellules dendritiques plasmocytoides (1).
Les précurseurs des LB proliferent et se différencient sous l'influence de I'lL-7 par des processus
spécifiques mettant en jeu la recombinaison V(D)J, des genes des immunoglobulines (lg) (Figure 1),
eux-mémes médiés par les recombinases RAG1 et RAG2 (Genes Activant la Recombinaison) et
I’expression de facteurs de transcription clés. Ces remaniements aboutissent a I'expression d’'un
récepteur a la surface cellulaire appelé B-Cell Receptor (BCR) (1). Les BCR caractérisent les LB et leurs
procurent la propriété de reconnaitre directement des peptides antigéniques en conformation native

présents a la surface d’un agent pathogene et ainsi déclencher une réponse immunitaire.

Les précurseurs des LB passent donc successivement par différents stades de développement définis
selon la réorganisation fonctionnelle du BCR (2). Durant le stade pro-B a lieu le réarrangement des
génes D-J de la chaine lourde de 'immunoglobuline (stade pro-B précoce) puis celui des génes V-DJ
(stade pro-B tardif). Une fois le réarrangement de la chaine lourde terminé, celle-ci s’associe a une
pseudo-chaine légére et donne naissance au pré-BCR au niveau de la membrane cellulaire. Cette
étape définie le stade pré-B. A ce stade, les genes V-J des chaines légeres k ou A (si le réarrangement
en K n’a pas abouti) se réarrangent et s’associent aux chaines lourdes pour aboutir a un BCR
équivalent a une IgM membranaire. Ce processus permet I’'avancement de la différenciation au stade

immature B.
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Afin d’obtenir une réponse adaptée et dirigée contre le non-soi, des systémes de tolérance centrale
sont mis en place. Les LB immatures sont contre-sélectionnés lors d’'une rencontre avec un antigene
(Ag) du soi. Une affinité trop forte vis-a-vis d’'un Ag du soi entraine l'initiation d’'un mécanisme
d’apoptose de ces LB immatures auto-réactifs définissant la sélection négative (3), ces derniers
représentants % des LB immatures produits a ce stade (4). Pour éviter la mort de LB immature, un
deuxieme processus de ré-édition du BCR (BCR-editing) est possible par réarrangement du gene V de

la chaine légere (5).

A la fin de cette sélection, les LB immatures quittent la moelle osseuse pour rejoindre la circulation
générale et atteindre les organes lymphoides secondaires (rate et ganglions). lls deviennent ainsi des
LB matures et naifs (n"ayant pas rencontré d’Ag du non-soi) qui co-expriment une IgM et une IgD de

surface (6).
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Figure 1 : Les stades successifs de maturation du LB suivant la recombinaison des génes VDJ selon www.cours-
pharmacie.com.
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2. Phase dépendante de I'antigéne

Lors de cette phase, les LB circulent entre les différents organes lymphoides secondaires jusqu’a
rencontrer un Ag qu’ils vont pouvoir reconnaitre par leur BCR. Aprés ce rapprochement Ag-LB, les LB
activent leur capacité a présenter I’Ag a 'aide du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de
classe Il présent a leur surface. Intervient alors des étapes de co-stimulation entre les LB et les
lymphocytes T par diverses interactions ligand-récepteur (CD40, B7, CD11) et la production de
cytokines (IL-2, IL-4, IL-10, ...) (7). Ce processus oriente la polarisation des lymphocytes T. De plus,
I'intensité du rapprochement Ag-LB et |'expression des cytokines durant cette coopération
déterminent 'avenir du LB. Une interaction Ag-LB intense entraine la formation de plasmocytes
extrafolliculaires, producteurs d’'IgM et d’'IgG de faible affinité envers I’Ag et a courte durée de vie
(8). A l'inverse une interaction moindre différencie les LB en LB mémoires précoces ou en LB du
centre germinatif. Ces derniers doivent migrer dans le follicule primaire pour initier les étapes de

maturation au sein du centre germinatif (9) (Figure2).
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Figure 2: Premiere phase du développement des lymphocytes B mémoires. Du contact Ag-LB naif a la
différenciation en plasmocyte de courte durée de vie, LB mémoire ou LB du CG. FDC: Cellule Dendritique
Folliculaire, TCR : Récepteur des Cellules T. (10)

Premierement, I'lg exprimée a la surface de la cellule va subir un phénomeéne d’hypermutation
somatique (HMS). Il correspond a la survenue de mutations ponctuelles, de délétions ou de
duplications dans la séquence d’ADN codant pour les régions variables des chaines lourdes et légéres
de I'lg. Ces mutations surviennent a un taux de 1/1000 paires de bases par mitose, et peuvent étre
silencieuses, déléteres ou positives. Ce phénomeéne a lieu dans la zone sombre des CG et permet de
générer des LB avec une Ig de haute affinité pour I'Ag. A la fin de celui-ci, les LB sont soumis a une
nouvelle sélection, mais cette fois, positive, face a ’Ag du non soi. La sélection se déroule dans la
zone claire du CG, les LB ne reconnaissant pas suffisamment I’Ag sont alors éliminés par un

mécanisme d’apoptose.

L'isotype des Ig est déterminé durant la commutation de classe (ou switch isotypique) qui est la
deuxieme étape de maturation des LB. Durant la commutation, le réarrangement irréversible du

géne VDJ codant pour I'lgM lui permet de se rapprocher d’un nouveau segment codant pour les
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domaines constants d’une classe d’lg différente. La commutation est réalisable grace aux séquences
caractéristiqgues nommées régions S (pour Switch) en amont de chaque gene VDJ. Ainsi les LB

matures expriment une des classes d’Ig (1gG, IgA et IgE).

A ce stade, les LB se différencient en plasmocytes producteurs d’anticorps (Ac) ou en LB mémoires

puis retourneront dans la moelle osseuse ou dans la zone médullaire ganglionnaire (11) (Figure 3).

Figure 3 : Deuxiéme phase du développement des lymphocytes B. Maturation des cellules B du CG jusqu’a la
différenciation en LB mémoire ou en plasmocyte (10).
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Il. Les immunoglobulines de I'immunité
1. Généralités et structure

Les Ig (IgM et IgD) sont des glycoprotéines présentes a la surface des LB, ou elles jouent un réle de
récepteur spécifique d’Ag (BCR). Elles peuvent étre sécrétées dans la circulation générale ou la

lymphe (réle d’Ac) par les plasmocytes.

Agencées en complexe hétéro-tétramérique, les Ig sont extrémement polymorphiques au sein d’un

méme individu. Ce complexe est constitué de (Figure 4) :

- Deux chaines lourdes H (Heavy), elles-mémes constituées de deux régions
o Une région variable VH (Variable domain from Heavy chain) composée de 3
domaines hypervariables VH1, VH2 et VH3
o Une région constante CH (Constant domain from Heavy chain) composée d'un
certain nombre de domaines selon I'isotype considéré.
- Deux chaines légéres L (Light) basées sur la méme architecture :
o Une région variable VL (Variable domain from Light chain) composée de 3 domaines
hypervariables VL1, VL2 et VL3
o Une région constante CL (Constant domain from Light chain) composée d’un seul

domaine.

Les régions variables des chaines lourdes et légeres déterminent la spécificité antigénique des Ig. De
I"autre coOté, les régions constantes des chaines lourdes assurent les fonctions effectrices et varient

selon l'isotype.

Les chaines sont maintenues ensemble par des ponts disulfures inter-chaines ainsi que des liaisons

non covalentes.

Il existe différents types de chaines lourdes (gamma, alpha, mu, delta et epsilon) qui déterminent 5
classes d’lg : IgG, IgA, 1gM, IgD et IgE. Les IgG et IgA sont également subdivisées en plusieurs sous-

classes.

Les chaines légéres peuvent étre de deux types, Kappa (k) ou Lambda (A) et se différencient par leur

région constante.
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Figure 4 : Structure schématique d’'une immunoglobuline composée d’une liaison de deux chaines lourdes sur
lesquelles sont liées deux chaines légeres (12).

Les IgM s’associent pour former une structure pentamérique de haut poids moléculaire. Les IgA
sécrétoires sont excrétées sous forme dimérique. Les IgM et IgA sont liées par une chaine dite chaine

J (13). Les autres Ig restent monomériques.

2. Organisation des genes d'immunoglobulines humaines

Le locus des génes des chaines lourdes (/GH) est situé sur le chromosome 14. Composé d’environ 70
segments, il regroupe les trois familles de genes V (de variabilité), D (de diversité) et J (de jonction).

Les régions constantes (C) sont composées de 9 genes pour 9 sous-classes d’lg.

Pour les chaines légeres, il existe deux loci. Les génes des chaines légeres k sont situés sur le
chromosome 2 et comportent une trentaine de segments Vk fonctionnels ainsi que 5 segments Jk qui
codent pour la partie variable de la chaine légére. La partie constante est codée par un seul segment
Ck. Les genes des chaines légéres A sont situés sur le chromosome 22 et comportent également une
trentaine de segments VA ainsi que 4 segments JA. Six genes CA codent la partie constante. Il n’existe

pas de segment D pour les chaines légeres kappa et lambda.

[l Les syndromes lymphoprolifératifs chroniques B
1. Généralités et origines

Les hémopathies lymphoides sont la conséquence d’anomalies de la lymphopoiese entrainant une
accumulation et une prolifération maligne d’une cellule clonale d’aspect cytologique plus ou moins
matures. Cette prolifération tumorale se développe essentiellement au niveau ganglionnaire. La

diffusion des cellules cancéreuses dans le compartiment sanguin correspond au passage a la phase
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leucémique de la maladie. Certains syndromes lymphoprolifératifs chroniques B (SLPC-B) peuvent

débuter directement par la phase leucémique.

L’origine cellulaire de différents lymphomes non Hodgkinien (LNH) peut étre établie selon I'étude des

marqueurs membranaires et I'état du réarrangement des génes des Ig.

Les lymphomes B ont une origine qui peut étre localisée précisément a un stade de la différenciation
lymphocytaire B. A I'exception de la leucémie lymphoide chronique (LLC) qui peut trouver son origine

avant ou dans le CG, apres la rencontre avec I’Ag (Figure 5).

Parmi les lymphomes B classés par 'OMS, seul le lymphome du manteau et un sous-groupe de LLC

ont pour équivalent non tumoral un LB pré-CG.

Le lymphome folliculaire et le lymphome B diffus a grandes cellules (LDGCB) dérivent d’un LB du CG.

Le lymphome de Burkitt dérive d’une cellule B du CG a prolifération trés rapide, le centroblaste.

L'entité des LLC se partage en deux sous-groupes. Les LLC dont le géne de la chaine lourde des
immunoglobulines (IGVH) n’est pas muté (50% des cas) qui dérivent d’un LB naif pré-CG. Et les LLC
dont le géne IGVH est muté, d’origine post-CG. Il a été mis en évidence de rares cas de LLC a géne

IGVH non muté et d’origine post-CG suggérant un remaniement ultérieur des geénes mutés (14).

Les lymphomes de la zone marginale (LZM) et le lymphome prolymphocytaire B possedent une
origine post-CG avec respectivement un blocage de maturation atteint au niveau du LB mémoire et

de I'immunoblaste.

Enfin, les lymphomes lymphoplasmocytaires (LPL) avec le sous-groupe de la macroglobulinémie de

Waldenstrom (MW) trouvent leur origine en post-ganglionnaire.
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Figure 5 : Ontogénie des lymphocytes et hémopathies malignes lymphoides B (15)

La majorité des SLPC-B est due a une translocation chromosomique équilibrée entre deux
chromosomes non-homologues qui engage un des loci des genes des immunoglobulines et un proto-
oncogene (gene normal qui participe a la régulation de la croissance et de la division cellulaire).
Généralement, I'atteinte chromosomique a lieu pendant les nombreux remaniements des genes d’lg
qui ont lieux tout du long de la lymphopoiése B. La translocation va entrainer une dérégulation et
une activation constitutive de ces genes en oncogene et ainsi déclencher une prolifération de cellules

malignes.

Trois périodes critiques de translocations peuvent étre notées durant le réarrangement des genes

d’'immunoglobulines :

- Larecombinaison VDJ (stade précoce du développement du LB dans la moelle osseuse)
L'HMS (stade intermédiaire dans le CG)

- Le switch isotypique (stade terminal de la différenciation dans le CG) (16).
Différents facteurs de risques sont mis en évidence dans le développement des SLPC-B :

- lesinfections chroniques
o bactériennes avec en principal acteur Helicobacter pylori responsable d’inflammation
gastrique chronique
o virales avec [I'Epstein-Barr virus, le virus de ['hépatite C et le virus de

'immunodéficience humaine
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- I'exposition a des substances toxiques (solvants organiques, pesticides, dioxines, ...)
I'immunodépression chronique (maladie auto-immune, contexte de greffe d’organe)

- les antécédents de chimiothérapie (17).

La clinique des SLPC-B est tres hétérogéne en raison de la diversité fonctionnelle des cellules

lymphoides et de leur répartition anatomique ubiquitaire.

Cliniguement, certains lymphomes sont indolents, définis par un état général conservé, accompagné
d’un syndrome tumoral (poly-adénopathies, splénomégalie, hépatomégalie, ...) et plus ou moins de
complications (anémie, hyperviscosité, ...). Ainsi il est recommandé de réaliser un bilan chez les
patients asymptomatiques associant une hyperlymphocytose, une ou plusieurs cytopénies et/ou une
hypergammaglobulinémie. A contrario, les lymphomes agressifs ont une évolution subaigué, ou I'on

retrouve fréquemment (17):

- des polyadénopathies superficielles, fermes, non douloureuses et non inflammatoires, de
taille variable, persistantes pendant plus d’un mois

- une altération de I'état général avec apparition d’'une fievre, accompagnée de sueurs
nocturnes et/ou d’une perte de poids inexpliquée. Cette association est appelée symptomes
B.

- un syndrome compressif lié a la présence d’une masse ganglionnaire profonde

- unsyndrome cave supérieur

- une dyspnée

- une dysphonie, dysphagie

- des douleurs abdominales

- un syndrome occlusif.

2. La leucémie lymphoide chronique

La LLC est la leucémie la plus fréquente avec une incidence de 3,8 cas / 100 000 personnes et un sex-
ratio H/F égal a 2 (18). L’dge médian au diagnostic est de 71 ans avec un taux d’incidence qui

augmente avec celui-ci (19).

La LLC est définie par une accumulation sanguine de petits lymphocytes clonaux, a noyau arrondi et a
chromatine mature dite « mottée ». Selon les recommandations de I'International Workshop on CLL
(IWCLL), le diagnostic biologique repose sur la présence d’une hyperlymphocytose supérieure a 5G/L
et des marqueurs membranaires particuliers, retrouvés sur deux examens espacés de 3 mois (20).

Les LB de la LLC présentent des caractéristiques phénotypiques homogenes qui ont permis d’établir
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un score dit de Matutes, décrit initialement par le Dr Estella Matutes en 1994 puis amélioré en 1997
(Tableau 1). Un score de 4 ou 5 oriente vers la LLC tandis qu’un score strictement inférieur a 3

oriente vers un SLPC-B différent. Un score a 3 ambigu évoque une LLC atypique (21).

Cotation 1 0
CD5 + -
CD23 + -
Expression de CD22 (ou CD79b) Faible Forte
FMC7 - +
Expression d’une immunoglobuline de Faible Forte
surface monotypique

Tableau 1: Score de Matutes (21). L'interprétation des marqueurs et le calcul du score est réalisé par le
biologiste.

La LLC est diagnostiquée le plus souvent de maniére fortuite lors d’'un hémogramme de routine
révélant une hyperlymphocytose monomorphe. Il s’agit le plus fréquemment d’'une maladie
asymptomatique avec seulement 10% des LLC présentant une symptomatique typique des SLPC-

B associant les symptémes B.

L'analyse cytologique révéle une population de lymphocytes matures d’allure monomorphe
accompagnée de cellules lysées caractéristiques appelées « ombres de Gimprecht ». Ce phénomene

résulte de la fragilité de la membrane cytoplasmique des lymphocytes clonaux. (Figure 6.)

Figure 6 : Frottis sanguin d’une LLC. Les lymphocytes forment une population monomorphe de petites cellules,
noyau a chromatine mature, d’aspect mottée et un rapport nucléo-cytoplasmique élevé, accompagnés
d’ombres de Gimprecht.

Différentes anomalies cytogénétiques sont fréquemment retrouvées dans la LLC. La délétion 13q14,
de bon pronostic, est retrouvée a hauteur de 50% des cas, sans étre spécifique de la LLC. La délétion
11922, de mauvais pronostic, est retrouvée dans 6 a 20% des LLC. La délétion 17p3.1 est retrouvée
dans 10% des LLC. Cette délétion entraine une perte d’expression du géne TP53, gene impliqué dans

le processus d’apoptose. La recherche de la délétion 17p est fortement recommandée dans la prise
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en charge thérapeutique car celle-ci attribue une résistance a la fludarabine (agent
chimiothérapeutique souvent employé). La trisomie 12 et diverses autres anomalies cytogénétiques

sont également observées (22).

L’étude du statut mutationnel des genes IGVH participe au pronostic. En effet, les LLC présentant un
statut /GVH mutés sont considérées de bon pronostic alors que les LLC au statut non muté sont de

mauvais pronostic et présentent un risque supérieur de progression (23).

3. Le lymphome B diffus a grande cellules

Les LDGCB représentent environ 40% de I’'ensemble des LNH. Environ 3000 a 4000 nouveaux cas de

LDGCB sont diagnostiqués chaque année en France.

Le LDGCB est caractérisé par une multiplication incontrélée de LB dans les ganglions lymphatiques et
peuvent envahir la moelle osseuse, le sang (Figure 7) et la rate (24). Cette prolifération correle avec

la présence de symptomes B et I'expansion des adénopathies (25).

La classification des syndromes lymphoprolifératifs B de 'OMS sépare les LDGCB en différents sous-
types, les LDGCB a cellules B activées (ABC), les LDGCB a cellules B du centre germinatif (GCB) (de
meilleur pronostic) et les LDGCB sans spécificité (9). Cette séparation est réalisée par I'étude de
I’expression des genes des cellules malignes. Ces lymphomes sont soit secondaires, survenant dans
I’évolution d’un autre type de lymphome, soit « de novo », diagnostiqués sans antécédent connu de

lymphome.

Le diagnostic est établi par I'’étude anatomopathologique d’une biopsie ganglionnaire et par la

tomographie par émission de positons (TEP-scan). (24)

Figure 7 : Frottis sanguin d’un lymphome B diffus a grandes cellules leucémisé. Les cellules sont de grande
taille, a rapport nucléocytoplasmique élevé, noyau parfois irrégulier, chromatine immature (parfois blastique
et/ou nucléolée) et basophilie cytoplasmique marquée.
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Dans la plupart des LDGCB, on retrouve un caryotype complexe avec fréquemment des
réarrangements de la région 3927 du géne BCL6 (environ 30% des cas) et des génes BCL2 et MYC

(respectivement 15% et 10% des cas) (26).

4, Les lymphomes de la zone marginale

L'OMS différencie trois sous-types distincts de LZM selon le site d’envahissement par les cellules

clonales (27):

- 70% des cas: le ymphome des tissus associés aux muqueuses (lymphome du MALT)
- 20% des cas: le lymphome de la zone marginale splénique caractérisé cliniquement par une
splénomégalie

- 10% des cas: le ymphome de la zone marginale ganglionnaire (nodal)

Ces trois sous-types ont comme point de départ commun le compartiment marginal de la rate et des

ganglions lymphatiques (28).

Les LZM représentent 5 a 15% des LNH. En France, l'incidence en 2018 est estimée a 2790 nouveaux

cas pour un dge médian au diagnostic de 70 ans (29).
Il existe par ailleurs trois autres entités provisoires dans la classification de 'OMS :

- Le lymphome splénique B inclassable
- Le lymphome a petites cellules B diffus de la pulpe rouge splénique

- Laleucémie a tricholeucocytes variante

a. Lymphome splénique de la zone marginale

Le lymphome splénique de la zone marginale est défini pas une infiltration de la pulpe blanche de la
rate par de petits LB. Dans plus de 80% des cas, la moelle osseuse et le sang sont infiltrés par des

cellules lymphomateuses (30).

Sur le plan clinico-biologique, les patients présentent le plus souvent une splénomégalie, une anémie
ou une thrombopénie d’origine auto-immune ou de séquestration splénique. Il s’agit cependant
d’une maladie relativement indolente souvent mise en évidence de maniére fortuite. La présence

d’adénopathies est rare mais évoque une dissémination lymphomateuse.

Le diagnostic releve d’une étude globale des anomalies, incluant la morphologie et

I'immunophénotypage des lymphocytes, les anomalies génétiques, I’histologie de la moelle osseuse
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et de la rate si possible. Dans 75% des cas, une splénomégalie et une hyperlymphocytose chronique

sont associées (31).

A la lecture du frottis sanguin (Figure 8), on retrouve une hyperlymphocytose monomorphe, mais les

atypies sont variables et souvent discretes :

- Petits lymphocytes avec expansions cytoplasmiques polaires (lymphocytes villeux)

- Lymphocytes de taille moyenne a rapport nucléocytoplasmique intermédiaire et chromatine
|légerement décondensée (aspect monocytoide)

- Petits lymphocytes lymphoplasmocytoides

- Lymphocytes monomorphes sans atypie nette (32).

Figure 8 : Frottis sanguin d’un lymphome de la zone marginale. Les cellules sont de taille moyenne, a rapport
nucléocytoplasmique intermédiaire, noyau régulier, chromatine mature.

Sur le plan cytogénétique, les anomalies les plus fréquentes sont des gains 3q et 12q et des délétions

7q (33).

b. Lymphome de la zone marginale ganglionnaire

Le lymphome de la zone marginale ganglionnaire représente moins de 1% des LNH (34). Les
infiltrations médullaires et les phases circulantes sont rares. Les patients présentent des

adénopathies localisées ou généralisées.

Le diagnostic repose sur une étude anatomopathologique de I'aire ganglionnaire atteinte.

5. Lymphome du manteau

Le lymphome du manteau représente 3 a 10% des LNH avec un age médian au diagnostic de 68 ans

et un sex-ratio H/F de 5 (35).
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Cytologiquement, la phase leucémique représente plus de la moitié des cas avec cependant une
hyperlymphocytose chez seulement 30 a 50% des patients (36). Le lymphome est défini
majoritairement par une présence de cellules de taille moyenne, a rapport nucléo-cytoplasmique
élevé, noyau trés irrégulier cabossé présentant parfois des encoches et une chromatine légérement
décondensée (Figure 9). Et dans certaines formes dites blastoides (de pronostic plus défavorable), on
peut observer des lymphocytes atypiques de grande taille avec une chromatine immature parfois

nucléolée (32).

Figure 9 : Frottis sanguin de lymphome du manteau, cellules d’aspect classique.

Génétiquement, la translocation t(11 ; 14)(q13; q32) aboutit a la surexpression de la cycline D1 par
le chevauchement du gene CCND1 codant pour cette cycline situé en 11g13 avec le géne des IGVH
situé en 14932. Cette translocation est retrouvée dans la quasi-totalité des cas (37). La surexpression
de la cycline D1 entraine une dérégulation de la lymphopoiése synonyme de prolifération accrue. Ce
déréglement a lieu a un stade tres précoce de la lymphomagéneése, dans la moelle osseuse. De plus,
la perte de génes suppresseurs de tumeurs (ATM, CDKN21, TP53) et/ou le gain de génes oncogénes
(MYC, SYK, BCL2) procurent aux cellules prolifératives un caractére malin. A noter que la

translocation du gene MYC est corrélée a une survie plus courte des patients (38).

Le caryotype complete les études cytologique et immunophénotypique et permettent avec la

clinique et I'histologie d’établir le diagnostic.

V. Lymphome lymphoplasmocytaire et macroglobulinémie de
Waldenstrom

1. Généralités

Le lymphome lymphoplasmocytaire est un SLPC-B caractérisé par une infiltration médullaire de

cellules d’aspect lymphoplasmocytaire monomorphe, décrit morphologiquement sous la forme d’un
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continuum de différenciation allant du lymphocyte mature au stade de plasmocyte. Cette infiltration
peut également toucher les ganglions et la rate.

Les criteres 2016 de I'OMS indiquent la macroglobulinémie de Waldenstrom (MW) comme un sous-
ensemble de LPL associé a une gammapathie monoclonale a IgM et infiltrant la moelle osseuse (39).
La MW a été décrite en 1944 par le Professeur Jan G. Waldenstrom, qui a rapporté le cas de 2
patients présentant des épistaxis, une anémie, des adénopathies, une hypergammaglobulinémie,
une vitesse de sédimentation élevée, une hyperviscosité, une absence de douleur osseuse, des
cytopénies et une infiltration lymphocytaire de la moelle osseuse (40).

La MW est un lymphome relativement rare qui représente moins de 2% des hémopathies malignes
avec une incidence de 3 a 4 millions d’habitants par an dans le monde. Au diagnostic, I'age médian
est de 70 ans avec un sex ratio H/F égal a 2 (41) (42). En deca de cet age, la survie médiane est de
plus de 10 ans, puis chute a 6 ans pour les patients de 70 a 79 ans et a 4 ans pour les plus de 80 ans.
La mortalité est imputable a I’'hémopathie dans 28% des cas (43).

L’association lymphoplasmocyte - IgM qui définit la MW, est présente dans environ 90% des LPL. Il
existe plus rarement des LPL non sécrétant ou sécrétant des IgA ou des IgG. Inversement, la présence
d’'une gammapathie monoclonale a IgM, quelle que soit son amplitude, ne constitue pas un critere
diagnostic strict de la MW. Celle-ci pouvant étre retrouvée dans différentes maladies, telles que les

gammapathies monoclonales de signification indéterminée (MGUS), les LZM et les LLC.

2. Facteurs de risques et de prédisposition

Les patients atteints de MGUS a IgM présentent un risque 46 fois supérieur a la population normale
de développer une MW (44) pour un risque annuel de 1 a 1,5% (45).

Comme pour les autres SLPC-B, une stimulation antigénique chronique est associée a un risque accru
de MW. On retrouve ainsi diverses conditions de stimulation répétée allant des maladies auto-
immunes (sclérodermie, lupus érythémateux, polyarthrite rhumatoide, syndrome de Sjégren, ...) aux
maladies infectieuses (hépatite C, herpés zona, grippe, ...) (46) (47) (48) (49). Ces stimulations
antigéniques suggerent I'implication d’un bouleversement du systéme immunitaire comme prémices
du processus de développement de la MW en favorisant la survenue d’évéenements mutationnels
tumoraux (50).

Des formes familiales ont été rapportées : les parents au premier degré des patients atteints de MW
présentent un risque 20 fois plus élevé de développer une MW et presque 5 fois plus de risque de
développer un autre SLPC-B (51).

Une étude d’association pangénomique de la MW a identifié deux loci indépendants qui sont

associés au risque de cette maladie, 6p25.3 (proche d’IRF4 et d’EXOC2) et 14p32.13 (proche de
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TCL1). Ces deux alléles a risque sont observés a une faible fréquence chez les témoins (environ 2-3%)
et se retrouvent en exces chez les cas atteints. lls expliquent ainsi 4% du risque familial de la MW

(52).

3. Aspect biologique

La caractérisation de I'lgM dans la MW est essentielle. Celle-ci est mise en évidence par une
technique d’électrophorése des protéines sériques (EPP). Un pic monoclonal dans la zone des y-
globulines est observé puis typé par une technique d’'immunofixation (Figure 10). Cet IgM appelée

macroglobuline se présente sous la forme d’un pentamére.

Figure 10: Electrophorese des protéines sériques (1A) et immunofixation (1B) d'un patient atteint de
macroglobulinémie de Waldenstrom. Le tracé densitométrique de I'EPP montre un pic dans la région des
gammaglobulines. L'immunofixation du sérum montrant des bandes monoclonales d'lgM et de chaine légere A
(53).

Sur I’hémogramme, une thrombopénie et une anémie généralement normocytaire et normochrome
peuvent étre identifiées suggérant que l'infiltration médullaire des cellules clonales diminue le
fonctionnement de I’'hématopoiese normale. On note aussi fréquemment la présence de rouleaux
érythrocytaires dus a I’hyperviscosité sanguine. Généralement I’hyperlymphocytose est modérée ou
absente. Cytologiquement, une population lymphocytaire mature au rapport nucléocytoplasmique
élevé et au noyau excentré définissant les lymphoplasmocytes peut étre observée (32).

Sur le myélogramme, on retrouve un infiltrat médullaire presque constant mais d’intensité trés
variable (Figure 11). La morphologie est la méme que sur le frottis sanguin mais s’associe
fréquemment a la présence d’un contingent plasmocytaire et d’'un nombre augmenté de mastocytes

(Figure 11) (32).

33



Figure 11: Frottis médullaire de patient atteint de macroglobulinémie de Waldenstrém, lymphocytes et
lymphoplasmocytes (A), mastocyte (B).

L’étude des marqueurs phénotypiques par une analyse en cytométrie de flux est au diagnostic de la
MW.

Les cellules clonales de la MW sont caractérisées par I'expression en surface des marqueurs
cellulaires pan B (CD19, CD20 et CD22) et I'expression monoclonale d’'une IgM de surface limitée a
I’expression de chaine légere kappa ou lambda (54) (majoritairement kappa avec un ratio a 5) (55).
Par comparaison avec les LB matures normaux, les clones de la MW expriment plus faiblement le
CD22 et de maniere équivalente le CD20 et I'immunoglobuline de surface.

Les clones expriment également CD25 et FMC7 dans respectivement 66 et 77% des cas. CD25 est
exprimé de fagon homogéne, a l'inverse, FMC7 est retrouvé de fagon hétérogene sur les cellules
clonales. Un profil d’expression CD22 faible associé a un CD25 fort est évocateur de la MW mais
n’est pas spécifique de celle-ci (également retrouvé dans certains LZM et LLC).

L’absence d’expression du CD103 et du CD10 dans la MW est constante et permet d’éliminer le
diagnostic de la leucémie a tricholeucocytes et le lymphome folliculaire. CD5 et CD23 sont tres
rarement et de facon hétérogene exprimés par les clones de la MW. CD11b et CD11c ne sont pas
exprimés ou bien avec une faible intensité. CD23 et CD5 sont détectés dans moins de 20% des cas.
CD38 est retrouvé chez 50% des MW avec un niveau d’expression plus faible que celui retrouvé sur
les progéniteurs B et les plasmocytes. Et enfin, les marqueurs CD79b, CD81, CD24, HKA-DR et BCL2
sont fréquemment exprimés (54).

Ainsi, un phénotype caractéristique de la MW a été mis en évidence en étudiant les profils d’une
cohorte de patients. L’association d’expression est la suivante : CD22 faible, CD23-, CD25+, CD27+,
IgM+, CD5-, CD10-, CD11c-, CD103- (56).

Cependant, ce panel phénotypique ne permet pas de différencier la MW de certains LZM.
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L’analyse du statut mutationnel des génes de la région variable des patients atteints de MW a mis en
évidence deux notions intéressantes (57). Premieérement la présence d’'une mutation somatique des
genes VH et deuxiemement |'absence totale de commutation isotypique des cellules clonales. Il est
donc suggéré que ces dernieres sont des LB bloqués dans le processus de maturation aprés le
passage dans le CG mais avant le stade de plasmocyte (Figure 12). On peut donc avancer qu’il s’agit

d’une cellule B post-germinale ayant les caractéristiques des cellules B « mémoires ».

Figure 12 : Etapes de la maturation normale d’un lymphocyte B. L’hypothése est que le clone de la MW a subi
le processus d’HMS dans les ganglions lymphatiques sans commutation de classe (58).

Génétiqguement, la recherche de la mutation MYD88 L265P sur un prélevement médullaire est
recommandée pour établir le diagnostic de la MW. 80 a 90% des patients atteints de la MW
présentent cette mutation (59) (60).

Les sujets MYD88 mutés ont une infiltration médullaire et des taux d’IgM plus élevés que les sujets
non mutés. Cependant, la survie globale des sujets mutés est plus longue avec une mortalité 10 fois
moins élevée par rapport aux sujets non mutés (61) (Figure 13).

Les mutations du gene CXCR4 (C-X-C chemokine recepteur type 4) constituent le deuxieme groupe de
variant le plus fréquemment identifié dans la MW aprés la mutation MYD88 L265P avec un taux de
29% de sujets mutés (62). Le séquencgage du génome de patients atteints d’hémopathies autre que la
MW rapporte que de rares cas d’altération de CXCR4, celle-ci constitue donc une caractéristique de
la MW (63), sans impact sur la mortalité (69) (Figure 13). D’autres mutations récurrentes des genes
ARID1A et de CD79 (A et B) ont également été rapportées (64). Les mutations de TP53 sont rares (2-

3%) et sont associées a une survie diminuée (65).
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Figure 13 : Représentation graphique de la survie globale de patients atteints de MW a partir du diagnostic
selon leur statut mutationnel MYD88 et CXCR4 (MYD88wt : MYD88 non muté, MYD88 L265P : MYD88 muté,
CXCR4wt : CXCR4 non muté, CXCR4whim : CXCR4 muté (CXCR4m)) (69).

De nombreuses anomalies cytogénétiques sont décrites. Aucune n’est spécifique de la MW. On
retrouve cependant la trisomie 4 plus fréquemment que dans les autres SLPC-B (66). On retrouve de
maniére moins spécifiques, la délétion (6q) et la translocation (9 ;14)(p16 ;932) dans 50% des cas, le
gain 6p (17%), la trisomie 3 (10%), les délétions 13qg et 17p (10%) et la trisomie 4 totale ou partielle
(8%) (67). Malheureusement, les cellules clonales de la MW sont difficilement analysables
cytogénétiquement du fait de leur faible index mitotique. Les altérations du nombre de copies ont
révélé que la délétion 6q affecte des génes de régulation de NF-kB, de la Bruton tyrosine kinase, de

BCL2 et de la signalisation apoptotique (68).

4. Aspect clinique

La plupart des patients sont asymptomatiques ou bien présentent des signes d’asthénie (lié a
I'anémie) (69). Les signes cliniques, quand ils sont présents, combinent les signes communs aux
autres SLPC-B et des manifestations spécifiques de la tumeur (infiltration et gammapathie
monoclonale).

Parmi les signes communs, on retrouve les symptomes B : asthénie, perte de poids, sueurs nocturnes
et fievre.

L'infiltration médullaire du clone lymphoplasmocytaire entraine un dysfonctionnement des capacités
hématopoiétiques de la moelle. Cela provoque des cytopénies telles que I'anémie (associée a une

asthénie, dyspnée, tachycardie, paleur) et parfois une leuco/neutropénie (associée a un risque
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infectieux), une thrombopénie (associée a un risque hémorragique, épistaxis, gingivorragies). La
migration des cellules clonales entraine des adénopathies, splénomégalie et hépatomégalie (70).
L'lgM monoclonale sécrétée par le clone lymphoplasmocytaire est responsable de divers symptomes
du fait de ses propriétés :

Immunologiques, aboutissant a :

- des neuropathies périphériques; l'activité auto-anticorps agit contre les antigenes du
systeme nerveux périphérique par une action démyélinisante (70). L'exemple le plus
fréquent est la polyneuropathie chronique et symétrique a anticorps anti-MAG, présente
dans 50% des neuropathies liées a la MW (71).

- des anémies hémolytiques auto-immunes a agglutinine froide, présentes dans 10 a 15% des
cas de MW. L'IgM se lie comme un auto-anticorps sur les antigenes a la surface des
érythrocytes qui seront lysés par le systeme du complément (72).

- des cryoglobulines de type Il composées de deux isotypes d’immunoglobulines: I'lgM
monoclonale qui acquiert une activité de type facteur rhumatoide et une IgG polyclonale aux
caractéristiques proche d’un antigéne du facteur rhumatoide. Ainsi I'lgM interagit avec I'lgG
et génére un cryoprécipité souvent a 'origine de vascularites de la micro-circulation (70)
(73).

- un syndrome hémorragique. L’lgM agit dans ce cas comme un anti-facteur de la coagulation
tels que le facteur VIl ou le facteur de Willebrand et ainsi entrainer un déficit acquis. L'lgM
peut aussi interagir avec les thrombocytes et étre responsable de thrombopathies acquises
(74).

Ou physico-chimiques, menant a :

- un syndrome d’hyperviscosité survenant chez 30% des patients, généralement lorsque le
taux sériqgue d’lgM dépasse 30g/L (75). Ce syndrome comprend des saignements des
mugqueuses, des troubles visuels et des céphalées. Des manifestations neurologiques plus
graves peuvent apparaitre comme une confusion, des déficits neurologiques focaux voire des
accidents vasculaires cérébraux.

- une amylose AL caractérisée par des dépdts d’'lgM qui se forment au sein de la micro-
vascularisation et qui entrainent des neuropathies périphériques et/ou une insuffisance
rénale entre autres (53).

- une cryoglobulinémie de type | avec la précipitation de I'lgM monoclonale a une
température inférieure a 37°C. Elle serait responsable d’ulcére cutané, arthralgies, syndrome

de Raynaud, ...(76).
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V. Role de MYD88 dans I'"hématopoiese

MYD88 (Myeloid Differentiation primary response 88) est une protéine clé, indispensable a la
signalisation des récepteurs toll-like (TLR) et de linterleukine 1 (IL1). Ces deux récepteurs sont
impliqués dans la reconnaissance des motifs moléculaires des agents pathogénes et des cytokines
pro-inflammatoires produites lors d’une infection. Il a ainsi été suggéré que MYD88 est un régulateur
important de la premiere ligne de défense contre les agents infectieux, y compris la différenciation et

la maturation des cellules myéloides.

1. Role de MYD88 dans la maturation myéloide

MYD88 a été décrit pour la premiere fois en 1990 comme un geéne promoteur de la différenciation
myéloide induite (77). Il est localisé en position p22 du chromosome 3 chez ’'Homme (3p22.2). Celui-
ci code pour une protéine adaptatrice de 296 acides aminés qui est composée d’une région courte N-
terminal suivie d’'un deathdomain (DD), d’une région intermédiaire (INT) et d’'un domaine Toll IL-1

Receptor (TIR) C-terminal (Figure 14).

En 1994, I'étude de sa séquence protéique a mis en évidence I'homologie de son domaine
cytoplasmique avec le récepteur Toll chez la Drosophile (78) et le récepteur a I'lL-1 chez les
mammiféres (79). Ainsi le domaine TIR de MYD88 interagit avec les TLR mais également d’autres
protéines possédant ce méme domaine, telle que la protéine adaptatrice MAL. Tandis que le DD est
impliqué dans la signalisation en aval et permet la liaison avec les protéines de la famille IRAK
(Interleukine-1 receptor-associated kinase). Cette protéine MYD88 se retrouve sous forme

condensée au sein du cytoplasme (80).

Figure 14 : Organisation des domaines de MYD88 ; Domaines fonctionnels : « Deathdomain » (DD) en N
terminal, le domaine intermédiaire (INT), et le domaine « Toll-IL-1 receptor » (TIR) en C terminal (81).

Les TLR qui interagissent avec le domaine TIR sont des glycoprotéines transmembranaires de type |
localisées au niveau des membranes cytoplasmiques et des endosomes. lls sont majoritairement

situés sur les cellules folliculaires dendritiques et les macrophages.
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Tous les TLR possédent trois régions principales :

- un domaine extracellulaire, constitué de répétitions riches en leucine en tandem
- une hélice transmembranaire

- un domaine cytoplasmique correspondant au domaine TIR des TLR.

Les TLR jouent un role primordial dans la réponse immunitaire innée en reconnaissant les motifs
moléculaires associés aux pathogénes les Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPs). A titre
d’exemple, les PAMPs peuvent correspondre a des molécules bactériennes comme des lipoprotéines,
des lipopolysaccharides, la flagelline, des régions d’ADN riches en bases non méthylées mais
également des molécules virales comme I'ARN (acide ribonucléique) simple ou double brin. Les
PAMPs sont reconnus par les récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires, Pattern
Recognition Receptors (PRRs). Parmi les PRRs, on retrouve donc les TLR mais aussi les récepteurs
cytoplasmiques « leucine-rich repeats » (NLRs), et « retinoicacid-inductible gene-l (RIG-I) like

receptors » (27).

Il a été identifié dix types de TLR (TLR1- TLR10) capables de se lier aux différents PAMPs. A

I’exception de TLR3, leur voie de signalisation dépend de MYD88 (82).

En se liant aux PAMPs par leur domaine extracellulaire, les TLR s’activent et se dimérisent en
homodimeéres (a I'exception de TLR2 qui se dimérise en hétérodimere avec TLR1 ou TLR6). Une fois
TLR activé, il rend son domaine TIR accessible a une protéine adaptatrice contenant aussi un

domaine TIR. Cing protéines adaptatrices sont décrites dans la signalisation du TLR :

- MYD88

- MAL (MYD88 adapter-like)

- TRIF (Toll/IL-1R domain-containing adaptator-inducing IFN-B)
- TRAM (TRIF-related adaptor-molecule)

- SARM (sterile a-motif and armadillo motif-containing protein) (83).

Aprés avoir été recruté via son domaine TIR, MYD88 se dimérise et active par phosphorylation les

protéines IRAK4 et IRAK2 ou IRAK1. Ils composent ainsi une structure appelée le Myddosome (84).

S’en suit alors une cascade d’activation (Figure 15) impliquant les protéines TRAF6 (Tumor Necrosis
Factor Receptor-Associated factor 6), TAK1 (TGFB Activated Kinase 1), TAB1/2, et le complexe
hétérotrimérique IkK (Inhibitor of Kappa-B Kinase, composé des sous unités IkKa, IKKB et IkKy).
L'activation de ce complexe hétérotrimérique entraine la phosphorylation d’IkB (Inhibitor of Kappa
B), qui au repos, séquestre deux sous-unités : p65 et p50. Cette phosphorylation va dégrader IkB et

ainsi libérer p65 et p50 qui vont former le complexe NFkB. Ce dernier va pénétrer dans le noyau,
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activant ainsi la transcription de génes cibles anti-apoptotiques et/ou des cytokines inflammatoires

(59).

Figure 15 : Voie de signalisation NFkB médiée par MYD88 (59)

Des mutations autosomiques récessives de MYD88 ont été repérées (MYD88R196C, MYD88CI3P,
MYD88E52del, ..) (85) (86) (87). Les patients touchés par ces mutations présentaient une
lymphopoiése B et une réponse immunitaire normales, ce qui peut conduire a I'hypothése que
MYD88 n‘est pas indispensable a la différenciation lymphocytaire B. Cependant, une accumulation de
cellules auto-induites a été observée chez ces patients, suggérant que la protéine adaptatrice MYD88

est impliquée dans le processus de régulation de la lymphopoiése B. (85) (88).

2. Mutations de MYD88 dans les lymphomes

Différentes mutations ont été fréquemment retrouvées sur le gene codant pour MYDS8 lors des cas
de lymphomes B diffus a grandes cellules (Figure 16). La mutation la plus fréquente survient sur

I’exon 5 du géne MYD88 : ¢.794T>C, consiste en une substitution d’'une thymine par une cytosine
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entrainant le remplacement d’une leucine en proline sur la position 265 (L265P) de la séquence
protéique. Celle-ci modifie la structure tridimensionnelle de la protéine au niveau du domaine TIR
entrainant la formation du complexe avec IRAK1 et IRAK4 sans régulation en aval. Ceci résulte a une
activation du facteur de transcription NF-kB de maniére constitutive et entraine ainsi la survie et la

prolifération des cellules tumorales (89).

Figure 16 : Mutations récurrentes dans les DLBCL sur la séquence d’acides aminés de la protéine MYD88 (3).

En 2018, la fréquence d’apparition de la mutation MYD88 L265P a été étudiée dans les différents

syndromes lymphoprolifératifs chroniques B (Figure 17) (90)

Figure 17 : Fréquence de mutation MYD88 L265P selon les différents lymphomes (99). Lymphome a cellules du
manteau ; CLL : leucémie lymphocytaire chronique ; BL: lymphome de Burkitt ; GCB : DLBCL a cellule B du
centre germinal ; FL : lymphome folliculaire ; MZL : lymphome de la zone marginale ; ABC : DLBCL a cellules B
activées ; LT : DLBCL cutané primitif, type jambe ; PTL: DLBCL testiculaire primitif ; CNS : DLBCL du systeme
nerveux central ; WM : macroglobulinémie de Waldenstrom ; MGUS : gammapathie monoclonale sans signe de
gravité ; MM : myélome multiple (90).

Cette étude met en évidence la présence de la mutation MYD88 L265P principalement dans les
lymphomes ayant pour origine cellulaire les lymphocytes B activés.

Cette mutation est identifiée dans 95% des cas de LPL mais également dans la LLC (5% des cas) ou le
LZM (5% des cas) et également dans les MGUS (50 a 80% des cas). Elle a également été retrouvée
dans de nombreux cas de DLBCL dont les origines ganglionnaires sont tres hétérogenes. Cependant
on retrouverait un point commun chez toutes ces pathologies a MYD88 muté. Elles auraient toutes

comme origine une cellule B mémoire post-CG (91) (92) (93) (94) (9) (95).

41



3. Etude fonctionnelle de la mutation MYD88 L265P dans la MW
(Figure 18)

Des études ont montré qu’en présence d’inhibiteurs d’homodimérisation de MYD88 et d’inhibiteurs

d’IRAK1/4, I'activation de la voie NFkB est diminuée (60) (61).

Sur les cellules mutées MYD88 L265P, une inhibition de MYD88 a entrainé une diminution de la
phosphorylation IkBa et de leur survie (96). A l'inverse une surexpression de la forme mutée
augmente la survie cellulaire. Durant ces études, une augmentation de la phosphorylation de la
tyrosine kinase de Bruton (BTK) a été mise en évidence, et est décrite comme co-effectrice de
MYD88, dans les cellules MYD88 L265P. Le rOle de la BTK a été initialement décrit dans un déficit
immunitaire rare caractérisé par un blocage des cellules B a un stade pré B et est également

impliquée dans la transduction du signal de la voie des TLR (97).

La protéine adaptatrice mutée MYD88 L265P interagit également avec TRAF6 et forme un complexe
avec IRAK conduisant a I'activation de la kinase TAK1 qui permet ensuite une activation constitutive
de la voie NFkB. Ce phénoméne entraine une augmentation de la synthése des cytokines pro-
inflammatoires IL6 et d’IL10. Une inhibition de TAK1, par I'5Z-7-oxozeaenol, montre un blocage de
cette voie ainsi qu’une diminution de la prolifération, de la survie cellulaire et de la sécrétion de

cytokines (98).

La surexpression de la kinase hématopoiétique (HCK) est également induite pour la mutation MYD88
L265P. Celle-ci appartient a la famille des kinases Src et joue un rdéle dans I'activation d’autres voies
de signalisation intracellulaire (PI13K (Phosphatidylinositol 3 kinase) /AKT (Protéine kinase B) ou MAPK
(Mitogen-Activated Protein Kinase) /ERK (Extracellular signal-regulated kinases)) (99) (100). Un
inhibiteur d’"HCK (A416259) est connu pour présenter une activité anti-proliférative dans la MW

(101).

Une surexpression constitutive du facteur de transcription Spl (SpecificityProtein 1) est démontrée
dans la MW. Un traitement par inhibiteur de Spl entraine une diminution de I'expression de BTK

(102).

Pour résumé, MYD88 L265P entraine |'activation de la voie de signalisation NFkB via différents
processus et participe ainsi a I'augmentation de la survie et de la prolifération des cellules mutées.
De plus l'identification de mutations de MYD88 dans les MGUS suggere que ces mutations sont a

considérer comme un évenement primaire.
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Figure 18 : Réle de la mutation MYD88 L265P dans la MW (103)

4. Etude fonctionnelle de la mutation MYD88 L265P dans
d’autres LNH

a. Lymphome B diffus a grandes cellules

Plusieurs études ont mis en évidence une fréquence élevée de la mutation MYD88 L265P dans les
LDGCB. Souvent présente a I'état hétérozygote, elle est trouvée chez 29% des sujets atteints de
LDGCB a cellule B activée (type ABC) (3), 36% des LDGCB du systeme nerveux central (104) et 69%
des LDGCB primitifs cutanés de la jambe (91). Il est a noter que I'expression d’IgM est un marqueur
de certains LDGCB (105). Les LDBGC agressifs mutés MYD88 montrent souvent une morphologie
associée a une différenciation plasmocytaire et expriment le marqueur de différenciation
plasmocytaire IRF4. L'expression de la protéine MYD88 intracytoplasmique a également été étudiée,
celle-ci est surexprimée dans 39% des cas alors que la mutation était présente chez seulement 6,5%
des sujets de I'étude. La surexpression est associée a I'age avancé des patients, a des rechutes
majoritaires et a une survie plus courte, mais n’est pas significativement associée a la présence de la
mutation MYD88 L265P (106). Les modeles murins montrant une activation continue de MYD88 dans

le lignage B développe des lymphomes B agressifs similaires au LDBGC-ABC (107) (108) (109).
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b. Leucémie lymphoide chronique

La mutation MYD88 L265P a été identifiée chez 2,9% de patients atteints de LLC. Les patients mutés
sont plus jeunes et a un stade plus avancé de la maladie. Cependant, il n’existe pas de différences

significatives au niveau de la survie et de la progression (110).

La présence de cette mutation est significativement associée au statut muté des IGVH. De plus, tous

les patients mutés MYD88 L265P présentent une délétion 13q au caryotype (111).

c. Lymphome de la zone marginale

Selon les études, la mutation MYD88 L265P est retrouvée chez 6 a 21% des patients présentant un

LZM splénique (111) (112) (113) (114), 9% des patients présentant un LZM du MALT (3).

Aucun patient muté MYD88 L265P n’a été retrouvé sur une étude prospective de patients atteints de

LZM ganglionnaire (115).

VI. Rble de CXCR4 dans la lymphopoiese B
1. Voie de signalisation de CXCR4

CXCR4 (ou CD184) est un récepteur transmembranaire couplé aux protéines G qui est retrouvé de
facon ubiquitaire sur les cellules de I'organisme (116). Le géne codant pour CXCR4 est localisé sur le

chromosome 2 en q21 (117).

CXCR4 possede un seul ligand, la cytokine chimiotactique (chimiokine) nommée CXCL12 (CXC-
chemokine ligand 12) ou SDF-1 (Stromal Derived Factor-1). Cette derniere participe au recrutement

des cellules CXCR4+ (et CXCR7+) dans les tissus cibles (118).

L'interaction ligand-récepteur (Figure 19) entraine une modification de la conformation de CXCR4 et
I'activation de sa protéine G se dissociant en une sous-unité o monomérique et une sous unité By

hétérodimérique.

Le monomere a inhibe la formation d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) via I'activation de
I'adénylate cyclase (AC), celle-ci participe au chimiotactisme et a la prolifération cellulaire, en

paralléle de I'activation de la voie de ERK1/2.
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L’hétérodimere By induit un flux calcique intracellulaire via la voie de PLC jouant un rdle dans la
migration et le chimiotactisme cellulaire. Et active également la voie PI3K/AKT/mTOR (mammalian

target of rapamycin) déterminante dans la survie cellulaire.

A partir de I'interaction CXCL12/CXCR7, ce dernier induit un signal via les B-arrestines, active la voie
des MAPK et inhibe la signalisation aux protéines G. De plus CXCR7 entraine un signal médié par

ERK1/2 engagés dans la survie cellulaire.

A la fin de ces cascades d’activations, un phénomene de désensibilisation se déclenche. CXCR4 se
découple de sa protéine G par une phosphorylation médiée par la GRK (protein-coupled receptor
kinases). Les B-arrestines sont alors mobilisées et empéchent une nouvelle liaison protéine G-CXCR4

par internalisation de ce dernier dans les lysosomes.

Figure 19 : La voie de transduction CXCR4-CXCL12-CXCR7 (119). Les voies activatrices sont représentées par des
traits pleins, les voies inhibitrices par des lignes en pointillés.
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L'interaction CXCR4-CXCL12 est un élément phare dans la domiciliation et la rétention des
progéniteurs hématopoiétiques CD34+ dans la moelle, la lymphopoiese B et les processus de
réparation et régénération cellulaire (120) (121) (122). CXCL12 agit a la fois sur les lymphocytes T et B
en exercant un rble de facteur chimiotactique (121) (123). L'axe CXCL12-CXCR4 participe au
processus de maintien des précurseurs B précoces (cellules préB et proB) mais également des cellules
matures tels que les plasmocytes dans des niches spécifiques allants de la moelle osseuse aux tissus
lymphoides secondaires (121) (124). Au cours de la lymphopoiése, CXCR4 contribue aussi a la

répartition des différentes sous populations cellulaires au sein de ces mémes niches (125).

2. Mutations de CXCR4 et dérégulation de la voie de
signalisation

Plus d’une trentaine de mutations de CXCR4 différentes ont été identifiées a ce jour dans la MW (61).
Celles-ci sont retrouvées presque exclusivement chez les patients atteints de MW et déja porteurs de
mutation MYD88. Cette caractéristique introduit la nature sous-clonale des mutations de CXCR4
suggérant qu’elles seraient acquises apres celles de MYD88. On ne rapporte que de rares cas de LZM

mutés CXCR4 (126).

Deux types de mutations de CXCR4 sont relevés, tous deux dans le domaine C terminal. Les
mutations de CXCR4 peuvent étre de type non-sens ou par décalage du cadre de lecture générant un

codon stop prématurément (127).

Sur le plan clinico-biologique, les patients CXCR4m présentent une infiltration médullaire plus
importante, un taux d’'IgM plasmatique plus élevé et d’avantage de syndrome d’hyperviscosité. Les
mutations de CXCR4 ne présentent cependant pas de risque pronostique (61). Les mutations de
CXCR4 peuvent étre considérées comme des mutations a gain de fonction car ces mutations
entrainent le maintien du récepteur a la surface des cellules (103). La voie de signalisation de CXCR4
est alors activée de maniére constitutive. Les voies en aval des MAPK, PI3K et de BTK ont ainsi été

trouvées activées chez les patients CXCR4m. (63) (128).

VII. Prise en charge thérapeutique de la MW
1. Criteres de traitements

Les criteres de traitement sont définis selon le Second International Workshop on Waldenstréom’s

Macroglobulinemia (129). s associent des critéres biologiques et cliniques (Tableau 2).
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Au diagnostic, 25% des patients sont asymptomatiques. Une surveillance est alors recommandée
sachant que la MW peut rester stable plusieurs années. Pour environ 10% des patients, une prise en

charge n’est pas nécessaire dans les 10 ans qui suivent le diagnostic (130).

Criteres cliniques Criteres biologiques
- Fievre récurrente, sueur nocturne, perte - Cryoglobulinémie symptomatique
de poids, fatigue - Anémie a agglutinine froide
- Syndrome d’hyperviscosité - Anémie hémolytique auto-immune et/ou
- Adénopathie symptomatique ou thrombopénie
volumineuse (25 cm de diametre - Néphropathie liée a la MW
maximum) - Amyloidose liée a la MW
- Hépatomégalie et/ou splénomégalie - Hémoglobine <10 g/dL
symptomatiques - Taux de plaquette <100 G/L
- Organomégalie symptomatique et/ou
infiltration d'un organe ou d'un tissu
- Neuropathie périphérique due a la MW

Tableau 2 : Critéres d’initiation du traitement chez les patients atteints de MW (129).

2. Traitements de premiere ligne

Cependant certains patients asymptomatiques au diagnostic évoluent et certains patients sont
directement symptomatiques au diagnostic. La mise en place d’un traitement est alors nécessaire. Le
rituximab, anticorps monoclonal chimérique dirigé contre la molécule de surface CD20, constitue
I’élément central du traitement (131). Le CD20 étant un marqueur spécifique des lymphocytes B des
le stade pré-B jusqu’au lymphocyte mdir, il représente une cible idéale pour les traitements des SLPC-
B. Son utilisation est recommandée en association avec d’autres molécules afin d’augmenter le taux

de réponse.

L'association de choix actuelle est composée du rituximab, de cyclophosphamide et de Ia
dexaméthasone (DRC) (132). Le cyclophosphamide est un agent alkylant qui interagit en formant des
liaisons covalentes sur I'ADN (Acide désoxyribonucléique) de cellules engagées dans un cycle
mitotique. La dexaméthasone est un puissant corticoide utilisé principalement pour son effet
immunosuppresseur et anti-inflammatoire. Cette association est bien tolérée et atteint un taux de
réponse globale (incluant les réponses complétes, partielles et mineures) de 83% (133). La
bendamustine, autre agent alkylant, peut également étre associé au rituximab en premiére ligne

ainsi que pour les patients déja précédemment traités (134).

Diverses autres molécules ont également prouvées leur efficacité. Le bortézomib, inhibiteur du

protéasome (Pl), substituant le cyclophosphamide dans I’association DRC a montré un taux de
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réponse majeure de 68% (135). La fludarabine et la cladribine, analogues nucléosidiques des bases
puriques peuvent également étre utilisées. La fludarabine associée au rituximab a montré un taux de

réponse globale de 95% (136).

La plasmaphérese est utilisée chez les patients symptomatiques associant un syndrome
d’hyperviscosité et/ou une forme sévére de syndrome des agglutinines froides ou de cryoglobulines

(137).

3. Nouvelles approches thérapeutiques.

La fréquence élevée de mutation MYD88 au sein des patients atteints de MW a mis en évidence de
nouvelles cibles thérapeutiques. Il est probable que le traitement de la MW puisse étre amélioré en

ciblant les voies de signalisation de MYD88 (Figure 20).

Parmi ceux-ci, I'inhibition du BTK est le plus développé. L'ibrutinib est déja approuvé pour le
traitement des patients symptomatiques. Il n'est cependant pas curatif de la MW, et la prochaine

étape logique est d'utiliser les inhibiteurs de BTK (BTK-I) en combinaison avec d'autres agents (138).

L'inhibition de I'lRAK et de I'HCK s'est avérée prometteuse sur le plan préclinique, mais aucune

donnée clinique n'est disponible pour le moment (138).

D’autres options thérapeutiques seraient envisageable telles que la thérapie dirigée contre CXCR4
(Figure 20). L'ulocuplumab est un anticorps monoclonal 1gG humain qui a montré une efficacité
préclinique dans le traitement de la LLC (139). Celui-ci est dirigé directement contre CXCR4. Une
combinaison ulocuplumab-ibrutinib pourrait avoir une synergie intéressante chez les patients

atteints de MW avec un statut CXCR4m.

Des études ont montré une certaine efficacité des inhibiteurs de PI3K (copanlisib, duvelisib), protéine

impliquée dans voie de signalisation de CXCR4, dans différents SLPC-B (140) (141).
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Figure 20 : Différentes approches thérapeutiques de la MW ciblant les voies de signalisation de MYD88 et
CXCR4 (138).

4, Approche thérapeutique de la MW selon le statut
mutationnel des patients

L’étude des mutations de MYD88 et CXCR4 dans la MW a porté un intérét au développement des
médicaments, tels que les BTK-l et anti-CXCR4. Les réponses aux traitements couramment et
nouvellement étudiés pour traiter la MW, sont affectées par le statut mutationnel de MYD88 et/ou
CXCR4. Ainsi des algorithmes décisionnels ont été établis selon les résultats de nombreuses études
comparatives afin de guider les cliniciens dans la prise en charge des patients symptomatiques

(Figure 21).

Pour les patients MYD88m et CXCR4wt, I'ibrutinib, BTK-I s’est avéré peu convaincant chez les patients
symptomatiques atteints d’amylose (142). Les associations rituximab-bendamustine (Benda-R) (143)
et DRC sont ainsi des alternatives pour les patients tres symptomatiques (144). Un traitement par Pl

peut étre utilisé en cas de neuropathies liées a la maladie ou au traitement initial (145).
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Pour les patients a double mutation MYD88 et CXCR4, le traitement doit tenir compte de la nécessité
d’obtenir une réponse rapide ou non (61). Le rituximab devrait étre évité chez les patients ayant un
taux d’IgM supérieur a 4 g/L (132), au profit de la plasmaphérése. Pour les patients nécessitant une
réponse rapide, la bendamustine ou un traitement a base de Pl peuvent étre envisagés. Pour les
autres patients, I'association BTK-l - rituximab obtient une réponse majeure plus rapide que

Iibrutinib seul (146) (147).

Pour les patients au statut mutationnel sauvage MYD88 et CXCR4, I'association Benda-R ou une
thérapie a base de Pl peuvent étre envisagées avec de bonnes réponses attendues (148) (149).

L’association DRC reste une alternative en cas d’intolérance.

Figure 21 : Algorithme décisionnel du traitement des patients symptomatiques et naifs atteints de la MW, basé
sur le statut mutationnel MYD88 et CXCR4 (134)
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OBJECTIF DE LA THESE :

Notre hypothese de travail est que les lymphomes mutés pour MYD88 partagent des caractéristiques
permettant de les regrouper en une entité physiopathologique distincte.

Afin de tester notre hypothése, nous avons réalisé une étude rétrospective chez les patients atteints
de lymphome et pour lesquels une recherche de la mutation MYD88 a été réalisée. A partir de cette
cohorte, nous avons séparé les patients selon leur statut mutationnel MYD88, muté ou sauvage,
indépendamment du diagnostic hématologique initial. Une étude comparative des deux groupes a
permis d’identifier des caractéristiques phénotypiques et biologiques propres aux lymphomes mutés
MYD88. De plus, nous avons également réalisé cette étude en comparant avec le statut CXCR4 muté

des patients atteints de MW.

B. Patients et méthode

l. Patients

Entre le 1% janvier 2014 et le 31 décembre 2020, la recherche de la mutation MYD88 L265P a été
réalisée chez 163 patients. Parmi ceux-ci, 102 ont été diagnostiqués MYD88 L265P et suivis au CHU
de Toulouse et ont bénéficié d’'un immunophénotypage du clone lymphomateux. Le diagnostic
retenu pour chaque patient est celui qui est validé au cours des réunions de concertation
pluridisciplinaire. Les données biologiques au diagnostic ont été colligées : hémogramme (taux
d’hémoglobine, volume globulaire moyen, numérations des globules blancs, plaquettaire et
lymphocytaire), morphologie des lymphocytes, électrophorése des protéines sériques avec
guantification du pic monoclonal si présent, taux de la f2-microglobuline, créatininémie et DFGe
(débit de filtration glomérulaire estimé) selon le CKD-EPI (Chronic Kidney Disease EPIdemiology),

cytologie médullaire et caryotype.

Il. Recherche de la mutation MYD88 L265P et CXCR4

La premiére étape vise a isoler les cellules mononuclées des préléevements médullaires par gradient
de densité (Ficoll). Les cellules sont ensuite lysées et une extraction d’ADN est réalisée. Les ADN
doivent ensuite étre dilués a 150ng/uL. Les librairies sont préparées selon le protocole d’AmpliSeq
(Agilent) avec des amorces spécifiques permettant d’amplifier I'exon 2 de CXCR4 et I'exon 5 de

MYDSS.
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Plusieurs étapes d’amplification et de purification sont nécessaires pour la préparation des librairies.
Celles-ci sont ensuite séquencées sur le MiSeq (lllumina). Les mutations sont identifiées par les
variant caller FreeBayes et Mutect2. La sensibilité de la technique AmpliSeq est calculée en fonction
de la fréquence alléliqgue du control négatif (PBL) (bruit de fond). Les mutations sont rapportées

lorsque la fréquence allélique est supérieure a 3 fois la fréquence allélique du contrdle négatif.

[l Immunophénotypage

Un volume de 100 plL de sang total EDTA (Ethylene Diamine Tétra-Acétique) est additionné a un
mélange d’anticorps couplés a des fluorochromes et incubé a température ambiante pendant 30
minutes a '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 1/10iéme la solution BD FACS lysing solution 10X. Le culot cellulaire et la
solution de lyse sont incubés 10 minutes a I'abri de la lumiére 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 suspension dans 250 puL de Cell Wash. L’acquisition est réalisée sur au
moins 40 000 événements sur un cytometre NAVIOS® (BECKMAN COULTER®), puis I'analyse des

données est effectuée a I'aide du logiciel Kaluza®.

V. Statistiques

Les comparaisons ont été effectuées a l'aide du test de Mann-Whitney ou du test de Kruskal-Wallis
pour les variables continues et du test exact de Fisher pour les variables catégorielles avec GraphPad
Prism. Les résultats des tests statistiques sont exprimés graphiquement : *p<0,05, **p<0,01,

*#%p<0,001.

V. Caractéristiques de la cohorte

Au moment de la recherche de mutation MYD88 L265P au laboratoire du CHU de Toulouse, un total
de 163 patients a été étudié pour un age moyen de 74 ans [33-99 ans]. |l existe une prédominance
masculine avec un sex-ratio de 2,13.

L'immunophénotypage lymphocytaire a été réalisé sur 56 prélevements sanguins et 107

prélevements médullaires.
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C. Resultats
l. Les lymphomes B MYD88 mutés

Au total, nous avons étudiés 163 patients diagnostiqués avec un lymphome B. Etat défini par une
population lymphocytaire clonale représentant au moins 1% des lymphocytes totaux par cytométrie
en flux. Parmi cette population, nous avons établi deux groupes en séparant les patients mutés

MYD88m (n=102) et les patients non mutés MYD88wt (n=61).

Parmi les patients testés, la mutation MYD88 L265P a été retrouvée a hauteur de 77% dans les LPL
(n=98), 23% dans les LDGCB (n=22), 22% dans les LZM (n=9), 10% dans les LLC (n=10) et aucune dans
les LCM (n=1) (Figure 22).
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Figure 22 : Histogrammes représentant la répartition (A) et la proportion (B) des patients étudiés selon le
lymphome diagnostiqué et le statut mutation MYD88 (MCL : Lymphome a cellule du manteau, CLL : Leucémie
lymphoide Chronique, MZL : Lymphome de la zone marginale, LPL : Lymphome lympho-plasmocytaire, DLBCL :
Lymphome B diffus a grande cellule).

Au diagnostic, la mutation MYD88 ne corréle pas avec I'age des patients et la taille du pic

monoclonal, s’il était retrouvé a I'EPP (Figure 23).
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Figure 23: Histogrammes représentant la distribution de I'dge (a gauche) et la quantification du pic
d’'immunoglobuline (a droite) selon le statut mutationnel MYD88 des patients.

Parmi les valeurs de la numération, le taux d’hémoglobine est significativement plus diminué chez les
patients MYD88m par comparaison aux patients MYD88wt (respectivement 10,5g/dL vs 11,9g/dL;
p=0,0004). La comparaison du nombre de plaquettes, de leucocytes et de lymphocytes ne montre

pas de différences entre les 2 conditions (Figure 24).

WBC

WEC (GIL)

Figure 24 : Histogrammes représentant de gauche a droite la répartition des taux d’hémoglobine (Hgb), de
plaquettes (PLT), de leucocytes (WBC), de lymphocytes parmi les leucocytes (PB LYMPHS) et de lymphocytes
CD19+ parmi les lymphocytes (CD19+) selon le statut mutationnel MYD88 des patients.

Pour les analyses médullaires (Figure 25), il est retrouvé un pourcentage significativement plus élevé
de lymphocytes chez les patients MYD88m (moyennes a 36,3% vs 24,7% ; p=0,0051) suggérant un
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tropisme médullaire de ceux-ci. De plus, la présence de mastocytes est plus souvent détectée dans
les prélevements médullaires des patients MYD88m (34% vs 18%) sans atteindre la significativité

statistique (p=0,067).

Figure 25 : Histogrammes représentant la répartition de lymphocytes médullaires (BM LYMPHS) (a gauche) et la
présence de mastocytes a la lecture du myélogramme (3 droite) selon le statut mutationnel MYD88 des
patients.

L’étude des marqueurs phénotypiques du score de Matutes (Figure 26) révele une diminution
d’expression du CD5 (moyennes a 17,0 vs 29,3 ; p =0,012) et du CD23 (27,7 vs 44,4 ; p=0,0007) chez
les patients MYD88m, mais aussi une expression plus forte du CD79b (83,7 vs 62,4 ; p <0,0001) et de
I'immunoglobuline de surface (86,8 vs 50,2 ; p=0,00670.01). Ainsi, nous avons dans le groupe des
patients MYD88m un score de Matutes plus fréquemment a 1 ou 2, tandis que dans le groupe de

patients non mutés, un score égal a 3 est majoritaire.
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Figure 26 : Histogrammes représentant la répartition du score de Matutes suivi de ses paramétres ; de gauche
a droite : la répartition des taux de lymphocytes CD19+CD5+, CD19+CD23+, CD19+FMC7+, CD19+CD79b+,
parmi les lymphocytes CD19+ et le ratio des immunoglobulines de surface selon le statut mutationnel MYD88

des patients.

Nous avons également investigué d’autres marqueurs phénotypiques couramment utilisés dans le

typage des lymphomes B. Les patients MYD88m ont des niveaux d’expression plus élevés de CD10

(8,4 vs 3,4; p=0,0016), CD200 (53,6 vs 41,1; p=0,027) et CD43 (33,1 vs 28,1; p=0,022). Les

marqueurs ROR et CD180 ne présentent pas d’expression significativement différente entre les 2

groupes (Figure 27).

Figure 27 : Histogrammes représentant de gauche a droite la répartition des taux de lymphocytes CD19+CD10+,
CD19+CD180+, CD19+CD200+, CD19+CD43+ et CD19+ROR+ parmi les lymphocytes CD19+ selon le statut

mutationnel MYD88 des patients.
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Il. Les lymphomes B avec un pic a IgM

Dans un deuxiéme temps, nous nous sommes intéressés aux lymphomes pour lesquels un pic a IgM
avait été quantifié a 'EPP. Ceux-ci représentent la majorité des lymphomes testés dans notre étude
(n=117 soit 71,8% de la cohorte) et constituent un challenge diagnostique au laboratoire
d’hématologie du CHU de Toulouse. Parmi ces patients, nous avons distingué les patients MYD88m

(n=84) et les patients MYD88wt (n=33).

Parmi ces lymphomes a pic IgM, nous retrouvons une grande majorité de LPL (n=80) avec un taux de
mutation MYD88 L265P de 80%. Suivi des LZM (n=5) mutés a 20%, LDGCB (n=7) muté a 43%. Les

patients atteints de LLC (n=4) et LCM (n=1) conservent un génotype sauvage (Figure 28).
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Figure 28 : Histogrammes représentant la répartition (A) et la proportion (B) des patients étudiés selon le
lymphome diagnostiqué et le statut mutationnel MYD8S.

Sur cette nouvelle cohorte, nous retrouvons les mémes résultats statistiques que sur la précédente.
A savoir, il n’y a pas de différence significative concernant sur I'dge des patients, la taille du pic
d’'immunoglobuline, le taux de plaquettes, de globules blancs, de lymphocytes circulants et de
lymphocytes CD19+ (Figures 29 et 30). Le taux d’hémoglobine est toujours statistiquement inférieur

chez les patients MYD88m (10,3 vs 11,9 ; p=0,0015) (Figure 30).
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Figure 29 : Histogrammes représentant la distribution de I'age (3 gauche) et de la quantification du pic
d’immunoglobuline M (a droite) selon le statut mutationnel MYD88 des patients.
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Figure 30 : Histogrammes représentant de gauche a droite : la répartition des taux d’hémoglobine (Hgb), de
plaquettes (PLT), de leucocytes (WBC), de lymphocytes parmi les leucocytes (PB LYMPHS) et de lymphocytes
CD19+ parmi les lymphocytes (CD19+) selon le statut mutationnel MYD88 des patients.

Sur les prélevements médullaires, nous ne retrouvons plus de différence significative de la

numération des lymphocytes. Les mastocytes sont toujours plus souvent détectés sur les
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myélogrammes des patients MYD88m (36% vs 19%) mais sans atteindre la significativité statistique

(p=0,097) (Figure 31).
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Figure 31 : Histogrammes représentant la répartition de lymphocytes médullaires (a gauche) et la présence de
mastocytes a la lecture du myélogramme (a droite) selon le statut mutationnel MYD88 des patients.

Sur les analyses des marqueurs phénotypiques de Matutes, nous retrouvons les mémes proportions
avec une diminution d’expression des marqueurs CD5, CD23 et FMC7 chez les patients MYD88m,
tandis que CD79b (86,6 vs 57,9 ; p=0,01) et les immunoglobulines de surfaces (82,2 vs 45,8 ; p=0,003)
sont d’avantages exprimés (Figure 32), pour aboutir a un score majoritaire de 1 chez les patients

MYD88m (p=0,02) et de 3 chez les patients MYD88wt (p=0,0002).
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Figure 32 : Histogrammes représentant la répartition du Matutes suivi de ses parametres ; de gauche a droite :
la répartition des taux de lymphocytes CD19+CD5+, CD19+CD23+, CD19+FMC7+, CD19+CD79b+, parmi les
lymphocytes CD19+ et le ratio des immunoglobulines de surface selon le statut mutationnel MYD88 des
patients.

Concernant les autres marqueurs membranaires (CD10, CD180, CD200, CD43, ROR), nous n’avons

pas retrouvé de différence d’expression (Figure 33).

Figure 33: Histogrammes représentant de gauche a droite: la répartition des taux de lymphocytes
CD19+CD10+, CD19+CD180+, CD19+CD200+, CD19+CD43+ et CD19+ROR+ parmi les lymphocytes CD19+ selon
le statut mutationnel MYD88 des patients.

L’étude des anomalies cytogénétiques retrouvées les plus fréquemment chez les patients atteints de

MW n’a pas relevé de différences significatives entre les deux groupes étudiés, bien que nous
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constations une proportion plus grande de délétions 6q et 17p et de trisomie 18 chez les patients

MYD88m (Figure 34).
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Figure 34 : Histogrammes représentant la répartition des anomalies cytogénétiques, de gauche a droite : la
délétion 6q (del6q), la trisomie 4 (tri4), la délétion 17p (dell7p), la trisomie 12 (tri12), la délétion 13q (dell13q)
et la trisomie 18 (tri18) selon le statut mutationnel MYD88.

Nous avons également comparé la proportion de lymphocytes T, le ratio T CD4/ CD8 et la proportion
de cellules NK car MYD88 est impliqué dans la réponse inflammatoire et permet d’augmenter la
synthése de cytokines pro-inflammatoires. Cependant, il n’a pas été montré de différence
significative sur leur proportion parmi les lymphocytes dans la moelle ou la circulation sanguine entre

les deux groupes étudiés (Figure 35).
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Figure 35: Histogrammes représentant de gauche a droite, la proportion de lymphocytes CD3+ parmi les
lymphocytes, le ratio CD4/CD8 et la proportion de Natural Killers parmi les lymphocytes selon le statut
mutationnel MYD88 des patients.

[l Impact de la mutation CXCR4

Les mutations de CXCR4 sont fréquemment identifiées dans les MW. Les données du statut de CXCR4
chez les patients est généré lors d’'une recherche de mutation de MYD88. Nous nous sommes alors
questionnés sur les anomalies phénotypiques des cellules doubles mutés MYD88/CXCR4. CXCR4 joue
un role dans la rétention médullaire des lymphocytes, il nous a paru essentiel d’étudier la relation de

cette mutation dans notre cohorte.
Pour cela nous avons étudiés trois groupes selon le statut mutationnel des patients :

- MYD8S8 et CXCR4 non mutés (MYD88wt CXCR4wt)
- MYD88 muté et CXCR4 non mutés (MYD88m CXCR4wt)
- MYD88 et CXCR4 mutés (MYD88m CXCR4m)

A savoir, aucun patient ne présente de mutation de CXCR4 sans mutation MYD88 préalable.

Dans notre cohorte, nous avons retrouvé 18 patients avec une mutation de CXCR4 soit un taux de
15%. Chez les patients atteints de lymphome lymphoplasmocytaire, le profil double muté (MYD88m
et CXCR4m) représente 17,5% des cas (n=14), le profil MYD88m CXCR4wt 62,5% (n=50) et le profil
sauvage (MYD88wt CXCR4wt) 20% (n=16) (Figure 36).
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Figure 36 : Histogrammes représentant la répartition des patients étudiés (a gauche) et la proportion des
patients (a droite) selon le lymphome diagnostiqué et le statut mutationnel MYD88 et CXCR4.

Nous notons des niveaux sanguins d’hémoglobine (9,6 vs 10,7 et 11,9g/dL ; p=0,04) et de plaquettes
(151 vs 209 et 225G/L; p=0,04) plus bas chez les patients doubles mutés et un envahissement

médullaire plus important (51 vs 32 et 27% ; p=0,01) que les patients simples mutés (Figure 37).

La taille du pic IgM des patients doubles mutés est supérieure a celle des autres groupes sans

atteindre la significativité avec une moyenne a 20,5 g/L (Figure 37).

Figure 37 : Histogrammes représentant de gauche a droite: la répartition des taux d’hémoglobine, de
plaquettes, et de lymphocytes médullaires et la quantification du pic IgM des patients selon leur statut
mutationnel MYD88 et CXCRA4.

L’étude des marqueurs immunophénotypiques révéle que les patients doubles mutés conservent une
expression élevée de CD79b mais perdent la forte expression de I'immunoglobuline de surface.
Associé a cela, les patients doubles mutés perdent également I'expression de FMC7 (36,8 vs 57,3 et
57,9% ; p=0,01) (Figure 38), isoforme du cholestérol membranaire dépendant du CD20 par rapport

aux patients simples mutés MYD88.
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Figure 38 : Histogrammes représentant de gauche a droite, la proportion de lymphocytes CD19+CD79b+ parmi
les lymphocytes CD19+, le ratio d’immunoglobulines de surface et la proportion de lymphocytes CD19+FMC7+
parmi les lymphocytes CD19+ des patients, selon les statuts mutationnels MYD88 et CXCR4.

D. Discussion

Nous avons travaillé sur une cohorte de 163 patients pour lesquels une recherche de mutation du
géne codant pour la protéine MYD88 a été prescrite au CHU de Toulouse. Parmi toutes ces
demandes, le laboratoire de biologie moléculaire a retrouvé 102 échantillons mutés MYD88 L265P,
soit une proportion de 63% patients mutés dans la cohorte, pour une moyenne d’age de 74 ans

comparables aux résultats décrits dans la littérature.

Concernant les patients suivis pour un LPL, la proportion de mutation augmente a 77%. Ce qui fait de
la mutation un critére sensible pour cette maladie. La proportion reste cependant inférieure a celle
retrouvée dans la littérature, a hauteur de 90% (59). De plus nous retrouvons des proportions non
négligeables de mutation MYD88 chez les patients atteints de LZM et de LDGCB (respectivement 22
et 33%), et donc en contrepartie n’en fait pas un critere spécifique. Cette différence peut entrainer
une difficulté diagnostique chez certains patients a pic IgM et atteints de lymphome, et donne un
intérét a regrouper les patients MYD88m dans une entité distincte. C'est pourquoi nous nous
sommes intéressés dans un deuxiéme temps, uniquement aux patients sécrétant un pic IgM
monoclonal, ce qui a réduit la cohorte a 117 patients et 72% de positivité a MYD88m, sans nous
intéresser au diagnostic hématologique posé. A la vue de ces résultats, la proportion de patients
diagnostiqués pour un LPL sans mutation de MYD88 identifiée pose la question sur les autres
parametres non pris en compte pour établir le diagnostic de LPL. De plus la proportion de MYD88

mutés chez les patients LZM souleve également cette question. Des discussions interdisciplinaires
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pourraient permettre de confirmer ou d’infirmer ces diagnostics sur d’autres paramétres clinico-

biologiques.

Nous avons montré que les mutations de MYD88 impactaient significativement sur différents critéeres
biologiques. On retrouve chez les patients MYD88m, par comparaison aux patients MYD88wt, un
taux d’hémoglobinémie inférieur. Différence qui peut étre expliquée par la présence d’une quantité
supérieure de lymphocytes dans la moelle des patients MYD88m pouvant altérer I’hématopoiese
normale. L'lgM monoclonale peut également étre incriminée. Présente en quantité supérieure chez
les patients MYD88m, sans atteindre la significativité, celle-ci est responsable de nombreux effets
clinico-biologiques sur les patients, dont I'anémie hémolytique auto-immune. Il serait intéressant
d’étendre notre étude biologique avec des criteres cliniques afin d’évaluer s’il existe une

augmentation d’apparition de signes cliniques chez les patients MYD88m.

L’analyse des marqueurs cytologiques intervenants dans le score de Matutes nous montre un score
significativement différent entre les deux groupes. Les patients MYD88m présentent un score
majoritairement a 1/5 tandis que les patients MYD88wt scorent majoritairement a 3/5. Tout d’abord,
une différence, bien que non significative est observable sur I'expression de deux marqueurs. Pour le
CD5, une expression moyenne est retrouvée a 15,0% vs 27,7% et pour le CD23 une moyenne de
26,5% vs 31,5%, respectivement pour les patients MYD88m et les patients MYD88wt. Avec un seuil a
30% de positivité, nous pouvons supposer que la différence de score de Matutes s’établit, au moins
en partie, sur ces deux marqueurs . Enfin, et de facon fortement significative, on observe une
expression élevée pour deux autres parametres des patients MYD88m, le CD79b et
I'immunoglobuline de surface. Ces derniers participent a I'architecture du BCR qui est le récepteur
d’Ag des LB. Il permet de déclencher la réponse immunitaire. Ces résultats suggérent que les patients
MYD88m ont une expression supérieure du BCR a la surface des cellules clonales et potentiellement
une activation plus importante médiée par cette voie. Cela impliquerait une augmentation de
I'activité de la tyrosine kinase SYK qui active la fonction du facteur de transcription STAT3 (Signal
transducer and activator of transcription 3) et de la protéine kinase B AKT. Ces deux derniers sont
connus pour jouer un réle dans la différenciation, le développement cellulaire et I'apoptose. De plus
STAT3 peut étre phosphorylé apreés la liaison de cytokines sur leur récepteur telles que I'lL6 ou I'lL21
(150) (151) (152). Ces cytokines présentent une concentration augmentée chez les patients atteints
de MW. Il existe une relation entre la phosphorylation de STAT3 et I'expression de la protéine
programmed cell death protein 1 (PD-1). Il a déja été démontré que I'axe de PD-1 / PD-1 ligand (PD-
L1) est associé a un pronostic différent selon les mécanismes de régulations de la voie d’activation
(153). Au départ, des anticorps monoclonaux anti PD-1 (nivolumab, pembrolizumab) ou PD-L1

(atezolizumab) ont été développés pour le traitement de certains cancers tels que le mélanome.
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L'augmentation de la phosphorylation de STAT3 aboutit a une surexpression de PD-L1 a la surface
des cellules mutées MYD88. PD-L1 peut également étre sécrété sous une forme soluble. Ce
mécanisme aboutit a I'anergie des lymphocytes T du microenvironnement médullaire (154).
Cependant une étude de phase 1 associant un anticorps anti-PD-1 et un inhibiteur de BTK a mis en
évidence un risque d’hémolyse et de réactions aux transfusions augmenté chez 2 patients atteints de

MW inclus dans cette étude (155).

La mutation CXCR4, connue pour étre la seconde plus présente chez les patients atteints de MW a
été retrouvée chez 18 patients de notre cohorte, pour un taux de 17,5% de patients CXCR4m et
diagnostiqué MW. Cette proportion est inférieure a celle généralement retrouvée dans la littérature

avec une proportion autour de 30% selon les études. Tous nos patients CXCR4m sont MYD88m.

Les patients doubles mutés MYD88 et CXCR4 ont des taux d’hémoglobine et de plaquettes plus bas
que les patients simples mutés MYD88 et non mutés avec des moyennes respectives a 9,6g/dL et 151
G/L. Nous avons également mis en évidence un envahissement médullaire des lymphocytes plus
important chez les patients doubles mutés, avec une proportion moyenne de 51%. CXCR4 est décrit
comme une protéine contribuant aux signaux de survie cellulaire et de domiciliation cellulaire dans
des niches telles que la moelle osseuse et les organes lymphoides secondaires. Nous confirmons ainsi
I"augmentation de I'activité de CXCR4 chez les patients CXCR4m déja rapportée dans la littérature.
L’envahissement médullaire important chez les patients CXCR4m provoque un effet néfaste plus
intense sur I’hématopoiese de ces patients. Les patients avec mutation de CXCR4 ont montré une
baisse de la sensibilité a I'ibrutinib. A la vue de nos résultats sur la faible expression de I'lgM de
surface chez les patients doubles mutés par rapport aux patients simplement mutés MYDS8S, la
guestion de la signalisation médiée via CXCR4 et de fagon préférentielle par rapport au BCR se pose
et pourrait expliquer la diminution de la sensibilité aux inhibiteurs de BTK. Est-ce que la signalisation
par CXCR4 entraine une sécrétion de I'lgM plutot que son expression a la surface des
lymphoplasmocytes? Le suivi de I'apparition de clone CXCR4m pourrait étre recommandé chez les

patients au profil mutationnel sauvage.

Le marqueur CD79b chez les patients CXCR4m est exprimé a la méme intensité que chez les patients

MYD88m CXCR4wt mais la forte expression de I'immunoglobuline de surface est perdue (153).

Les patients CXCR4m perdent I'expression du marqueur FMC7. FMC7 est un épitope du CD20. Ce
dernier est fortement exprimé chez tous les LB a partir du stade pré-B de la lymphopoiése avec une
diminution d’expression au cours de la différenciation. Il a été montré que I'expression du CD20
prédit généralement celle de FMC7 mais les niveaux d’expressions ne sont pas strictement corrélés.

Le cholestérol membranaire joue un réle important dans la conformation du CD20 et I'expression du
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FMC7. Des cellules malignes B CD20+ avec un FMC7 faible ont un faible taux de cholestérol
membranaire (156). De plus les lignées avec une forte fluidité membranaire ont un potentiel
métastatique plus élevé. Ainsi, la diminution d’expression de FMC7 chez les patients CXCR4m peut
nous renseigner sur l'agressivité, la composition lipidique des cellules B malignes ou leur avancement
en différenciation vers le stade plasmocytaire. En parallele, il a été montré I'importance du
cholestérol dans la conformation et la fonction de CXCR4 et les radeaux lipidiques membranaires
pourraient jouer un réle régulateur dans la signalisation du CXCL12 (157). Une extraction du
cholestérol membranaire des LT par traitement chimique in vitro a montré une inhibition de la liaison
de CXCL12 sur CXCR4, diminuant ainsi son expression. Cette étude montre un intérét thérapeutique
pour les patients CXCR4m avec un envahissement médullaire des LB chez qui un tel traitement

pourrait diminuer I'expression de CXCR4.

E. Conclusion

Le but de notre étude était de caractériser les lymphomes a mutation MYD88 et d’arriver a une

définition biologique de cette entité, notamment dans le sous-groupe des lymphomes a IgM.

Dans une cohorte de 117 patients atteints d’un lymphome a IgM, la mutation MYD88 a été identifiée
dans 80% des LPL mais également dans une petite proportion de LZM et de LDGCB. En regroupant les
patients MYD88m, quel que soit leur diagnostic hématologique, nous avons identifié un certain
nombre de paramétres significativement différents des patients au profil MYD88 sauvage.
Biologiquement, le taux d’hémoglobine des patients MYD88m est plus bas mais les résultats les plus
discriminants portent sur le profil immunophénotypique. Le score de Matutes retrouvé
majoritairement chez les patients MYD88m est de 1 point contre un score a 3 points pour les patients
MYD88wt. Cette différence peut s’expliquer par une expression plus forte des marqueurs CD79b et

de I'immunoglobuline de surface, deux constituants du BCR.

Deuxiemement, nous nous sommes intéressés a la mutation de CXCR4. Celle-ci a été retrouvée chez
15% des patients de notre cohorte et 17,5% des cas de LPL. La mutation de CXCR4 n’est identifiée
que chez des patients MYD88m avec une proportion de 21%. Nous avons mis en évidence pour les
patients doubles mutés MYD88 et CXCR4, une diminution significative du taux d’hémoglobine et du
nombre de plaquettes par rapport aux patients simples mutés MYD88. Une infiltration médullaire
lymphocytaire plus importante est également retrouvée chez ces patients. Sur le profil
immunophénotypique des patients CXCR4m, une caractéristique a été relevée. Les patients perdent

I’expression du FMC7 par rapport aux patients simples mutés MYD88. lls expriment aussi moins
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fortement leur immunoglobuline de surface et en parallele ont une tendance a étre plus excréteur

d’IgM.

En conclusion, nous avons identifié certaines différences biologiques significatives chez les patients
atteints d’un SLPC-B selon leur statut mutationnel MYD88 et CXCR4. |l serait intéressant d’inclure a
cette étude des critéres cliniques et anatomopathologiques afin de préciser l'identité propre des
lymphomes MYD88m. Une réorganisation de la classification des SLPC-B selon la biologie moléculaire
permettrait sur le long terme une meilleure harmonisation avec la prise en charge basée de plus en

plus sur la recherche de mutations identifiées comme des cibles thérapeutiques.
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RESUME

Les syndromes lymphoprolifératifs chroniques B sécréteurs d’lgM représentent un défi diagnostique
au sein du laboratoire d’hématologie de I'Institut Universitaire du Cancer de Toulouse. La mutation
MYDS88 est retrouvée a une proportion de 80-90% dans les lymphomes lymphoplasmocytaires, mais
également dans quelques cas de lymphomes de la zone marginale et de lymphomes B diffus a
grandes cellules.

Ce travail a pour objectif d’identifier les caractéristiques propres aux lymphomes MYD88 mutés
(MYD88m). Nous avons recueilli rétrospectivement les données cytologiques, phénotypiques,
moléculaires et génétiques d'une cohorte de 117 patients atteints d’'un lymphome B a IgM.

Nous avons mis en évidence un taux d’hémoglobine plus bas chez les patients MYD88m, et une
expression plus forte du marqueur CD79b et de I'immunoglobuline de surface, deux composants du
BCR. Nous avons également mis en évidence une perte d’expression du marqueur FMC7 chez les
patients CXCR4 mutés, ce qui pourrait étre un marqueur de différenciation plasmocytaire.

Au total, notre étude dresse les contours d'une nouvelle entité lymphomateuse MYD88m qui devront
étre consolidés sur une plus grande cohorte et des études cliniques.

MYD88-MUTATED LYMPHOMAS, AN ENTITY IN ITS OWN RIGHT: RETROSPECTIVE STUDY OF A
COHORT FROM 2014 TO 2020

IgM-secreting chronic B lymphoproliferative syndromes represent a diagnostic challenge in the
hematology laboratory of the Toulouse University Cancer Institute. The MYD88 mutation is found in
80-90% of lymphoplasmacytic lymphomas, but also in some cases of marginal zone lymphomas and
diffuse large cell B lymphomas.
The aim of this work is to identify the specific features of MYD88 mutated lymphomas (MYD88m).
We retrospectively collected cytological, phenotypic, molecular and genetic data from a cohort of
117 patients with IgM B lymphoma.
We found lower hemoglobin levels in MYD88m patients, and higher expression of the CD79b marker
and immunoglobulin surface, both components of the BCR. We also demonstrated a loss of
expression of the FMC7 marker in CXCR4 mutated patients, which could be a marker of plasma cell
differentiation.
Overall, our study outlines a new MYD88m lymphomatous entity that will need to be consolidated in
a larger cohort and clinical studies.
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