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. Introduction

Les syndromes lymphoprolifératifs chroniques B (SLPC-B) correspondent a une prolifération de
cellules lymphoides de la lignée B a un stade mature de leur développement. C’est un groupe qui
comprend un ensemble de pathologies distinctes avec une évolution et une prise en charge
différente pour chaque entité. Il est alors important de comprendre, de maitriser et d’étre capable
de les classifier de maniéere précise.

Au laboratoire de biologie médical, nous disposons d’'un ensemble de techniques permettant de
différencier les SLPC-B. La cytométrie en flux (CMF) en fait partie. Elle est capable de classer les
populations et les sous populations cellulaires. Ainsi, il est possible de détecter des proliférations
anormales de cellules tumorales et donc de mettre en évidence des clones lymphocytaires. L’objectif
final de cette technique est d’aiguiller le clinicien pour confirmer ses premiéres hypothéses
diagnostiques. Cependant, il est parfois difficile pour le biologiste de réussir a classer les différents
SLPC-B par l'intermédiaire de la CMF. De plus, il n’existe pas a ce jour de procédure permettant de
standardiser cette technique afin de diminuer la variabilité inter-laboratoires.

Le but de notre projet est d’élaborer, a I'aide de la CMF, un algorithme décisionnel pour guider le
biologiste dans sa démarche diagnostique. Avec I'aide de cet algorithme, nous pourrons apprécier la
répartition des différents SLPC-B en fonction de I'expression de marqueurs phénotypiques. Ce projet
permettra également de mettre en avant les marqueurs les plus judicieux a utiliser. Ceci pourra
guider le biologiste dans son choix de marqueurs pour élaborer ses panels d’anticorps monoclonaux
et favorisera une homogénéisation des pratiques des laboratoires.

De grandes avancées au cours des soixante dernieres années ont permis une meilleure
compréhension des cellules lymphoides normales et néoplasiques. Elles ont abouti a la modification
et a I'actualisation des différentes classifications des hémopathies lymphoides (1).

Historiquement entre 1956 et 1966, ce sont les publications du Dr. Rappaport qui ont conduit aux
bases de la classification des lymphomes. Celles-ci s’appuyaient uniquement sur des critéres
morphologiques et cliniques (2). L'apparition et le développement des nouvelles technologies ont
permis d’inclure des critéres immunologiques et génotypiques. Ces progres ont abouti en 1994 a la
classification de REAL (Revised European American Lymphoma) (3). Cette derniére a été rédigée lors
d’un consensus entre les membres de I'International Lymphoma Study Group réunissant cliniciens et
pathologistes. Par la suite, le travail en commun de la Society for Hematopathology (SH) et de
I’European Association of Hematopathologists (EAHP), avec I'appui de I'organisation mondiale de la
santé (OMS), a conduit successivement a la classification de I'OMS 2001, 2008 et 2016.
L'actualisation en fonction des progres scientifiques, au fil des années, est primordiale (1).
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Néoplasies lymphoides B matures

Leucémie h /L

( tnc 2

| Lymphocytose B monoclonale *

| Leucémie pro-lymphocytaire B
Lymphome de la zone marginale splénique

| Leucémie a tricholeucocytes

| Lymphome / Leucémie B spiénique, non

Lymphome B diffus a petites cellules de la pulpe rouge splénique
| Leucémie & tricholeucocytes - variant

L - I
Yp

| Macroglobulinémie de Waldenstrom
! je de signification i i (MGUS)

G
IgM*
Maladie des chaines lourdes Mu
Mal des lourdes g;

| Maladie des chaines lourdes alpha

la pathi le de signifi inée (MGUS)
1gG/IgA*

Myélome multiple

| Plasmocytome solitaire osseux

| Plasmocytome extra-osseux

| Maladie des dépéts d" globul 3
Lymphome de la zone marginale extra-ganglionnaire du tissu

| lymphoide associé aux muqueuses (MALT)

| Lymphome de la zone marginale ganglionnaire
Lymphome de la zone (") gang de type p Q)
Lymphome folliculaire

| Néoplasie folliculaire in situ*

Lymph foliculaire de type duod
Lymp folliculaire de type pédiatrique
Lymphome & grandes cellules B avec réarrangement de IRF4*

| Lymphome centro-folliculaire cutand primitif

| Lymphome & cellules du manteau

| Néoplasie a cellules du manteau in situ*

| Lymphome diffus & grandes celiules B (DLBCL), sans autre
spécificité (NOS)

| de type B du Centre germinatif*

| de type Activé B*

Lymphome & grandes cellules B riche an lymphocytes T/histiocytes
| DLBCL primitif du systéme nerveux central

DLBCL primitif cutand, de type jambe
| DLBCL EBV+, NOS*

| Ulcdre cutandomuqueux EBV+*
DLBCL é A une 5l
| Grar lymp

Lymphome & grandes cellules B primitif du médiastin (thymique)
| Lymphome & grandes cellules B intravasculaire
| Lymphome & grandes cellules B ALK pasitif
Lymphome plasmablastique
Lymphome des séreuses
| DLBCL HHV8+, sans autre spécificité*
| Lymphome de Burkitt
| Lymphome Burkitt-like avec aberration 11q

Lymphome B de haut grade avec réarrangement de MYC et BCL2
| et/ou BCLE"

| Lymphome B de haut grade, NOS*
Lymp B ble, avec des ' jres entre un
| DLBCL et un lymphome de Hodgkin classique
Tableau 1 : Classification révisée de 'OMS 2016 des
hémopathies lymphoides B a cellules matures

Ci-dessus, nous pouvons voir la classification actuelle des lymphomes de 2016 (tableaul) (4). Elle
correspond a un inventaire d’entités qui lorsque cela est possible, fait référence a la cellule d’origine
du SLPC-B.

Afin de comprendre la genése d’'un lymphome, il est indispensable d’avoir des notions sur la
lymphopoiése B physiologique. Nous allons aborder les différentes étapes essentielles au
développement d’un lymphocyte B (LB) et de sa transformation en une cellule maligne. Puis, nous
déclinerons les principales hémopathies lymphoides B a cellules matures et leurs caractéristiques.
Enfin, nous ferons des rappels sur la CMF.

16



I.A. Les différentes étapes de la lymphopoiése B : de la cellule souche
hématopoiétique a la différenciation plasmocytaire.

D’une facon schématique, la maturation d’un lymphocyte peut étre représentée comme un cycle ou
les cellules lymphoides sont en circulation continue. Cette maturation débute par une cellule souche
hématopoiétique (CSH) et conduit aux plasmocytes ou aux cellules B mémoires apres avoir subi deux
étapes spécifiques de maturation: une phase dite indépendante de l'antigéne et une phase
dépendante de I'antigéne.

Lors de sa maturation, le lymphocyte passera par différentes étapes appelées « sélection positive »
et « sélection négative » sous risque de rentrer précocement en apoptose.

I. A. 1. Phase indépendante de I'antigéne

Cette phase a lieu dans la moelle osseuse appelée « organe lymphoide primaire ». A cet endroit se
trouvent en faible nombre des CSH. Ces cellules vont étre capables de se différencier et d’aboutir a
des progéniteurs communs engagés dans des lignées lymphoides ou myéloides. Le progéniteur
lymphoide a la capacité de se différencier en un précurseur B, T ou NK. Le précurseur B va passer
successivement par les stades pro-B, pré-B puis B immature sous I'influence d’interleukines. Durant
ces étapes, les cellules vont subir des remaniements des génes des immunoglobulines (Ig). Ces
remaniements permettent d’aboutir a la formation d’un récepteur a la surface cellulaire appelé BCR.
Ce récepteur est indispensable pour permettre aux LB de reconnaitre un antigene et de déclencher
une réponse immune. Cependant si ces mécanismes de remaniement conduisent a un BCR non
fonctionnel ou reconnaissant un antigeéne du « soi », un processus de sélection négative est mis en
place pour éradiquer le LB afin d’éviter toutes réponses inadaptées.

Une fois passée les étapes de sélection négative et positive, le LB, avec son BCR naif (c'est-a-dire
n’ayant pas rencontré d’antigéne du « non soi ») doit s’éduquer. Pour cela, le lymphocyte sort de la
moelle osseuse et va rejoindre, par I'intermédiaire du sang, la rate et les ganglions ol va se dérouler
la seconde phase de sélection, dépendante de I'antigene.

I. A. 2. Phase dépendante de I’antigéne

Le lymphocyte lors de cette phase, va patrouiller jusqu’a rencontrer son antigéne et éduquer son
BCR. Pour optimiser ses chances de rencontrer I'antigéne, le LB circule en continue dans les tissus et
les organes lymphoides secondaires (ganglions lymphatiques, rate, plaques de Peyer).

Les antigénes sont présentés par une cellule présentatrice d’antigéne (CPA) telles que les cellules
dendritiques. Les LB vont pouvoir reconnaitre |'antigéne grace a leur BCR et proliférer. Par la
sécrétion de diverses cytokines, les lymphocytes T jouent un réle important dans cette étape.
Certains LB sécréteront alors une IgM de faible affinité pour I'antigéne et d’autres migreront vers le
follicule primaire puis vers le centre germinatif (CG) du follicule secondaire. Ces derniers lymphocytes
subiront alors des modifications afin d’augmenter leur affinité a I'antigéne.

La premiere modification a intervenir est le processus d’hypermutation somatique (HMS). Il
correspond a la survenue de mutations ponctuelles dans les régions variables des chaines lourdes et
légeres. Ce mécanisme est important pour augmenter I'affinité et éduquer le récepteur en vue d’une
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réponse optimale contre I'antigéne. Une sélection positive permet alors d’éradiquer les LB ne
reconnaissant pas I’antigéne du non-soi par un mécanisme d’apoptose programmeée.

La deuxiéme modification est la commutation de classe ou « switch » isotypique. Ce processus
permettra, par un mécanisme de réarrangement des régions constantes, la production des autres
types d’lg (IgE, IgA, 1gG).

Une fois ces deux événements réalisés, les cellules vont proliférer pour augmenter leurs nombres
afin de bien répondre a I'agent agresseur. Elles vont finir leurs différenciations en cellules B
mémoires et en plasmocytes qui retourneront dans la moelle osseuse (figure 1) (5).

Class switching
V-region gene M.nanons that
recombination
amugen affrny
B-cell Naive B cell
precursor

©;-0
&

Apoptosis

Figure 1 : Représentation des différentes étapes de la lymphopoiése B a partir du précurseur B d’aprés Kiippers et al

I. B.Mécanismes des lésions génétiques et origines cellulaires des lymphomes

De nombreuses étapes clés de la lymphopoiese B, permettant la différenciation des LB et la
diversification des anticorps (AC), favorisent la survenue d’anomalies génomiques. Ces anomalies
peuvent étre des translocations de fragments chromosomiques ou des mutations ponctuelles
impliquant des oncogenes. Ces événements peuvent favoriser le développement de cellules
tumorales en facilitant leur croissance et leur survie.

I. B. 1. Mécanismes des lésions génétiques

La translocation chromosomique (CT) est une aberration chromosomique caractérisée par I’échange
réciproque d’une partie d’un chromosome entre deux chromosomes non-homologue. Dans les SLPC-
B, les CT ont lieux principalement pendant les remaniements des genes des Ig.

Ces translocations peuvent entrainer une dérégulation de certains oncogenes. Par exemple, on peut
observer chez les patients atteints d’un lymphome folliculaire (FL) une CT de type t (14;18) (q32;921).
Cet événement juxtapose I'oncogéne BCL2 situé sur le chromosome 18q21 et la région codant pour
les chaines lourdes des immunoglobulines (IGH) en 14g32. Ce phénoméne aboutit a un
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réarrangement IGH/BCL2. L’oncogéne est sous le contréle du promoteur des IGH, cela entraine une
surexpression de BCL2, protéine anti-apoptotique (figure 2) (6).

Chromosome 14 Chromosome 18 t(14;18)(q32;921)

10

B BCL2
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Figure 2 : Mécanisme d’une translocation de type t(14;18) (q32;q21)

Pour parvenir a une transformation lymphomateuse, plusieurs événements génétiques sont
nécessaires. Elle suit un modéle d’oncogenése dit « multi-hits ». Effectivement, on retrouve certaines
CT chez des patients sains. En 1991, le Dr. Limpens et son équipe ont mis en évidence la CT de type
t(14;18) (g32;921) dans des cellules non malignes. Cela suggére que cette translocation, a elle seule,
n’est pas suffisante pour produire une tumeur. Elle nécessite la survenue d’autres mécanismes
génétiques pour conduire a une cellule maligne, telles que des anomalies du nombre de copies de
génes et/ou des mutations ponctuelles entrainant des gains ou des pertes de fonction (7) (8).

I. B. 2. Origine cellulaire des lymphomes

Chaque type de lymphomes possede une ressemblance phénotypique avec une cellule B normale, on
parle de contrepartie tumorale. En 2005, Kiippers et son équipe ont montré le blocage a un stade de
différenciation des cellules malignes. Ainsi, I'origine cellulaire des différents lymphomes non
hodgkinien (LNH) peut étre déduite de I’état de réarrangement du gene des immunoglobulines et de
I’étude des marqueurs membranaires (5). Par conséquent, le LB mature du pré-CG semble étre la
contre partie normale de la plupart des lymphomes a cellules du manteau (MCL), des leucémies
lymphoides chroniques a IGH non mutées (U-CLL, unmutated chronic lymphocytic leukemia) et de
son égal ganglionnaire, le lymphome lymphocytique (SLL). Le lymphome folliculaire (FL), le
lymphome lympho-plasmocytaire (LPL), le lymphome B diffus a grandes cellules (DLBC) et le
lymphome du Burkitt (BL) pourraient provenir d’une cellule B du CG. Enfin, le LB mature du post-CG
semble étre la contre partie de la leucémie lymphoide chronique au profil IGH muté (M-CLL, mutated
CLL), des lymphomes de la zone marginale (MZL) et de la leucémie a tricholeucocytes (HCL).
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I. C. Les différents syndromes lymphoprolifératifs chroniques B (SLPC-B)

Les SLPC-B sont des proliférations malignes tumorales qui se développent principalement au niveau
des ganglions mais parfois au niveau extra-ganglionnaires. On parlera de phase leucémique de la
maladie lorsque les cellules cancéreuses diffusent a travers le sang périphérique. Certains SLPC-B
sont préférentiellement d’emblée leucémiques contrairement a d’autres qui le sont secondairement.

I. C. 1. Les formes d’emblée leucémiques

I.C.1.1. Laleucémie lymphoide chronique (CLL)

Le terme « leucémie » est utilisé car on observe, au cours d’'une CLL, une hyperlymphocytose liée a la
circulation sanguine des cellules tumorales. Elle posseéde un analogue d’expression purement
tumorale, le SLL. Effectivement, ces deux entités partagent les mémes caractéristiques
physiopathologiques (9) (10).

La CLL est la plus répandue des leucémies chroniques survenant chez I'adulte en Europe et aux USA.
En France, on compte 4674 nouveaux cas de CLL/SLL en 2018. L’incidence standardisée sur la
population mondiale (TSM) est de 4,4 pour 100 000 personnes-années chez 'homme et de 2,2
personnes-années chez les femmes soit un rapport hommes/femmes autour de 2. Il s’agit d’'une
pathologie du sujet 4gé avec un age médian au diagnostic de 71 ans et un taux d’incidence qui
augmente avec I'age (figure 3) (11).
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Figure 3 : Taux d’incidence par classe d’age en France en
2018 pour la CLL/SLL

L’origine cellulaire de la CLL est encore mal connue et débattue. Néanmoins, une hypothese avance
que les premiers événements génétiques ont lieu dans les CSH. D’apres I'étude de Kikushige et al en
2011, la transplantation chez des souris de CSH de patients atteints de CLL (CSH-CLL), entraine le
développement chez ces rongeurs, de cellules B monoclonales de phénotype proche de celui de la
CLL (12). En effet, ces CSH-CLL ayant subit des évenements oncogénétiques, produiraient une
population portant toutes les mémes anomalies. Par la suite, les stimulations antigéniques T
dépendantes ou T indépendantes entrainent la formation de deux groupes. Le premier groupe a subi
une excitation antigénique par I'intermédiaire des lymphocytes T. Leur maturation passe alors par le
CG ou le phénoméne HMS aura lieu donnant des régions variable des chaines lourdes des
immunoglobulines (IGHv) mutées (M-CLL). Le second groupe a subi une stimulation antigénique T
indépendante et donc une absence de mutation des régions IGHv (U-CLL). L’apparition de nouveaux
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événements génétiques et épigénétiques entraine une sélection clonale et le développement d’une
Lymphocytose Monoclonale B (MBL) puis d’'une CLL (figure 4) (13).
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Figure 4 : Origine cellulaire de la CLL. L’acronyme TD représente la stimulation T dépendante, Tl
la stimulation T indépendante. Les éclairs mettent en évidence la survenu d’aberrations
génétiques et épigénétiques

Il s’agit d’'une maladie le plus souvent indolente. Cependant, on observe une hétérogénéité
d’évolution en fonction des patients. Chez certains, la maladie évolue a bas bruit sans entrainer de
retentissement sur le train de vie habituelle. Dans ce cas, une simple surveillance médicale réguliere
est suffisante. A linverse, peuvent apparaitre une progression du syndrome tumorale, une
hyperlymphocytose majeure, des signes de symptomes B (fievre, sueur nocturne, perte de poids
importante). Une transformation en un lymphome de haut grade agressif se produit dans 2 a 10%
des situations (14).

Dans pres de 80% des cas, le diagnostic est posé au cours d’un examen de routine alors que les
patients sont asymptomatiques.

Le diagnostic de la CLL nécessite la présence dans le sang périphérique de plus de 5 G/L de
lymphocytes clonaux pendant au moins 3 mois. En dessous de 5 G/L et en I'absence de signes de
maladie active, on parle de MBL. Cette nouvelle entité a été décrite dans la 3°™ révision de la
classification de 'OMS 2008. A I'époque, nous ne savions pas si la MBL était un précurseur de CLL. Il
est mentionné depuis 2016 que la MBL précede les cas de CLL ou de SLL. L’édition de 'OMS de 2016
a méme différencié deux types de MBL. Le MBL a valeur absolue basse en lymphocytes clonaux < 0,5
G/L et de haut compte entre 0,5 et 5 G/L. Le premier a un faible risque évolutif et ne nécessite pas
forcément de suivi a la différence du second (1) (9).

L'analyse du frottis sanguin, nous permet de mettre en évidence de petits lymphocytes matures
d’aspect monomorphe avec un rapport nucléocytoplasmique élevé, une chromatine écaillée et un
cytoplasme peu abondant. Ces lymphocytes sont accompagnés de cellules éclatées appelées
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« ombres de Gumprecht ». Ces ombres sont liées a la fragilité des cellules clonales qui se lysent lors
de la réalisation du frottis sanguin (figure 5) (14).
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Figure 5 : Frottis sanguin coloré au May Grunwald
Giemsa a fort grossissement (x1000) d’un patient
atteint d’'une CLL

Le diagnostic ne peut reposer uniquement sur la cytologie car dans certaines situations, la
morphologie des lymphocytes se présente de maniére atypique avec des irrégularités nucléaires, un
aspect vieilli ou une allure prolymphocytoide. Lorsque les cellules sont de grandes tailles avec une
chromatine immature, on pourra évoquer une transformation en lymphome de haut grade

(syndrome de Richter).

Variants morphologiques de la CLL (15) :

Figure 6 : CLL d’aspect vieilli avec quelques
lymphocytes a rapport nucléocytoplasmique
intermédiaire
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Figure 7 : CLL avec un contour nucléaire irrégulier
parfois en « forme de coeur ». Morphologie associée 4
a une trisomie 12
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Figure 8 : CLL prolymphocytoide avec un taux de

prolymphocytes inférieur a 55 % 2

Dans ces situations morphologiques difficiles I'appel a I'immunophénotypage lymphocytaire par
I'intermédiaire de la CMF est indispensable, il permet de confirmer le diagnostic. La CMF joue un réle
central dans le diagnostic de la CLL notamment en raison de I'absence d’anomalie moléculaire
pathognomonique.

Néanmoins, les études de cytogénétique et de biologie moléculaire sont importantes. Elles jouent
notamment un réle prépondérant dans le pronostic de la pathologie (16).

Les anomalies génomiques sont fréquentes dans la CLL. Plus de 80% des patients possedent des
anomalies récurrentes acquises de plus ou moins bon pronostic. Le groupe francophone de
cytogénétique en hématologie rend obligatoire la recherche de la délétion 17p (géne TP53) avant la
mise en place d’un traitement (17). En effet, des aberrations sur les génes TP53 peuvent aboutir a
une perte de fonction de la protéine et de son r6le dans la régulation du cycle cellulaire. L'impact sur
le choix thérapeutique est important car ces aberrations entrainent une résistance aux analogues des
purines. Ces anomalies sur le géne TP53 peuvent se manifester par la délétion 17p13 entrainant une
perte mono-allélique du locus TP53 mais aussi par des mutations de type faux sens, des insertions ou
des délétions. Ainsi, nous obtenons différents profils ayant pour conséquence une perte de fonction
de la protéine P53. Le profil le plus fréquent étant I'association d’'une délétion 17p associée a une
mutation TP53 sur 'autre gene (figure 9) (18).
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Figure 9 : Représentation des différents profils d’aberrations entrainant la perte de la fonction de la
protéine TP53

La délétion 11g22-23 est retrouvée chez 6 a 20% des patients selon les études. Elle est associée a une
lymphadénopathie plus importante et des facteurs de mauvais pronostic. De nombreuses autres
anomalies cytogénétiques sont observées telles que la trisomie 12 et la délétion 13q14. Un caryotype
complexe correspond a la présence d’au moins 3 anomalies chromosomiques. Il est observé chez
prés de 16% des patients (17).
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Le statut mutationnel des IGHv a également un réle pronostic. Les M-CLL sont généralement de bon
pronostic a I'inverse des U-CLL (19).

I.C.1.2. Laleucémie a tricholeucocytes (HCL)

La HCL est qualifiée en anglais de « Hairy Cell Leukemia ». Cette appellation est liée a la présence de
cellules chevelues sur le frottis sanguin (tricho = cheveu en grec). C'est une entité distincte depuis la
classification de 2008.

Il s’agit de I'une des hémopathies lymphoides B matures les plus rares en France. On observe 304
nouveaux cas en 2018. Le TSM est de 0,5 pour 100 000 personnes-années chez I'homme et de 0,1
pour la femme. On observe une prédominance masculine importante (rapport TSM
hommes/femmes égal a 5) (11).

L'événement génétique responsable de la HCL est la survenue d’une mutation ponctuelle du géne
BRAF V60OE. Elle a été mise en évidence en 2011, par I'équipe du Pr. Tiacci. Il s’agit d’un événement
clé dans la pathogénése de la HCL car elle est retrouvée chez la majorité des patients au diagnostic,
dans tous les clones tumoraux et en cas de rechute. Elle peut étre retrouvée dans certaines tumeurs
solides comme le mélanome mais elle est trés spécifique des SLPC-B (20) (21).

Cette mutation ponctuelle, substitution d’'une thymine avec une adénine dans I'exon 15, entraine un
changement d’acide aminé d’une valine en glutamate. Cet événement aboutit a une activation
constitutive de la voie de signalisation MAP-kinase (RAS-RAF-MEK-ERK). La protéine BRAF mutée
phosphoryle, grace a son role de kinase, les protéines MEK1 et MEK2 (pMEK) qui a leurs tours
phosphorylent les protéines ERK1 et ERK2 (pERK). Ces derniéres, une fois fonctionnelles, migrent
dans le noyau de la cellule afin d’agir sur ses substrats nucléaires et de déclencher une réponse
transcriptionelle qui comprend notamment la régulation positive de la cycline D1. Cette voie de
signalisation favorise la prolifération et la survie cellulaire (figure 10) (21).
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Figure 10 : A. Voie de signalisation RAS-RAF-MEK-ERK dans le HCL. B. Mise en
évidence de I'activation in vivo de la voie RAF-MEK-ERK chez les patients HCL
illustrée par I'expression de pERK (rouge) et de la cycline-D1 (marron) dans une
biopsie de moelle osseuse
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La présentation clinique est indolente et I’évolution de la maladie est lente. Les patients peuvent étre
asymptomatiques ou présenter de légers symptomes non spécifiques. Nous observons une
splénomégalie dans plus de 80% des cas, une hépatomégalie dans 10 a 20 % des cas et dans de tres
rares situations des adénopathies. Dans 90% des cas, on observe une mono, bi ou pancytopénie. La
monocytopénie (quasi-absence de monocytes) est caractéristique. Ces perturbations sur
I’'hémogramme sont liées a I’envahissement de la moelle osseuse par les cellules clonales.

Le diagnostic peut étre posé suite a une analyse du frottis sanguin associée a une étude par
cytométrie en flux des lymphocytes circulants.

La population cellulaire est souvent monomorphe. Les lymphocytes sont de taille plus grande qu’un
lymphocyte normal. Le rapport nucléo-cytoplasmique est intermédiaire. Le noyau est arrondi ou
ovalaire, parfois encoché ou réniforme. La chromatine est plutot fine par rapport a un lymphocyte
mature, sans nucléole. Le cytoplasme est plutét prépondérant, non basophile, sans grain, avec
présence de fins prolongement donnant un aspect chevelu (figures 11-12) (15).

' ‘

Figure 11 : Tricholeucocytes sur un prélevement Figure 12 Tricholeucocytes sur un frottis
médullaire apreés colorations au MGG sanguin aprés colorations au MGG

L'analyse cytogénétique n’est pas pertinente car on ne retrouve pas d’anomalie récurrente.

La découverte de la mutation BRAF V600E dans I'exon 15 est un atout supplémentaire pour le
diagnostic. Elle est présente dans 80 a 90% des cas. Chez les 10 a 20 % restant, il faut exclure
d’éventuelles mutations rares du géne BRAF dans I'exon 11. Les données génomiques ont permis de
mettre en évidence d’autres mutations a la rechute (annexe 2) (22).

La HCL doit étre différenciée de la leucémie a tricholeucocytes variant (v-HCL), du lymphome
splénique de la zone marginale (SMZL), et du lymphome a pulpe rouge diffuse splénique (SDRPL). Le
diagnostic précis peut étre délicat car les symptémes et les caractéristiques morphologiques des
cellules sont proches. Effectivement, on observe sur ces différentes entités des lymphocytes avec un
aspect villeux. Il est important de les distinguer car elles ont une prise en charge thérapeutique
différente.

Sur le frottis sanguin, le v-HCL correspond morphologiquement a une fusion d’'un prolymphocyte
(avec un nucléole net) et d’un tricholeucocyte (figure 13) (23).
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Figure 13 : Tricholeucocytes variants sur
un frottis sanguin coloré au MGG

La cytométrie en flux et le profil mutationnel permettent de les distinguer de la HCL. En effet, la v-
HCL, le SMZL, et le SDRPL n‘ont pas de mutation sur le géne BRAF. lls ont d’autres mutations
distinctes ce qui suggére qu’il pourrait bien s’agir d’entités différentes (annexe 2) (22).

I.C.1.3. Laleucémie prolymphocytaire B (B-PLL)

La premiere description de la B-PLL a été réalisée en 1974 par le Dr. Galton et al. Ils ont présenté une
variante rare de la CLL ayant des caractéristiques cliniques et hématologiques plus agressives (24).
Depuis, elle est catégorisée dans un groupe individuel dans les classifications de 2008 et 2016 (1) (9).

Depuis cette découverte en 1974, les événements oncogénétiques et la cellule d’origine sont
toujours mal connus.

La B-PLL est une hémopathie lymphoide maligne B mature rare, estimée a moins de 1% des
hémopathies lymphoides.

Les observations cliniques, sur les 15 patients faites par I'équipe du Dr. Galton, ont montré une
pathologie agressive. Les deux tiers des patients manifestent une symptomatologie B. L’infiltration
médullaire et splénique est constante mais d’intensité variable, les adénopathies sont plus rares
voire absentes. Une anémie et une thrombopénie sont fréquentes. Elles sont surtout accompagnées
d’une hyperlymphocytose importante souvent supérieur a 100 G/L (25) (26).

Selon le groupe franco-américain-britannique (FAB), la B-PLL est définie par la présence d’au moins
55% de prolymphocytes dans le sang. Ces derniers sont des cellules de taille moyenne a grande, au
noyau rond, a la chromatine légerement décondensée et caractérisée par son nucléole proéminant.
Les prolymphocytes peuvent étre confondus avec d’autres SLPC-B tels que la v-HCL, le MCL sous sa
forme pléiomorphique, le SMZL et la T-PLL (figure 14) (26). De plus la quantification des
prolymphocytes dans le sang est variable d’'un opérateur a un autre. Il est donc difficile de rendre un
diagnostic en se basant uniqguement sur des criteres morphologiques (26).
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Figure 14 : B-PLL sur un frottis sanguin coloré au MGG a,b Cellules B-PLL avec son nucléole proéminent. c,d Frottis
sanguin de CLL avec présence de cellules prolymphocytaires B (fleches noir), de lymphocytes de la CLL (fleches rouge),
et des ombres de Gumprecht (fleches bleu). e Cellules de v-HCL avec présence de villosités et d’'un nucléole. f Cellule
d’un SMZL. g,h Cellules prolymphocytaires T

Cette difficulté pour catégoriser et pour quantifier les B-PLL, nous oblige a y associer des techniques
telles que la CMF, la cytogénétique et la biologie moléculaire afin de confirmer le diagnostic.

En ce qui concerne les anomalies chromosomiques, aucun profil clair n’a été trouvé. Ceci s’explique
par la rareté de la pathologie et le peu d’études comprenant de grandes séries de patients.
Néanmoins quelques aberrations plus ou moins récurrentes sont retrouvées. La délétion du gene
codant pour la protéine TP53 est retrouvée dans plus de 50% des cas. Cette derniére peut étre
associée a une mutation TP53 sur I'autre géne. On observe également des anomalies récurrentes
conduisant a une dérégulation de l'oncogene MYC. D’autres anomalies sont fréquentes et le
caryotype est souvent complexe.

Il est mentionné, depuis la classification de 2008, que les B-PLL avec une translocation t (11;14)
(g13;932) et une hyperexpression de la cycline D1 font parties des variants leucémiques du MCL (26)
(27) (28).

I. C. 2. Les formes lymphomateuses secondairement leucémiques

I.C.2.1. Leslymphomes de la zone marginale (MZL)

Nous ne parlons pas d’'un lymphome de la zone marginale mais des lymphomes de la zone marginale.
Effectivement, la classification a bien défini depuis 2008, trois sous-entités histologiques se
différenciant par le site d’envahissement :

- Le MZL se développant au niveau des tissus lymphoides extra-ganglionnaires associés aux
muqueuses (MALT)

- le MZL splénique évoluant principalement au niveau de la rate (SMZL)

- le MZL ganglionnaire (NMZL)

Ces 3 sous types sont classés en MZL car on considére qu’ils ont comme origine commune le
compartiment marginal des ganglions lymphatiques et de la rate (29). Cependant, il est important de
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les différencier a I’aide de la clinique et de la biologie car la prise en charge thérapeutique n’est pas la
méme.

lIs représentent environ 5 a 15 % des LNH. On estime a 2790 le nombre de nouveaux cas de MZL en
France métropolitaine en 2018. L’age médian au diagnostic est de 69 ans chez 'homme et 72 ans
chez la femme (11).

De nombreux arguments sont en faveur d’une association entre les MZL et des stimulations
antigéniques chroniques. Ces stimulations peuvent étre de deux natures: du « soi » ou du « non
soi ». Lorsqu’elles sont d’origines du « non soi », on les appelle des xénoantigénes (Xenos du grec
« étranger »). Ces xénoantigenes peuvent étre des pathogénes microbiens comme avec la bactérie
Helicobacter pylori (H.pylori) responsable du MALT gastrique (figure 15) (30). Lorsqu’elles sont
d’origines du « soi », on les appelle des autoantigenes. Ces autoantigénes sont retrouvés dans des
maladies auto-immunes telles que la thyroidite d’Hashimoto, le syndrome de Gougerot-Sjégren (30).

Lymphome du MALT Lymphome splénique Lymphome ganglionnaire

‘ +/- pathogénes microbiens ‘

| |

Estomac —> Helicobacter pylori Virus de I'hépatite C
Intestin gréle (IPSID) ----% Campylobacter jejuni

Peau -===% Borrelia burgdorferi

Annexes oculaires --=-=-% Chlamydia psittacci

Figure 15 : Les principaux pathogénes pouvant étre associés aux MZL.
IPSID: immunoproliferative small intestinal disease

La premiere preuve du lien entre MALT gastrique et une infection par la bactérie H.pylori a été
avancée en 1991. Il a été montré que prés de 90% des patients atteints par un MALT gastrique
étaient également infectés par H.pylori (31). Par la suite, de nombreuses études ont avancé que
I’éradication de la bactérie par la prise d’antibiotiques permettait d’induire une rémission
histologique compléte dans 70% a 80% des cas (32). Cette approche thérapeutique est aujourd’hui
en 1% ligne pour éradiquer un MALT gastrique. Le virus de I’hépatite C (VHC) est lui associé a des
lymphomes du MALT non gastrique. Cette observation a été faite en 1996. Cette relation est
confirmée car une mise en place d’un traitement anti-VHC permet une régression du lymphome (33).
Il existe d’autres localisations avec des pathogenes impliqués dont le mécanisme reste a étre maitrisé
pour permettre une amélioration du diagnostic, du traitement et de la prévention de ces maladies.
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I.C.2.1.1. Leslymphomes du MALT

lIs représentent prés de deux tiers des MZL. Leur présentation est hétérogene en fonction du site
d’envahissement. En effet, ils peuvent se développer dans tous les organes contenant du tissu
lymphoide. L'estomac en est la localisation préférentielle (autour de 80 %) avec comme agent
pathogéne la bactérie H.pylori. D’autres tissus peuvent étre touchés comme le poumon et les glandes
salivaires.

Généralement, les lymphomes du MALT se manifestent de maniere indolente avec un bon état
général et I'absence de symptdome B. La présentation clinique est hétérogene et dépendante de
I’organe envahi. Les patients ayant un lymphome gastrique vont ressentir des symptomes tels qu’une
dyspepsie et des douleurs abdominales. Ceux avec une localisation intestinale auront des
manifestations cliniques a type de diarrhées, amaigrissement. On se rend bien compte qu’aucun de
ces signes n’est spécifique. Une dissémination de la maladie est possible aprés une période
prolongée ou le lymphome est localisé. Cette dissémination peut se faire dans les organes muqueux
ou non mugqueux comme la rate, le foie ou la moelle osseuse.

D’'un point de vue cytogénétique, on observe 4 translocations distinctes selon le site
d’envahissement :

- t(11; 18) (922; 21) BIRC3/MALT1 décrite dans les années 1990. Elle est présente dans
les formes pulmonaires (30 - 50%), I'intestin (10 - 60%), I'estomac (5 - 25%). Sa recherche par le
caryotype ou par la méthode d’hybridation de fluorescence in situ (FISH) est indispensable dans les
formes a localisation gastriques. Elle conditionnerait I'efficacité de I’antibiothérapie car elle serait
corrélée a une variante indépendante de H.pylori. Cette anomalie est spécifique du lymphome du
MALT et n’a pas été détectée dans le SMZL et le NMZL (34).

- t (14; 18) (932; 921) IGH/MALTI1. Cette CT est retrouvée dans 25% des MALT
oculaires et 16% des MALT des glandes salivaires. Elle est différente de celle retrouvée dans le
lymphome folliculaire car n'impliquant pas le geéne BCL2.

- Plus rarement, lat (1; 14) (p22; 932) BCL10/IGH et la t (3; 14) (p14; 932) FOXP1/IGH.

I.C.2.1.2. MZL splénique

Le SMZL représente environs 2% des LNH et 20% des MZL. Il est considéré comme une entité
pathologique distincte depuis 1991.

Des études récentes ont mis en évidence une entité pouvant étre un précurseur du SMZL, de type
MBL (MBL - MZ). Ce terme de MBL - MZ a été reconnu dans la derniére mise a jour de la classification
de 2016. Il est utilisé lorsque I'on observe une lymphocytose monoclonale B chronique ayant pour
origine la zone marginale et I'absence de signes pouvant faire évoquer un lymphome (35).

Le SMZL correspond a une prolifération de petits lymphocytes B au niveau de la pulpe blanche de la
rate. On observe une dissémination dans 90% des cas au niveau du sang et de la moelle.

Il s’agit également d’une entité plutét indolente, mise en évidence de fagon fortuite lors d’anomalies
a I'hémogramme. Les signes cliniques, lorsqu’ils sont présents, se caractérisent par des douleurs
abdominales, dyspepsie, asthénie.
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Au niveau de l'examen clinique, on retrouve, comme signe constant, une splénomégalie. Les
adénopathies périphériques sont rares. Leur présence doit faire évoquer une dissémination du
lymphome.

L’analyse morphologique est possible lors de la phase leucémique. Cependant, aucun critére
morphologique caractéristique ne permet d’affirmer le diagnostic. Les atypies sont variables et
souvent discretes. Dans tous les cas, I'aspect général monomorphe de la population lymphocytaire
nous guidera vers un SLPC-B.

Le diagnostic de certitude est réalisé grace a un examen histologique de la rate aprés splénectomie.
Cependant, cette derniére pouvant entrainer des répercussions grave en per et post-opératoire,
n‘est plus réalisée en 1% intention. Il est cependant possible de réaliser un diagnostic de maniére
fiable avec la combinaison de plusieurs techniques telles qu’un immunophénotypage lymphocytaire
et/ou I’étude histologique d’une biopsie ostéomédullaire en cas d’infiltration dans la moelle. A noter,
la présence d’une composante monoclonale souvent de type IgM dans 10 a 40 % des cas.

L'étude des anomalies génomiques peuvent également apporter des arguments supplémentaires.
L'anomalie cytogénétique la plus spécifique retrouvée dans 25 a 45% des cas est la délétion 7q.
D’autres aberrations sont retrouvées mais aucune n’est spécifique. Des études récentes ont montré
qgue le géne NOTCH2 était muté dans pres de la moitié des SLZM. L'ensemble de ces altérations
géniques peut servir de marqueur moléculaire diagnostique. Dans une minorité de cas, le diagnostic
final reste incertain et celui-ci ne pourrait étre posé que par une étude histologique de la rate
(27)(36).

I.C.2.1.3. LeNMZL

Ces lymphomes ont été décrits pour la premiére fois dans les années 1990. Ils concernent moins de
10% des patients atteints de MZL.

Il s’agit d’'une atteinte ganglionnaire primitive. Les patients manifestent généralement des atteintes
ganglionnaires et/ou viscérales au moment de I'annonce diagnostic.

La réalisation du diagnostique est anatomopathologique.

I.C.2.2. Lelymphome du manteau (MCL)

En 1982 I'équipe du Dr. Weisenburger a montré, sur 12 patients, la présence d’une infiltration
lymphoide formant un manteau autour d’un CG non infiltré (37). C'est a partir de 1994 et la
classification de REAL que I'entité « lymphome du manteau » est apparue.

En France, le TSM est de 1,0 pour 100 000 personnes - années chez 'lhomme et de 0,2 chez la
femme. On obtient un rapport de 5 entre les deux sexes, ce qui en fait I'écart le plus élevé des LNH.
Maladie du sujet agé, I'age médian au diagnostic se situe autour de 70 ans (11).

Les événements conduisant a un MCL sont variés comme dans tous les LNH. Ces anomalies sont de
mieux en mieux comprises et ont abouti en 2016 a la séparation en 2 sous types distincts de la
maladie : le MCL classique - nodale et le MCL leucémique non nodale.

Dans ces 2 sous-types de la maladie, la premiére anomalie moléculaire a apparaitre est la CT t (11;
14) (q13; g32). Cette translocation va étre responsable d’une juxtaposition du géne CCND1 codant
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pour la cycline D1 situé en 11g13 avec le gene des IGH situé en 14q32. Cette aberration conduit
successivement a la surexpression de la cycline D1 et a la dérégulation du cycle cellulaire entrainant
la prolifération accrue des lymphocytes tumoraux. Elle a lieu a un stade précoce de la différentiation
lymphocytaire (stade pré-B) au niveau de la moelle osseuse.

Dans le cas du MCL classique - nodale, on observe une surexpression du facteur de transcription
SOX11. Cette surexpression est liée probablement a une méthylation au niveau du promoteur du
gene. Elle empéche les cellules du MCL de rentrer dans les étapes se situant au niveau du CG. Ainsi,
dans cette forme, les cellules vont contourner le CG et posséder des IGH non mutées. Dans ce sous
type, le nombre d’aberrations géniques est important et la présentation clinique est plus agressive.

Le MCL leucémique non nodale n’a pas de surexpression du facteur de transcription SOX11. Il s’en
suit une différenciation au niveau du centre germinatif comme en témoigne les nombreuses
mutations aux niveaux des IGH (figure 16) (38) (39).
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Figure 16 : Pathogénése du MCL

Ces avancées expliquent les deux types de présentations cliniques.

La plus fréquente est celle du MCL classique entre 80 a 90 % des cas. On observe une atteinte de
plusieurs ganglions d’emblée. Une dissémination au niveau extra-ganglionnaire est fréquente (70 %
des cas). Elle concerne en majorité la moelle osseuse, la rate et le foie. Une circulation sanguine des
lymphocytes clonaux est également fréquente mais pas systématique. Cette forme est agressive et
de mauvais pronostic.

La deuxiéme forme, moins fréquente, est le MCL indolent. Ces patients présentent une dissémination
sanguine, parfois une splénomégalie mais pas d’atteinte ganglionnaire (40).

Le diagnostic du MCL repose sur la biopsie ganglionnaire lorsque le ganglion est superficiel. Quand
ces derniers ne sont pas faciles d’accés, la dissémination sanguine et/ou médullaire des lymphocytes
clonaux permettent une étude cytologique et phénotypique des lymphocytes circulants (41).
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Au niveau cytologique, on peut observer plusieurs variants ne facilitant pas le diagnostic :

- Laforme classique (42)

Figure 17 : Dissémination sanguine d’un MCL sous sa forme
classique

Dans cette forme classique dite « pléiomorphe », nous pouvons décrire des lymphocytes de taille
hétérogéne avec un rapport nucléocytoplasmique élevé a tres élevé. Le contour nucléaire est
irrégulier, cabossé avec parfois de profondes encoches. La chromatine est légerement décondensée
d’aspect motté ou moucheté.

- Laforme blastoide (42)

o

Frottis sang

Figure 18 : Dissémination sanguine d’un MCL sous sa forme blastoide
(fleche noir) et forme classique (fleche rouge)

Sous la forme « blastoide », les lymphocytes sont de plus grandes tailles avec une chromatine plus
immature et parfois nucléolée.

Il existe un 3°™ variant 3 petites cellules matures. L’aspect évoque celui des lymphocytes matures.

L’étude phénotypique permet d’orienter le diagnostic.

Les études morphologiques et phénotypiques doivent étre complétées par un caryotype et/ou une
FISH. Elles permettront la recherche de la CT t (11; 14) (q13; g32) qui est positive dans 90 % des cas.
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Le faible pourcentage restant correspond au sous groupe CCND1-négatif avec des réarrangements de
la cycline D2 et D3 le plus souvent (27).

Le diagnostic est posé grace a I'étude de I'ensemble des critéres cliniques et biologiques. Dans des
situations délicates, celui-ci ne pourra étre affirmé que par la réalisation d’une biopsie.

I.C.2.3. Lelymphome folliculaire (FL)

Le FL est le 2°™ plus répandu des lymphomes dans le monde occidental. A peu prés 20 % a 30 % des
LNH sont des FL.

En France, on estime a 3066 le nombre de nouveaux cas de FL. Le TSM est de 2,9 pour 100 000
personnes - années chez les hommes et de 2,0 pour 100 000 personnes-années chez les femmes.
Maladie du sujet agé, I'age médian au diagnostic est autour de 68 ans (11).

La cellule tumorale du FL est localisée au niveau du CG des tissus lymphoides ou a lieu de nombreux
réarrangements géniques tels que les phénoménes HMS et de commutations de classes. L’anomalie
génétique primaire a lieu trés tot au niveau de la moelle osseuse dans les cellules B immatures. |
s’agit de la translocation t (14; 18) (q32; g21). Cette derniére juxtapose I'oncogéne BCL2 situé sur le
chromosome 18921 et la région codant pour les /IGH en 14g32. Ce phénoméne aboutit a un
réarrangement IGH/BCL2. L’oncogéne est sous le contrdle du promoteur des IGH, cela entraine une
surexpression de BCL2, protéine anti-apoptotique. Il en résulte une survie cellulaire. Cette résistance
a la mort cellulaire permet aux cellules tumorales de rester en vie au niveau du centre germinal ou
elles vont accumuler différentes anomalies additionnelles au cours des nombreux réarrangements
(figure 19) (43).
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Figure 19 : Développement d’un LF : un processus multi-étape

Ces événements additionnels sont indispensables pour aboutir a un FL. En effet, de nombreuses
études ont montré la présence du réarrangement /IGH/BCL2 chez des personnes saines sans qu’elles
ne développent pour autant un FL. Ces anomalies ont été mises en évidence grace au
développement du séquencage nouvelle génération (NGS). Il s’agit de mutations précoces de génes
régulateurs de I'épigénétique (KMT2D, CREBBP, EZH2, MEFB) (44).
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Au niveau clinique, le FL est d’évolution lente avec de longue phase de stabilité. Le syndrome tumoral
est généralement la premiére manifestation avec la présence d’une ou plusieurs adénopathies
superficielles ou profondes. Des signes généraux associés sont également observés. Des
disséminations aux niveaux médullaire et sanguin sont possibles.

Le diagnostic est réalisé a I'aide d’une biopsie ganglionnaire. Cependant, lorsque cette derniere est
difficile d’acces et qu’elle est associée a une dissémination sanguine ou médullaire des cellules
clonales, le clinicien peut étre aiguillé par la cytologie, la cytométrie en flux, et I'’étude génique (45).

Cytologiquement, les lymphocytes ont un aspect dit en « grain de café » avec une taille légérement
plus grande qu’un petit lymphocyte. Leur rapport nucléocytoplasmique est tres élevé et le contour
nucléaire possede un sillon assez caractéristique du FL lui donnant un aspect centrocytique. La
chromatine est dense et non nucléolée. Le cytoplasme est quasi inexistant (figure20) (42).

G '

Figure 20 : Aspect au grossissement *1000 dans le sang d’un FL

Exceptionnellement, les cellules peuvent prendre une morphologie centroblastique de grandes tailles
avec un noyau irrégulier et une chromatine immature.

Concernant les profils cytogénétiques et moléculaires du FL, on détecte dans 80 a 90 % des cas la CT t
(14; 18) (g32; g21) responsable du réarrangement IGH/BCL2. Les 10 a 20 % restant, non négligeables,
correspondent soit a des translocations variantes qui aboutissent aux réarrangements IGK/BCL2,
IGL/BCL2, soit a un réarrangement de BCL6. Enfin, les approches moléculaires mettent en évidence
des mutations de génes précoces additionnelles comme KMT2D muté dans 80 a 90 % des cas,
CREBBP muté dans 60 % des cas, EZH2 et MEF2B mutés dans 15 a 20 % des cas (27).
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I.C.2.4. La macroglobulinémie de Waldenstrom (WM)

La WM ou maladie de Waldenstréom fait partie du groupe des lymphomes lymphoplasmocytaires
(LPL). Les LPL sont caractérisés par une infiltration médullaire d’un continuum de lymphocytes
matures, lymphoplasmocytes et de plasmocytes monoclonaux. Lorsque cet infiltrat est associé a la
présence d’une IgM monoclonale, sécrétée par le clone tumoral, on parle de WM.

La WM doit son nom au Pr. Jan Gosta Waldenstrom a I'origine de sa découverte dans les années
1944. 1l a observé, chez deux patients, un tableau clinique proche composé principalement
d’épistaxis, gingivorragies associées a des adénopathies et une hypergammaglobulinémie. De plus, il
constate la présence d’une infiltration médullaire par des lymphocytes en « forme de fuseau ». A la
différence du myélome multiple, il n’observe pas d’infiltration médullaire plasmocytaire, ni de signes
radiologiques, ni de douleurs osseuses. L'une des propriétés les plus notables sur leur sérum est leur
viscosité importante. Cette derniére est liée a la présence d’une globuline de haut poids moléculaire
appelée « macroglobuline ». Cette protéine est une immunoglobuline d’isotype M (IgM). C'est la seul
ayant la capacité de s’assembler et de former un pentamére de haut poids moléculaire de 900 KDa
(figure 21) (46) (47).

~ Jchain

Monomer IgM Pentamer IgM

Figure 21 : Schéma d’une IgM monomeére et d’'un modeéle
pentamerisé formant une macroglobuline

Il s’agit d’'une pathologie rare. Ce syndrome est responsable de 1 a 2 % des LNH. On estime a 1317 le
nombre de nouveaux cas incidents en 2018 en France avec une prédominance masculine importante.

De nombreuses avancées ont permis de comprendre un peu mieux 'origine cellulaire du clone. Il
s’agirait d’'une cellule B post-germinale centrale ayant les caractéristiques des cellules B « mémoire ».
L’étude du statut mutationnel des chaines d’immunoglobulines du clone par I’équipe de Sahota et al
a montrée que le phénomeéne HMS avait eu lieu mais pas celui de commutation isotypique de classe
(48). Ces deux éléments nous laissent penser que la cellule B est bloquée dans son processus de
maturation apres son passage dans le CG et avant le stade de plasmocyte (figure 22) (49).0n observe
également I'absence de marqueurs phénotypiques des cellules du CG (50).
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Figure 22 : Blocage de maturation de la cellule B dans la WM

La présentation clinique des patients atteints de la WM est hétérogene. Certains symptomes peuvent
étre attribués a l'infiltration tumorale, d’autres peuvent étre la conséquence des propriétés physico-
chimiques et immunologiques de I'lgM.

Tout d’abord, I'infiltration tumorale a lieu dans la moelle osseuse entrainant un dysfonctionnement
de celle-ci. On observera un défaut de production des cellules sanguines (globules rouges, globules
blancs, plaquettes). Ce déficit de production peut étre responsable de I'apparition d’une paleur
cutanée, d’un essoufflement au moindre effort et d’'une fatigue, conséquence de I'anémie mais
également des épistaxis, des gingivorragies et d’'une susceptibilité plus importante aux agents
microbiens résultat de la thrombopénie et de la leuco-neutropénie. L'infiltration dans les organes
peut entrainer une hépato-splénomégalie et /ou des adénopathies. L’atteinte des tissus extra-
nodaux est rare.

L'anémie souvent présente, retrouvée chez les deux patients du Pr. Jan Gosta Waldenstrom, peut
également étre consécutive a la sécrétion d’hepcidine par le clone tumoral. Il s’agit d’une hormone
peptidique régulant le métabolisme ferrique (51).

L'immunoglobuline monoclonale de type IgM peut étre responsable par ses propriétés physico-
chimiques de plusieurs manifestations cliniques:

- Un syndrome d’hyperviscosité se manifestant par des troubles visuels, des troubles
neurologiques, des saignements muqueux ou des manifestations cardiaques ;

- Un syndrome hémorragique via son interaction avec des protéines de la coagulation
ou avec le facteur de Willebrand ;

- Une cryoglobulinémie de type 1 ;
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- Une amylose AL qui correspond a des dépoéts de la paraprotéine aux niveaux des
organes. Les tissus principalement touchés sont le coeur, le rein, le foie et les nerfs périphériques.

De plus, par ses propriétés antigéniques, I'lgM peut reconnaitre des antigenes des nerfs
périphériques et engendrer une neuropathie périphérique. Elle peut également cibler un antigene de
surface érythrocytaire et aboutir a une anémie hémolytique a agglutinine froide. Lorsque I'lgM
posséde une activité de type facteur rhumatoide, elle peut étre responsable de la formation d’un
cryoprécipité au niveau de petits vaisseaux. On parle alors de cryoglobulinémie de type II.

Le diagnostic repose sur la mise en évidence d’une Immunoglobuline de type IgM associée a une
infiltration lymphocytaire médullaire.

La découverte d’un pic monoclonal a IgM est démontrée par I|'électrophorése des protéines
sanguines. Elle doit étre suivie par une immunofixation sérique afin de confirmer et caractériser la
protéine monoclonale.

La biopsie ostéo-médullaire est indispensable pour apprécier de maniéere fiable Iinfiltration
lymphocytaire. Cependant cette derniére est invasive et n’est pas forcément conseillée chez les
sujets agés et chez les patients dont un traitement n’est pas envisagé. Elle pourra étre remplacée par
une simple aspiration de moelle osseuse associée a un immunophénotypage des lymphocytes (52).

L'infiltration médullaire est caractérisée par un continuum polymorphe composé de lymphocytes
matures, de lympho-plasmocytes et d’'un petit nombre de plasmocytes. On observe également la
présence de mastocytes sans atypie (figure 23) (42).

0

Figure 23 : Infiltrat polymorphe médullaire chez un patient atteint
de WM suite a une aspiration de moelle osseuse

L'aspect cytologique est parfois compliqué a décrire. De plus, la présence de I'lgM est non spécifique
de la WM. Nous sommes alors obligés d’étudier les criteres phénotypiques des lymphocytes par CMF
ainsi que les criteres moléculaires.

La CMF joue un réle primordial dans le diagnostic afin d’affirmer le caractére monoclonal et de
mettre en évidence les marqueurs antigéniques de la WM.
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Au niveau de la biologie moléculaire, les travaux du Dr.Treon et al en 2012 ont mis en évidence grace
au séquencage entier du génome, la présence d’une mutation récurrente MYD88 L265P chez la
majorité des patients de son étude (53). Elle est retrouvée dans 80 a 90 % des situations en fonction
des études. Sa recherche est conseillée par la nouvelle classification de 2016. Cependant, a elle seule,
elle ne permet pas de poser le diagnostic. En effet, on la retrouve dans les gammapathies
monoclonales de signification indéterminée (MGUS) a IgM et dans certains SLPC-B tels que la LLC ou
le MZL. De plus dans 5 a 10 % des cas de WM, la mutation est absente (54).

Les anomalies chromosomiques récurrentes sont peu décrites dans la littérature car il est difficile
d’obtenir des cellules en métaphases. Certaines d’entre-elles sont retrouvées dans d’autres SLPC-B
comme les dell13q, delllq, dell7p, tril2. Cependant il est tout de méme possible de définir un profil
cytogénétique assez spécifique de la WM avec la présence d’une tri4 et/ou del6q (27).

I.C.2.5. Lelymphome B diffus a grandes cellules (DLBCL)

Le DLBCL est le plus fréquent des LNH dans le monde. Il constitue autour de 30 % des LNH. En France,
le TSM est de 4,7 pour 100 000 personnes-années chez ’homme et de 3,2 pour 100 000 personnes-
années chez la femme (11).

Le DLBCL est caractérisé par une prolifération diffuse de grandes cellules au niveau ganglionnaire
effacant ainsi la structure de ce dernier.

Le Dr. Alizadeh s’est intéressé dans les années 2000 a I'étude de I’expression des génes afin
d’améliorer la compréhension des différentes lymphopathies B dont le DLBCL. Son travail a abouti a
la mise en évidence de trois sous types de DLBCL qui se différencient par une surexpression ou non
de certains génes. La comparaison de leur profil d’expression avec les lymphocytes B normaux a
permis de classer ces différents sous types. Le premier est semblable aux cellules B du CG (DLBCL-
GCB), le deuxieme est proche des cellules B activées (DLBCL-ABC), enfin le troisieme est hétérogene
et mal défini. De plus il a montré que les patients atteints d’'un DLBCL-GCB avaient un pronostic plus
favorable par rapport aux autres (55) (56). Cependant la technique utilisée pour distinguer les
différents sous-types n’est pas réalisée en routine car elle est trop couteuse. Différents algorithmes
ont alors été crées afin de les corréler a cette classification moléculaire en utilisant la technique
d’immunohistochimie (IHC). C'est I'algorithme de Hans qui est utilisé en pratique méme si sa fiabilité
a souvent été remise en question dans de nombreuses études. Il utilise les marqueurs CD10, BCL6 et
MUML1 pour différencier les DLBCL-GCB et les DLBCL non-GCB (figure 24) (57).
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Figure 24 : Algorithme selon Hans

La mise en évidence de différents sous-types de DLBCL en fonction de la cellule d’origine explique
I’'hétérogénéité clinique, biologique et pronostique.
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Sur le plan clinique, la plupart des patients se présentent avec des adénopathies localisées qui
progressent rapidement. Elles peuvent également envahir la moelle osseuse, le cerveau, les reins et
d’autres organes. Des masses ganglionnaires plus profondes (médiastinales ou abdominales) peuvent
également étre envahies. La présence de symptomes B est tres fréquente (56).

Le diagnostic repose sur I'étude d’une biopsie ol seront réalisées des analyses histologiques,
phénotypiques et moléculaires.

Lorsque les cellules du DLBCL circulent dans le sang ou dans la moelle osseuse, le prélevement est
plus simple a réaliser. Le DLBCL devient alors accessible a I’étude microscopique du frottis sanguin et
a I'étude phénotypique par CMF. Celles-ci ne sont pas faciles en raison de I'hétérogénéité des DLBCL.
Les lymphocytes sont plutét de grandes tailles parfois méme immenses avec un rapport
nucléocytoplasmique élevé a intermédiaire. Leur chromatine est immature voir blastique avec un ou
plusieurs nucléoles et leur cytoplasme est hyperbasophile (figure 25) (15).

e
)

Figure 25 : Mise en évidence de cellules d’un
DLBCL sur un frottis sanguin

Les anomalies cytogénétiques sont récurrentes et non spécifiques. Elles sont mises en évidence par
I'intermédiaire du caryotype et/ou de la FISH. Dans la plupart des cas, on retrouve un caryotype
complexe avec au moins 3 anomalies. L’'anomalie de structure la plus fréquemment retrouvée est le
réarrangement chromosomique. Parmi les différents types de réarrangements, la région 3q27 du
gene BCL6 est touchée dans 30 % des cas. Le géne BCL2 est également réarrangé dans 15 % des cas.
Quant au réarrangement codant le gene MYC, il est observé dans 10 % des cas. D’autres types
d’anomalies peuvent survenir et étre mises en évidence comme les gains et les pertes de
chromosomes. La présence d’un double, d’un triple ou d’'un quadruple réarrangements d’oncogénes
est de trés mauvais pronostic (27).

Nous allons a présent faire des rappels sur la CMF et de son importance dans la démarche
diagnostique des différents SLPC-B.
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1. D. Le réle de la cytométrie en flux dans le diagnostic des SLPC-B

La CMF est une technique qui permet de différencier les populations et les sous populations
cellulaires. Elle les classe en fonction de différents parameétres tels que la taille des cellules, la
granularité cellulaire et la présence de molécules a la surface ou dans le cytoplasme cellulaire
appelées marqueurs phénotypiques. Ces derniers sont mis en évidence grace a des anticorps
marqués par un fluorochrome (figure 26) (58). lls vont émettre une fluorescence lors de leur passage
devant un rayon laser d’excitation. Cette fluorescence sera détectée par des capteurs spécifiques et
elle sera proportionnelle a I'expression du marqueur.
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Figure 26 : Marquage des cellules par I'intermédiaire d’'un
anticorps couplé a un fluorochrome

Lors d’une suspicion d’un SLPC-B, nous réalisons un immunophénotypage lymphocytaire a la
recherche d’un caractére clonal a cette prolifération. Cet immunophénotypage est réalisé par
I'intermédiaire de la CMF a partir de suspensions cellulaires comme les prélevements sanguins,
médullaires ou les liquides de ponction.

I.D.1. L’intérét de 'immunophénotypage dans les SLPC-B

La nature tumorale de la prolifération est mise en évidence par la monotypie kappa ou lambda. Elle
est un critere essentiel pour affirmer la présence d’un SLPC-B. La taille, la structure et le profil
phénotypique permettent, grace a une démarche précise et séquentielle, de déterminer I'origine B
de la lignée lymphoide et donc d’aider a la classification du lymphome.

Parmi les différents SLPC-B, la CLL est celui dont les caractéristiques phénotypiques sont les mieux
maitrisées. On le doit aux travaux du Dr. Matutes et de son équipe en 1994 qui ont établi un score
permettant de poser le diagnostic de la CLL (59). Ce score a été réévalué en 1997 par Moreau (60).

I.D.1.1. Les caractéristiques phénotypiques de la CLL

Comme indiqué précédemment, les tumeurs malignes B matures comprennent de nombreuses
entités différentes. Il est important de diagnostiquer de maniére précise le type de SLPC-B afin de
proposer une prise en charge et un traitement adapté. C'est dans cet objectif que les travaux du Dr.
Matutes et du Dr. Moreau ont permis d’établir un score pour différencier les CLL des non-CLL. Celui-
ci est basé sur I'analyse d’un panel de 5 marqueurs (CD5, CD23, CD79b ratio, FMC7, Ig de surface). lls
ont donné une valeur de 1 point a chacun des éléments suivant : positivité du CD5 et du CD23,
négativité ou faible expression du FMC7 et du CD79b ou du CD22, faible intensité d’expression de
I'immunoglobuline de I'lg de surface (tableau 2) (61).
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| v |

0 1
Intensité des Ig Modérée/Forte Faible
de surface
CD5s - +
CcD23 - +
FMC7 + Faible/-
CD22 ou CD79%b + Faible/-

Tableau 2 : Score de Matutes et Moreau

Chez les patients atteints d’'une CLL, la somme des points obtenus est strictement supérieure ou
égale a 4. Quand cette somme est de 1 ou 2, nous pouvons exclure le diagnostic de CLL. Un score de
3 ne permet pas de différencier une CLL atypique d’un autre SLPC-B. L’analyse de I'ensemble du
contexte clinique et biologique, ainsi que I'’étude de nouveaux marqueurs tels que le CD200, le CD43,
ROR1 permettront d’orienter le diagnostic des cas litigieux.

I.D. 1. 2. Les caractéristiques phénotypiques de la HCL

D’un point de vue morphologique, la HCL est proche de certains SLPC-B. Cependant, son profil
phénotypique est distinct des autres SLPC-B. La CMF est donc une étape essentielle a son diagnostic.
En effet, la HCL n’exprime généralement pas le CD5, le CD10, ni le CD23. Néanmoins, elle exprime les
antigenes CD19, CD20, CD22, CD79b, FMC7, CD11c, CD25, CD103, et le CD123. La coexpression des 4
derniers marqueurs (CD11c, CD25, CD103 et CD123) est propre a la HCL. Le Score Royal Marsden a
été crée en utilisant I'expression de ces 4 antigenes (62) (63). L'expression d’'un de ces marqueurs
attribue 1 point. Un score supérieur ou égale a 3 est observé dans 98 % des HCL alors que dans les
autres SLPC-B le score est faible (21).

A ce jour, les profils phénotypiques de la CLL et de la HCL sont ceux qui sont le mieux caractérisés.
Pour les autres SLPC-B, bien que nous connaissions les profils d’expression « classiques » de chaque
entité (tableau 3), il n'y a pas de consensus a suivre pour aider a orienter le diagnostic par
I'intermédiaire de la CMF. L'utilisation et l'introduction de nouveaux marqueurs (CD180, CD200,
ROR1) ont permis de mieux classifier et d’orienter le diagnostic différentiel des SLPC-B.

+ + + + + + + +
+ - + - -/+ - -/+ -
+ - - -/+ - - -/+ -
Faible ou - ++ ++ ++ ++ +++ +++ Faible a
moyenne
Faible ou - + + + ++ ++ +++ +/-
Faible ou - + + + + ++ ++
Faible ou - + + + + 4 ++
= -/+ - +/- - -/+ = -
i, i, i, -+ i, i
-/+ = - = +/- + -
-[+ - - - +/- - +
+ - -/+ - - -/+ - -
Faiblement + + + + ++ ++ 4k
+

Tableau 3 : Caractéristiques phénotypiques des SLPC-B
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I.D.1.3. CD200

La molécule CD200 correspond a une glycoprotéine transmembranaire de type la. Elle fait partie de
la superfamille des Ig. Sa structure comprend une partie extracellulaire semblable a une chaine
légere d’lg avec un domaine variable et un domaine constant, une partie transmembranaire et une
queue cytoplasmique (64).

Elle est exprimée au niveau des lymphocytes B, des lymphocytes T activés, des thymocytes, des
cellules endothéliales, et des neurones. Cette glycoprotéine se lie a un récepteur CD200R1 situé sur
les cellules myéloides et lymphoides. La liaison CD200/CD200R1 géneére une réponse
immunosuppressive avec 'inhibition des macrophages et I'induction des lymphocytes T régulateurs
(65). Cette signalisation est utilisée en physiologie pour éviter une activation inappropriée des
cellules immunitaires. Les cellules tumorales utilisent cette voie a leur avantage comme échappatoire
a la réponse anti-tumoral (66).

I.D.1.4. ROR1

ROR1 est un récepteur qui fait partie de la grande famille des Récepteurs a activité Tyrosine Kinase
(RTK). Il s’agit d’'une glycoprotéine transmembranaire avec 3 parties. Une partie extracellulaire
comportant le domaine de liaison au ligand, une partie transmembranaire et un domaine
extracellulaire comportant une région a activité tyrosine kinase (67).

Ce récepteur est présent a différents stades embryonnaires permettant I'organogéneése du systeme
respiratoire, cardiague et du systéeme nerveux central. Son expression est diminuée aprés la
naissance. Cependant, on observe une surexpression dans certains cancers tels que la CLL et d’autres
hémopathies lymphoides. L’activation de ROR1 et le déclenchement de sa cascade de signalisation
favorisent la survie, la prolifération et les métastases des cellules tumorales. Ainsi, le développement
de thérapies ayant pour but d’inhiber la voie de signalisation du récepteur ROR1, permettrait de faire
entrer en apoptose les cellules tumorales (68).

L'expression différentielle de ROR1 dans les différents SLPC-B est un argument supplémentaire pour
aider le biologiste a faire le diagnostic de ces derniers.

I.D.1.5. CD180

Le CD180 est une protéine de surface cellulaire exprimée au niveau des CPA et des LB. C’est une
glycoprotéine transmembranaire de la famille des Toll-like recepteurs (TLR). Cette grande famille est
capable de reconnaitre, grace a son domaine extracellulaire, des composants d’agents microbiens.
Par exemple, le CD180 reconnait les lipopolysaccharides (LPS) des bactéries a gram négatif. Cette
capacité a reconnaitre des composants microbiens lui confere un réle important dans les réponses
immunitaires innées et adaptatives (67).

Plusieurs études ont montré une expression différentielle de ce marqueur dans les différents SLPC-B.
En effet, I'étude de 2013 du Dr. Miguet a montré que les lymphomes d’origine splénique tels que le
SMZL ou le SDRPL, avaient une plus forte expression du CD180 que la CLL ou le MCL (69).
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II. Matériel et méthode

L’ objectif principal de notre étude est de développer un algorithme pour aider le biologiste a établir
un diagnostic différentiel des principaux SLPC-B. Pour cela, nous avons réalisé une étude
rétrospective chez les patients ayant eu un immunophénotypage lymphocytaire a la recherche d’'un

SLPC-B entre mars 2016 et mai 2019.

1. A. Sélection des échantillons

Les données d'immunophénotypage des échantillons ont été

récoltées par lintermédiaire du

systeme de laboratoire MOLIS. A partir de ces données, nous avons colligé sur un tableur Excel
I'intensité d’expression de chaque marqueur par les cellules tumorales B CD19+, exprimée en

pourcentage ou en valeur moyenne de fluorescence (MFI). Parmi les échantillons analysés, nous

avons exclu les patients avec plusieurs clones tumoraux et les patients avec des MBL. Nous avons un

total de 644 prélévements avec 3 types de matrices différentes (443 de sang périphérique, 187 de

moelle osseuse et 14 de liquide d’épanchement). A partir des données cliniques, des résultats de la

cytologie, de la cytogénétique, de la biologie moléculaire, et de I'anatomopathologie, nous avons

catégorisé chaque patient en accord avec la classification de 'OMS. La répartition des différents

SLPC-B est représentée sur I'histogramme ci-dessous.
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Figure 27: Répartition des différents SLPC-B en fonction du type d’échantillon
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1. B. Appareil d’analyse et marquage des populations lymphocytaires
Il. B. 1. Appareil d’analyse

Nous avions a notre disposition 3 appareils Navios® de Beckman-Coulteur 10 couleurs. Ces derniers
vont nous permettre d’acquérir les différents événements cellulaires. Ces événements seront traités
a I'aide du logiciel Kaluza®.

Il. B. 2. Marquage des populations lymphocytaires

Tout en respectant les recommandations du Groupe d’Etude Immunologique des Leucémies (GEIL),
on utilise plusieurs panels d’anticorps dirigés contre certains marqueurs afin de différencier les sous
populations lymphocytaires.

Le 1° panel d’anticorps permet de différencier les populations lymphocytaires T, B et NK. Il est
constitué d’'un marqueur pan-leucocytaire (CD45), de marqueurs associés aux LT (CD3, CD4, CD8), de
marqueurs associés aux LNK (CD16 et CD56) et enfin d’'un marqueur des LB (CD19). Par
I'intermédiaire de ce panel, nous allons pouvoir isoler la population lymphocytaire a I'aide de
I’histogramme CD45/SSC (Side scatter). Le SSC refléte la granularité des cellules du sang. Celui des
lymphocytes est faible par rapport aux autres globules blancs. Une fois la population lymphocytaire
ciblée, nous allons pouvoir différencier les LB par I'intermédiaire de I’histogramme CD19/SSC.

Le marquage des LB est réalisé par plusieurs panels d’anticorps :

En systématique, on utilise un premier panel permettant de calculer le score de Matutes. Ce panel
est constitué d’anticorps fluorescents dirigés contre les antigénes CD5, CD19, CD23, CD45, CD79b,
FMC7, Kappa et Lambda.

Un second panel d’anticorps permet d’orienter le biologiste en cas de score de Matutes < 3. Il est, lui,
constitué d’anticorps fluorescents anti-CD19, CD20, CD45, CD22, CD25, CD10, CD180, CD200, CD43 et
ROR1.

Lorsque notre population de LB est ciblée, I'intensité d’expression de chaque antigene est exprimée
en pourcentage ou en MFI. Pour certains marqueurs comme le CD79b, les chaines libres Kappa et
Lambda, on calcule un ratio médian de fluorescence. Il correspond au rapport des MFI de notre
population cible (LB) par rapport au MFI d’une population négative (LT). On considére que
I’expression du marqueur est forte si ce ratio est supérieur a 10.

1. C. Analyse des résultats

Pour établir notre algorithme décisionnel, nous avons étudié le pouvoir discriminant de chaque
marqueur sur nos populations étudiées.

Afin d’évaluer de fagon non biaisée ce pouvoir discriminant, nous avons réalisé des courbes de ROC
(Receiver Operating Characteristic). Une courbe de ROC est une représentation graphique de la
relation entre la sensibilité et la spécificité d’un test/d’'un marqueur pour toutes les valeurs seuils
possibles. En ordonnée, nous avons la sensibilité et en abscisse le calcul : [1-spécificité]. Elle sera
donc le reflet de la sensibilité et de la spécificité que posseéde un marqueur pour différencier un
lymphome donné des autres SLPC-B.
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Pour exploiter une courbe de ROC, nous regardons l'allure générale de cette derniére et nous
calculons I'aire sous la courbe (AUC). Le calcul des différentes AUC nous permettra d’analyser les
performances diagnostiques de chaque marqueur. Un marqueur qui distinguerait parfaitement un
lymphome a une sensibilité et une spécificité de 100%. Ceci se traduira graphiquement par une AUC
égale a 1 et une courbe passant par le point de coordonnées (0 ; 1). A l'inverse, si la distribution n’est
pas discriminante alors I’AUC sera proche de 0,5 et Iutilisation de ce marqueur sera moins pertinente
pour notre algorithme.

True Positive Rate ( Sensitivity)
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Figure 28 : Courbes de ROC des différents marqueurs dans le but de différencier les
CLL/aCLL des autres SLPC-B

Sur la figure 28 ci-dessus est représenté un exemple de la réalisation de courbes de ROC afin de
distinguer les CLL/aCLL des autres SLPC-B. Chaque courbe de couleurs différentes correspond a une
courbe de ROC pour un marqueur donnée. Par exemple, en jaune est représenté les performances
diagnostiques du marqueur CD79b pour différencier les CLL/aCLL des autres SLPC-B. Lorsque I'on
analyse I'allure de cette courbe, nous observons qu’elle posséde une AUC importante par rapport au
marqueur CD180 (courbe gris clair). Dans cet exemple, nous pouvons conclure que I'utilisation du
CD79b est plus judicieuse que celle du CD180 pour différencier les CLL/aCLL des autres SLPC-B.

Ainsi, nous avons exploité les valeurs d’AUC de chaque marqueur pour les différents SLPC-B. Nous
avons retranscrit I’'ensemble de ces AUC sur un tableur et défini un code couleur. Sur le tableau 5 ci-
dessous est représenté I'exemple d’un tableau récapitulatif des AUC obtenues.

CD79b% FMC7% CD23% CD79bratio Chainratio CD10% CD180% CD200% CD43% CD180 MFICD200 MFI CD43 MFI
MZL
LPL
FL
DLBCL
Moyenne des AUC 0,54 0,66 0,56 0,59 0,68 0,74 0,64 0,59 0,65 0,60 0,58 0,67

Tableau 4 : Tableau récapitulatif de ’ensemble des AUC obtenues pour différencier les SLPC-B
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Les valeurs d’AUC proche de 1 (marqueur performant) sont de couleur jaune alors que les AUC
proche de 0,5 sont bleues. La couleur blanche représente les valeurs proches de 0,75. Ensuite, nous
avons réalisé la moyenne des AUC d’un marqueur pour chaque SLPC-B étudié. Cette moyenne
résume l'ensemble des données d’AUC obtenue pour les courbes de ROC. Le marqueur le plus
pertinent a utiliser dans I'algorithme sera celui avec une moyenne des AUC la plus proche de 1. Dans
notre exemple du tableau 5, le marqueur le plus intéressant pour séparer ces 4 SLPC-B sera le
CD10%.

Une fois le marqueur choisi, les seuils sont calculés selon la méthode de Fayyad et Irani (70). Ce seuil
va nous permettre de classer nos données patients et de définir les nouvelles populations. A partir de
ces nouvelles populations, nous allons réaliser de nouvelles courbes de ROC afin d’établir un nouveau
marqueur qui permettra de séparer les SLPC-B.
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Ill. Résultats

Avant I'élaboration de notre algorithme décisionnel, nous allons nous intéresser a I'expression, sur
notre cohorte, des 3 marqueurs introduits en 2016 : le CD200, le ROR1 et le CD180. Nous allons
réaliser des diagrammes pour chaque marqueur afin de visualiser leur expression au sein des
patients sains et de chaque lymphome.

1I. A. Répartition des différents syndromes lymphoprolifératifs B en fonction de
I’expression des marqueurs ROR1, CD180, CD200

Ill. A. 1. Expression du ROR1 dans les SLPC-B

Sur le diagramme ci-dessous, nous pouvons observer les intensités moyennes de fluorescence (MFI, a
gauche) et le pourcentage d’expression du ROR1 (a droite) pour chaque SLPC-B.

100+
80+

ROR1 MFI
ROR1+ (%CD19+)

Figure 29 : MFI du ROR1 (a gauche) et pourcentage de positivité du ROR1 (a droite) en fonction des types de SLPC-B

L’analyse de la variance nous permet de comparer les populations et de conclure a une différence
significative ou non de I'expression du marqueur (tableau en annexe 3).

Les patients sains ont une expression faible de ROR1 en MFI et en pourcentage. Cette expression est
significativement plus faible comparée aux autres SLPC-B, excepté pour le FL (en MFI et en
pourcentage) et pour les DLBCL et les LPL (en pourcentage uniquement).

Les SLPC-B avec une expression la plus élevée de ROR1 sont la CLL et la aCLL en MFI et en
pourcentage. A I'inverse, celui avec I'expression la plus faible est le FL.
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lll. A. 2. Expression du CD180 dans les SLPC-B

L'expression du CD180 chez les patients sains est élevée (Figure 30). Elle est significativement plus
élevée par rapport a tous les SLPC-B, que ce soit en MFI ou en pourcentage de positivité, excepté
pour la HCL.

Nous observons pour ce marqueur 2 groupes. Un premier groupe avec une expression élevée du
CD180 ou I'on retrouve les patients sains et ceux atteints de HCL et de MZL. Un second groupe, avec
une expression intermédiaire du CD180, qui comprend tous les autres SLPC-B.

CD180 MFI
CD180+ (%CD19+)

Figure 30 : Répartition des SLPC-B en fonction de la MFI du CD180 (a gauche) et du pourcentage de positivité du CD180
(a droite)

lll. A. 3. Expression du CD200 au sein de chaque SLPC-B

D’apres la figure 31, les MFI et le pourcentage de positivité du CD200, sont significativement
différents entre les sujets sains et tous les autres SLPC-B sauf pour le FL et le DLBCL (en MFI et en
pourcentage) et le MZL et la HCL (en pourcentage uniquement).

100+ ® @) @
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Figure 31 : Répartition des SLPC-B en fonction de la MFI du CD200 (a gauche) et du pourcentage de positivité
du CD200 (a droite)

Nous remarquons que la CLL, la aCLL et la HCL ont les MFI et les pourcentages d’expression du CD200
les plus élevés tandis que le MCL est le lymphome avec I'expression la plus faible.
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On observe pour ces trois marqueurs (ROR1, CD180, CD200), une expression significativement
différente entre les patients sains et les patients atteint d’'un SLPC-B.

Lorsque I'on compare la répartition entre les différents SLPC-B, on voit qu’il est impossible de fixer un
seuil permettant de les séparer. L'expression est, en effet, hétérogéne, méme au sein de chaque
groupe de lymphome. On ne peut donc pas utiliser, de maniere simple, ces nouveaux marqueurs
pour orienter le diagnostic de SLPC-B. La réalisation d’un algorithme ou d’un score diagnostic est une
facon d’utiliser ces marqueurs de fagon pertinente.

Nous avons choisi la réalisation d’un algorithme qui nous a paru plus judicieux a cause du nombre
important de sous-type de SLPC-B et de I’'hétérogénéité d’expression des marqueurs au sein de ces
groupes.

1l. B. Réalisation de I’algorithme

lll. B. 1. Etude des marqueurs sur la cohorte initiale

Nous nous sommes intéressés a I'ensemble de notre population ayant un SLPC-B. Cela correspond a
532 patients. La prévalence des différents SLPC-B de notre population initiale est représentée sur
I’histogramme ci-dessous.

Prevalence SLPC

6001
[ CLL
500+ Bl aCLL
S 400 B MZL
7 I MCL
E 3004 B LPL
gzoo- Hl HCL
[ FL
1001 £ DLBCL
0-
(@]
QVQ

Figure 32 : Histogramme représentant la prévalence des différents
SLPC-B dans notre population de malades

Parmi les SLPC-B de notre population, le groupe CLL/aCLL est le plus représenté avec 33,3% des
patients. Ils sont suivis par le MZL et le LPL avec respectivement 22% et 15%. Le MCL se situe autour
de 10%. Enfin avec des pourcentages inférieurs a 10%, nous retrouvons la HCL, le DLBCL et le FL
(figure 32).

A partir de cette population initiale, nous avons réalisé des courbes de ROC. Ces dernieres, nous
permettront de mettre en évidence la capacité des marqueurs a différencier un lymphome donné
des autres SLPC-B. Dans I'exemple ci-dessous, nous avons choisi d’illustrer la capacité des différents
marqueurs a séparer le FL des autres SLPC-B (non-FL) de la population de départ (figure 33).
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Random : 0.500 SOC Curve
— CD19+CD5+%(CD19+) : 0.179 |
CD19+CD79b+ (%CD19+) : 0.615
s CD19+FMC7+%(CD19+) : 0.527
CD19+CD23+%(CD19+) : 0.376
/

~—— R mediane CD79b (CD19+)/ medianw
ratio MFI chain : 0.605
~——— CD19+CD10+ (%cmso,. 0.958
~—— CD19+CD180+ (%CD19) : .52
~—— CD19+CD200+ (%CD19) : 0.379
- CD19+CD43+ (%CD19+) : 0.168
——— CD19+ROR+ (%CD19+) : 0.080
~—— [CD19+] ROR FITC Median : 0.082

[CD19+] CD180 Percp vio 700 Median : 0.530

[CD19+] CD200 PC7 Median : 0.335
—— [CD19+]CD43 PE Median : 0.168

Sensitivity

1-Specificity

Figure 33 : Courbes de ROC pour distinguer le FL des formes non-FL

Les marqueurs avec une AUC proche de 1 ou de 0 sont pertinents pour distinguer respectivement de
maniéere positive ou négative les FL des non-FL. Pour le FL nous remarquons que le CD10 est judicieux
pour séparer les FL des non-FL. Il posséde une AUC a 0,958.

Une fois toutes les courbes de ROC réalisées, nous avons retranscrit les AUC sur un tableau. Nous
avons matérialisé a 'aide d’un code couleur la capacité du marqueur a différencier le lymphome
étudié des autres lymphomes. Ci-dessous, voici le tableau récapitulatif du pouvoir discriminant de
chaque marqueur pour permettre de différencier les SLPC-B de notre population initiale.

CD5% CD79b% FMC7% CD23% CD79bratio Chainratio CD10% CD180% CD200% CD43% ROR% ROR MFI CD180 MFI CD200 MFI CD43 MFI
CLL

MCL
LPL

HCL
DLBCL
FL .
Moyenne desAUC 0,76 0,67 0,68 0,70 0,69 063 068 061 067 069 071 071 0,63 0,72 0,70

Tableau 5 : Tableau représentant la capacité des marqueurs a différencier les différents SLPC-B

D’apres le tableau 6, le marqueur le plus intéressant a utiliser dans cette population est le CD5. En
effet, ce dernier posséde une moyenne des AUC a 0.76. Il s’agit de la moyenne des AUC la plus
proche de 1. Le CD5 est donc le premier marqueur choisi pour notre algorithme.

Par la suite nous avons utilisé les seuils obtenus pour le CD5, selon la méthode de Fayyad-Irani, et
établi des diagrammes afin d’étudier la répartition des SLPC-B en fonction de I’expression du
marqueur.
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Pour le CD5 (figure 34), le logiciel nous propose 2 seuils. Un premier seuil a 31,69% et un second a

91,99%.

Ces 2 seuils nous permettront de différencier 3 groupes :

Source

CD19+CD5+%(CD19+)
CD19+CD79b+ (5CD19+)
CD19+FMCT+2(CD19+)

CD19+CD23+%(CD19+)

R mediane CD79b
(CD19+)/ mediane Neg
79

ratio MFI chain

CD19+CD10+ (2CD19+)
CD19+CD180+(%CD19)
CD19+CD200+(%:CD19)
CD19+CD43+ (£CD19+)
CD19+ROR+ (%CD19+)

[CD19+] ROR FITC Median

[CD19+] CD180 Percp vio
700 Median

[CD19+] CD200 PC7
Median

[CD19+]CD43 PE Median

Intervals

3

2

Cutpoints
(31.6901 ; 91.9868 )

(35.6666 )
(86.6061 )

(24.2433 ; 85.7000 )

(1.7025 ; 4.8950 )

(9.7500 )
(2.5881; 10.9610 )
(20.3183 )

(77.6354)

(11.4835; 51.5294;
95.3086 )

(55.8359 )
(1.1605 ; 4.5635 )

(1.5245 )

(3.0250 ; 5.9500;
13.3000)
(0.3625 ; 3.0000;
17.1150 )

Figure 34 : Seuils obtenus pour chaque marqueur sur la cohorte

initiale

les SLPC-B avec une expression de CD5 forte (>90%) : « CD5 high »

les SLPC-B avec une expression de CD5 modérée (30% < CD5% <90%) : « CD5 mid »

les SLPC-B avec une expression faible de CD5 (<30%) : « CD5 neg »

Sur I'histogramme ci-dessous est représentée la répartition des SLPC-B en fonction de I'expression du

CD5.

Prevalence SLPC CD5
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Figure 35 : Histogramme représentant la répartition des
différents SLPC-B en fonction de I’expression du CD5
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A présent, nous allons établir notre algorithme en réalisant systématiquement de nouvelles courbes
de ROC pour chaque groupe et en analysant ces derniéres avec le méme cheminement que
précédemment.

Nous allons tout d’abord nous intéresser aux SLPC-B avec une expression forte du CD5.

lll. B. 2. Etude des marqueurs sur la population CD5 high

Notre population CD5 high est représentée par 191 patients. Comme nous pouvons le voir sur la
figure 35, on retrouve principalement 3 types de SLPC-B. Le plus représenté est le groupe CLL/aCLL. Il
représente 72% des SLPC-B CD5 high. Ensuite, nous retrouvons le MCL et le MZL respectivement
autour de 17% et 8% des SLPC-B CD5 high.

A partir de cette population CD5 high, nous avons réalisé des courbes de ROC et résumé nos résultats
sur ce tableau ci-dessous.

CD79%% FMC7% CD23% CD79bratio Chainratio CD10% CD180% CD200% CD43% ROR% ROR MFI CD180 MFI CD200 MFI CD43 MFI
MZL
Moyenne des AUC 0,87 0,80 0,88 0,89 0,74 0,60 0,57 0,81 0,82 0,63 0,61 0,57 0,84 0,85

Tableau 6 : Tableau représentant la capacité des différents marqueurs a différencier les SLPC-B CD5 high

D’apres le tableau 7, le marqueur le plus discriminant pour différencier la population de SLPC-B CD5
high est le CD79b ratio. En effet, ce dernier posséde une moyenne des AUC autour de 0,89.

Nous disposons d’un seul seuil pour le CD79b ratio. Ce seuil est de 8. Il permet de distinguer 2
groupes : le premier groupe constitué des SLPC-B CD5high-CD79bratio high (>8) et le second avec des
SLPC-B CD5 high-CD79bratio low (<8).

Prevalence SLPC CD5highCD79R
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Figure 36 : Histogramme représentant la répartition des différents
SLPC-B CD5 high en fonction de I’expression du CD79b ratio

Sur I’histogramme ci-dessus nous pouvons observer que la population CD5high-CD79bratio low est
représentée a 91,4% par des patients atteints de CLL/aCLL. Le second SLPC-B le plus présent dans
cette population est le MCL (4,3%). Notre objectif était donc de séparer les CLL/aCLL des MCL. Pour
cela, en suivant le méme raisonnement que précédemment, nous avons sélectionné le marqueur
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CD23 avec un seuil de 30%. Par I'intermédiaire de ce marqueur, nous avons pu séparer les patients
atteints de MCL de ceux atteints de CLL/aCLL.

La population CD5high-CD79bratio high est constituée par 51% de patients atteints de MCL. Les
autres SLPC-B représentés sont respectivement par ordre décroissant de fréquence le MZL (24%), la
CLL et la aCLL (17,6%), le DLBCL (6%) et le LPL (2%). Nous allons essayer de séparer les différents
SLPC-B de ce groupe. Ci-dessous, le tableau synthétise les données des AUC pour la population
CD5high-CD79bratio high.

FMC7% CD23% Chainratio CD10% CD180% CD200% CD43% ROR% ROR MFI CD180 MFI CD200 MFI CD43 MFI

CLL
MCL |
0,68 0,81 0,56 0,58 0,61 0,88 0,71 0,58 0,59 0,60 0,

Moyenne des AUC

=
8 0,67

8
Tableau 7 : Tableau représentant la capacité des différents marqueurs a différencier les SLPC-B CD5 high-CD79bratio high

D’apres le tableau 8, le CD200 % est le marqueur le plus intéressant avec une moyenne des AUC la
plus élevée autour de 0,88. Pour ce marqueur, un seul seuil est proposé a 70 %. Nous distinguerons
donc les CD5high-CD79bratiohigh-CD200 low des CD5high-CD79bratiohigh-CD200 high.

Dans la population CD5high-CD79bratiohigh-CD200 low, le MCL est le SLPC-B le plus représenté avec
une prévalence de 89,6%. Les autres SLPC-B que I'on retrouve sont le MZL et le LPL (figure 37). Ce
margueur nous permet de séparer les MCL qui ont une expression faible du CD200 des autres SLPC-
B.
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Figure 37 : Histogramme représentant la répartition des
différents SLPC-B CD5high-CD79bratiohigh en fonction de
I’expression du CD200

En ce qui concerne la population CD5high-CD79bratiohigh-CD200 high, on peut noter la présence en
quantité a peu prés équivalente de patients atteints de CLL/aCLL et de patients atteints de MZL. Il est
donc pertinent d’utiliser un nouveau marqueur pour essayer de séparer ces pathologies. D’apres
I"analyse des courbes de ROC, le marqueur CD43% est le plus judicieux avec une moyenne des AUC a
0,91 et un seuil de 15%. Nous obtenons ainsi une population CD5high-CD79bratiohigh-CD200high-
CD43 low regroupant 90% de patients atteints de MZL et une population CD5high-CD79bratiohigh-
CD200high-CD43 high constituée de 75% de patients atteints de CLL/aCLL.
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Ci-dessous est résumé notre algorithme décisionnel pour les patients avec un SLPC-B CD5high.

mLLC

CD5 high mallC
pEPSCE =LZM
WLCM
mLPL

mHCL

mLF
CD79bratio <8 = LBDGE

\ CDS5high-CD79bRlow
LBDGC; 2

LcM; 6
4

CD5high-CD79bRhigh /

LPL; 1. LBDGC; 3 LLG;2

LZIM;

CD200 >70% / CD200 < 70% CD23 >30% CD23 <30%

CDShigh-CD79bRhigh-CD200%high

CD5high-CD79bRhigh-CD200%highCD43%high CD5high-CD79bRhigh-CD200%highCD43%low CD5high-CD?Qthigh-CDZDD%Iow CD5high-CD79bRIow-CD23high CD5high-CD79bRlow-CD23low
LZMm; 2 LBDGG; 1

LBDGC; 1 LPL 1 LZM; 2 i L8DGC; 1
> SLPC-B =12 > SLPC-B=10 > SLPC-B=29 > SLPC-B=124 > SLPC-B=16

Figure 38 : Algorithme décisionnel de la population CD5 high
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En analysant 'algorithme, nous pouvons remarquer que certains diagrammes circulaires permettent

d’isoler un type de SLPC-B.

Par exemple, la population CD5high-CD79bratiohigh-CD200high-CD43low est principalement
constituée de patients atteints d’un MZL. Lorsque nous appliquons I'algorithme, si on aboutit a cette
population cela nous permet d’évoquer un MZL avec une valeur prédictive positive (VPP) de 90% et

une valeur prédictive négative (VPN) de 79,7%. La spécificité est de 99,8%.

En utilisant ce raisonnement et cette méme démarche, nous pouvons calculer les performances

diagnostiques de I'algorithme pour la population CD5 High.

3 Diagnostic probable C e s
Phénotype . VP VN FP FN VPP VPN Spécifcité

selon I'algorithme
CD5high-CD79bratiohigh-CD200high-CD43low MZL 9 416 1 106 90% 79,70% 99,80%
CD5high-CD79bratiohigh-CD200low MCL 26 473 3 30 89,60% 94% 99,40%
CD5high-CD79bratiolow-CD23high CLL/aCLL 121 352 3 56 97,60% 86,30% 99,20%
CD5high-CD79bratiohigh-CD200high-CD43high CLL/aCLL 9 352 3 168 75% 67,70% 99,10%

Tableau 8 : Tableau résumant les performances de I’algorithme de la population CD5 high avec VP (vrai positif), VN (vrai négatif), FP (Faux

positif), FN (faux négatif), VPP (valeur prédictive positive), VPN (valeur prédictive négative)

La population CD5high-CD79bratiolow-CD23low ne permet pas d’obtenir un diagnostic probable a
choix unique. Cependant, pour ce phénotype, on observe deux SLPC-B majoritaires (cf figure 38) qui
sont la CLL/aCLL et le MCL. Le diagnostic probable selon notre algorithme sera donc la présence

d’une CLL/aCLL ou d’un MCL.
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lll. B. 3. Etude des marqueurs sur la population CD5 mid

Notre population CD5mid est la plus petite avec 84 patients. Comme pour la population CD5 high, les
3 SLPC-B les plus représentés sont la CLL/aCLL, le MZL et le MCL. On retrouve 47,6% de patients avec
une CLL/aCLL, 21,4% de patients atteints de MZL, 16,7% de MCL, 7,1% de LPL, 4,8% de HCL et enfin
2,4% de DLBCL (figure 35 ; page 52).

D’apres le tableau des AUC ci-dessous, le CD23 est le marqueur le plus discriminant a utiliser avec
une moyenne des AUC autour de 0,80.

CD79b% FMC7%  CD23% CD79bratio Chainratio CD10% CD180% CD200% CD43% ROR% ROR MFI  CD180 MFI CD200 MFI  CD43 MFI
CLL

MZL
MCL
Moyenne AUC 0,74 0,68 0,80 0,78 067 065 057 076 069 060 061 0,58 0,78 0,69

Tableau 9 : Tableau représentant la capacité des différents marqueurs a différencier les SLPC-B CD5mid

Avec I'utilisation d’un seuil d’expression a 70%, nous obtenons une population CD5mid-CD23 high
(CD23 >70%) et une population CD5mid-CD23 low (CD23 <70%).

Prevalence SLPC CD5mid CD23
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Figure 39 : Histogramme représentant la répartition des
différents SLPC-B CD5mid en fonction de I’expression du
CcD23

La population CD5mid-CD23 high est constituée a 80,5% de patients atteints de CLL/aCLL. Les autres
SLPC-B sont le MZL (9,7%), le HCL et le DLBCL (4,9%). La réalisation de courbe de ROC sur cette
population, nous montre que |'utilisation du CD79b ratio a un seuil de 5 est le meilleur marqueur
pour séparer les CLL/aCLL des autres SLPC-B. Cela nous permet d’obtenir une population CD5mid-
CD23high-CD79bratio low ol I'on retrouve que des patients atteints de CLL/aCLL et une population
CD5mid-CD23high-CD79bratio high constituée de 13 patients. Cette derniére est composée d’un
ensemble hétérogene de SLPC-B. Aucun marqueur ne permet de discriminer de maniere significative
les SLPC-B de ce groupe.

La population CD5mid-CD23low est constituée a plus de 65% par des patients atteints de MZL et de
MCL. Les autres SLPC-B représentés sont le LPL, la CLL/aCLL et la HCL. L'utilisation successive du
CD200 a un seuil d’expression de 80% et du ROR avec un seuil de 60% est intéressante pour séparer
les différents SLPC-B de ce groupe hétérogéne.
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Ci-dessous est résumé notre algorithme décisionnel pour les patients avec un SLPC-B CD5mid.
CD5 mid

HCL; 4 1BDGC; 2

LPL; 6
mLLC

mallC
LM
BLCM
mLPL
mHCL

CD23 >70% CD23 <70% wLF

m LBDGC

CD5mid-CD23%high CD5mid-CD23%low
HCL; 2

HeL; 2 LBDGG; 2

CD79bratio >5 CD79bratio <5 CD200 280% €D200 <80%

CD5mid-CD23%low-CD200%low

J' ROR 260% ROR <60%

CD5mid-CD23%high-CD79bRhigh  CD5mid-CD23%high-CD79bRlow CD5mid-CD23%low-CD200%high CD5mid-CD23%low-CD200%low-ROR%high CD5mid-CD23%low-CD200%low-ROR%low

. . Lp. . .

> SLPC-B=13 > SLPC-B=28 > SLPC-B=18 3 SLPC-B=15 2SLPC-B=10

Figure 40 : Algorithme décisionnel pour la population CD5 mid
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Le tableau ci-dessous représente les performances de I'algorithme permettant de séparer les SLPC-B

CD5 mid.

Diagnostic probable

Phénotype ; . VP VN FP FN VPP VPN Spécifcité
selon I'algorithme
CD5mid-CD23high-CD79bratiolow CLL/aCLL 28 355 0 149 100% 70,40% 100%
CD5mid-CD23low-CD200low-RORhigh MCL 13 474 2 43 86,70% 91,70% 99,60%

Tableau 10 : Tableau résumant les performances de I’algorithme de la population CD5 mid avec VP (vrai positif), VN (vrai négatif), FP
(Faux positif), FN (faux négatif), VPP (valeur prédictive positive), VPN (valeur prédictive négative)

Parmi les différents phénotypes, 3 groupes ne permettent pas d’avancer un diagnostic a choix

unique. Cependant, pour chacune de ces populations, nous pouvons proposer un diagnostic a choix

multiples car nous retrouvons deux SPLC-B majoritaires :

- Diagnostic probable de CLL/aCLL ou MZL pour la population CD5mid-CD23high-

CD79bratiohigh

- Diagnostic probable de CLL/aCLL ou MZL pour la population CD5mid-CD23low-CD200high

- Diagnostic probable de LPL ou MZL pour la population CD5mid-CD23low-CD200low-

RORIlow
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lll. B. 4. Etude des marqueurs sur la population CD5 low

Notre population CD5low est constituée de 257 patients. Parmi ces patients, on retrouve 31% de
MZL, 28% de LPL, 19% de HCL, 10% de DLBCL, 8% de FL et 4% de MCL (figure 35 ; page 52).

Le ROR est le marqueur le plus intéressant pour distinguer les SPLC-B de cette population. En effet, il
possede une moyenne des AUC de 0,67 (tableau 12).

CD79% FMC7% CD23% CD79bratio Chainratio CD10% CD180% CD200% CD43% ROR% ROR MFI  CD180 MFI CD200 MFI CD43 MFI

moyenne 0,58 0,67 0,55 0,60 0,61 0,65 0,64 0,60 0,66 0,67 0,67 0,66 0,66 0,66

Tableau 11 : Tableau représentant la capacité des différents marqueurs pour différencier les SLPC-B CD5low
Nous observons 2 seuils pour le ROR. Ces 2 seuils nous permettrons de distinguer 3 groupes :

- Les SLPC-B CD5low-ROR high (ROR >55%)
- Les SLPC-B CD5low-ROR mid (5%<ROR%<55)
- Les SLPC-B CD5low-ROR low (ROR <5%)

Prevalence SLPC CD5neg ROR

1004 3 CLL
Bl aCLL
= m MZL
o = VL
& 50- BN LPL
}E_ mm HCL
O FL
= DLBCL
0_
R > ©
& & & °

< < <&

Figure 41 : Histogramme représentant la répartition
des différents SLPC-B CD5low en fonction de
I’expression du ROR

Sur la figure 41, nous observons que les 3 populations sont encore trés hétérogenes. D’autres
marqueurs seront nécessaires pour séparer les différents SLPC-B de ces 3 groupes.
11I. B. 4. 1. Etude des marqueurs sur la population CD5low-ROR high

Dans cette population, le MZL et le HCL représentent plus de 75% des SLPC-B. D’aprés |’analyse des
courbes de ROC, le CD200MFI est le marqueur le plus judicieux a sélectionner. Il posséde la moyenne
des AUC la plus élevé autour de 0,83.

CD79b% FMC7% CD23% CD79b ratio Chainratio CD10% CD180% CD200% CD43% CD180 MFI CD200 MFI CD43 MFI

MZL |
Moyenne des AUC 0,70 0,60 0,53 0,62 0,55 0,62 0,75 0,66 0,60 0,76 0,83 0,58

Tableau 12 : Tableau récapitulatif représentant la capacité des différents marqueurs a différencier les SLPC-B CD5low-RORhigh
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Il nous permet d’obtenir une population CD5low-RORhigh-CD200MFI high (CD200MFI >9) avec pres
de 88% de patients atteints de la HCL et une population CD5low-RORhigh-CD200MFI low (CD200MFI
<9) avec une répartition hétérogene des différents SLPC-B (figure 42).

Prevalence SLPC CD5neg RORhigh CD200
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Figure 42 : Histogramme représentant la répartition des
différents SLPC-B CD5lowRORhigh en fonction de la MFI du
CD200

Sur cette derniere population CD5low-RORhigh-CD200MFllow, le FMC7 se révele comme étant le
marqueur avec une AUC la plus intéressante. Avec un seuil de 60%, cela nous permet de séparer la
majorité des LPL des autres SLPC-B.

1. B. 4. 2. Etude des marqueurs sur la population CD5low-ROR mid

Dans cette population, on retrouve principalement le MZL et le LPL. A eux deux, ils constituent pres
de 75% des SLPC-B de cette catégorie.

D’apres le tableau des AUC ci-dessous, on observe que le FMC7 est le marqueur le plus pertinent
avec une moyenne des AUC de 0,74.

CD79b% FMC7% CD23% CD79bratio Chainratio CD10% CD180% CD200% CD43% CD180 MFI CD200 MFI CD43 MFI

LPL

pLect - I

Moyenne des AUC 0,63 0,74 0,60 0,66 0,59 0,66 0,68 0,57 0,74 0,69 0,55 0,70

Tableau 13 : Tableau représentant la capacité des différents marqueurs a différencier les SLPC-B CD5low-RORmid

Ce dernier nous permet d’obtenir une population CD5low-RORmid-FMC7 high (FMC7 >99%) et une
population CD5low-RORmid-FMC7 low (FMC7 <99%). Le premier groupe est constitué a 88% par des
patients atteints de MZL. Le reste du groupe est représenté par des patients atteints de DLBCL. Le
second groupe est toujours hétérogene. Il nécessite l'utilisation du CD180MFI pour améliorer
I'algorithme. Ce dernier marqueur permet notamment de regrouper les LPL dans une population
CD5low-RORmid-FMC7low-CD180MFI low.
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11l B. 4. 3. Etudes des marqueurs sur la population CD5low-ROR low

Dans cette catégorie, on retrouve 3 SLPC-B en quantité a peu prées équivalente. lls constituent 85%
des SLPC-B de ce groupe. Il s’agit du MZL, du FL et du LPL.

Le marqueur le plus pertinent a utiliser d’aprés le tableau 15 est le CD10. |l possede une moyenne
des AUC de 0,74 et permettra de séparer 'ensemble des FL des autres SLPC-B de ce groupe.

CD79b% FMC7% CD23% CD79bratio Chainratio CD10% CD180% CD200% CD43% CD180 MFICD200 MFI CD43 MFI
MzZL
LPL
FL
DLBCL
Moyenne des AUC 0,54 0,66 0,56 0,59 0,68 0,74 0,64 0,59 0,65 0,60 0,58 0,67

Tableau 14 : Tableau récapitulatif représentant la capacité des différents marqueurs pour différencier les SLPC-B CD5low-
RORlow

En utilisant un seuil de 10%, on obtient une population CD5low-RORIow-CD10 high (CD10 >10%) avec
67% de FL et une population CD5low-RORlow-CD10 low d’allure assez hétérogene.

Par la suite, I'analyse de nouvelles courbes de ROC sur la population CD5low-RORlow-CD10low a
permis de choisir le FMC7 comme dernier marqueur pour distinguer les différents SLPC-B de ce
groupe. Il possede une moyenne des AUC de 0,87 (tableau 16). Avec un seuil de FMC7 a 97%, on
obtient une population CD5low-RORIow-CD10low-FMC7 high (FMC7 >97%) avec 80% de patients
atteints d’'un MZL et une population CD5low-RORIow-CD10low-FMC7 low (FMC7 <97%) avec 71% de
LPL.

CD79b% FMC7%  CD23% CD79bratio Chainratio CD180% CD200% CD43% ROR MFI  CD180 MFI CD200 MFI  CD43 MFI
MzL

LpL - . .

Moyenne des AUC 0,63 0,87 0,58 0,70 0,71 0,74 0,56 0,70 0,58 0,75 0,52 0,78

Tableau 15 : Tableau représentant la capacité des différents marqueurs a différencier les SLPC-B CD5low-RORlow-
CD10low

61



Ci-dessous est résumé notre algorithme décisionnel pour les patients avec un SLPC-B CD5low.

CD5low

mlLC
mallC
uLZM
HLEM
mlPL
mHCL
ulF

ROR >55% 55% > ROR > 5% ROR <5% mLBOGC

CD5low-RORhigh CD5low-RORmid CD5low-RORlow
LBDGC; 7
LBDGC; 7
LCM; 1
LCM; 5
HCL; 2

| FMC7 <99% | | CD10 >10% | CD10 <10%

CD200 MFI <9 | | FMC7 299% |

CD200 MFI 29

CD5lowRORhighCD200Mlow

CD5low-RORmid-FMC7low CD5low-RORlow-CD10low

LBDGGC; 4

LBDGC; 9

LF; 2
LCM; 4

CD180 MFI >1,6 / CD180 MFI <1,6 FMC7 297%/ FMC7 <97%
LBDGC; 1
l(M-] . .

C7 >60% / \ FMC7 <60%

LBOGC; 7
LF:1

5 SLPC-B =33 3 SLPC-B =42 SSLPC-B=6 3 SLPC-B = 25 3 SLPC-B=17 3 SLPC-B = 68 5 SLPC-B =27 5 SLPC-B=15 5 SLPC-B = 24

LCM; 1

Figure 43 : Algorithme décisionnel de la population CD5 low
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Ci-dessous sont représentées les performances diagnostiques de I'algorithme pour la population CD5

low.

) Diagnostic probable Lo
Phénotype i VP VN FP FN VPP VPN Spécifcité

selon l'algorithme
CD5low-RORhigh-CD200MFlhigh HCL 29 476 4 23 88% 95,40% 99,20%
CD5low-RORhigh-CD200MFIlowFMC7high MZL 22 397 20 93 52,40% 81% 95,40%
CD5low-RORhigh-CD200MFIlowFMC7low LPL 5 452 1 74 83,30% 85,90% 99,90%
CD5low-RORmid-FMC7high MZL 22 414 3 93 88% 81,70% 99,30%
CD5low-RORmid-FMC7low-CD180MFllow LPL 46 431 22 33 67,60% 92,90% 95,10%
CD5low-RORlow-CD10high FL 18 503 9 2 66,70% 99,60% 98,20%
CD5low-RORlow-CD10low-FMC7high MZL 12 414 3 103 80% 80,10% 99,30%
CD5low-RORlow-CD10low-FMC7low LPL 17 446 7 62 70,80% 87,80% 98,40%

Tableau 16 : Tableau résumant les performances de I’algorithme de la population CD5 low avec VP (vrai positif), VN (vrai négatif), FP (Faux
positif), FN (faux négatif), VPP (valeur prédictive positive), VPN (valeur prédictive négative)

La population CD5low-RORmid-FMC7low-CD180MFlhigh ne permet pas d’obtenir un diagnostic
probable a choix unique. Cependant, pour ce phénotype, on observe deux SLPC-B majoritaires qui
sont la HCL et le MZL. Le diagnostic probable selon notre algorithme sera donc la présence d’'une HCL

ou d’'un MZL.

. C.

Hétérogénéité des SLPC-B

Suite a la réalisation de I'algorithme, une importante hétérogénéité phénotypique a été relevée au

sein de certains lymphomes.

Nous avons réalisé un diagramme en bandes afin de mettre en évidence les lymphomes présentant,

ou non, une grande hétérogénéité.
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CD5midCD23lowCD200high
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Figure 44 : Représentation graphique des différents clusters en pourcentage au sein des SLPC-B
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D’apres la figure 44, nous observons que tous les SLPC-B possedent de nombreux clusters avec des
phénotypes différents. Cependant, certains SLPC-B ont une hétérogénéité plus marquée que
d’autres.

Les SLPC-B comme la CLL/aCLL, le MCL, le LPL, le HCL et le FL ont un ou deux clusters principaux :

- Pour la CLL/aCLL, les deux clusters principaux sont de phénotypes CD5high-
CD79bratiolow-CD23high et CD5mid-CD23high-CD79bratiolow. Ces deux groupes
comprennent 84% des CLL/aCLL

- Pour le MCL, les deux clusters principaux sont de phénotypes CD5high-CD79bratiohigh-
CD200low et CD5mid-CD23low-CD200low-RORhigh. lls comprennent 70% des MCL

- Pour le LPL, les deux clusters principaux sont de phénotypes CD5low-RORmid-FMC7low-
CD180MFllow et le CD5low-RORIow-CD10low-FMC7low. A eux deux, ils comprennent
80% des LPL

- Le FL possede un seul cluster majoritaire de phénotype CD5low-RORIow-CD10high. Ce
phénotype comprend 90% des FL de la cohorte

- Enfin, pour la HCL un seul cluster regroupe 56% des HCL de la cohorte avec un phénotype
CD5low-RORhigh-CD200MFlhigh

A l'inverse, le MZL et le DLBCL ont une hétérogénéité plus importante. En effet, pour chacun, leurs
deux principaux phénotypes regroupent seulement 38% et 39%.

1. D. Validation de I'algorithme

Afin de tester notre algorithme, nous avons réalisé une cohorte de validation. Cette cohorte a été
constituée entre avril et juin 2020. Elle est constituée de 35 patients. Le diagramme en bandes ci-
dessous résume la composition de notre cohorte de validation.
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Figure 45 : Répartition des SLPC-B de notre cohorte de validation en fonction du type d’échantillon
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Notre cohorte est principalement constituée de patients atteints de la CLL, de la aCLL, du LPL et du
MZL. A eux 4, ils constituent 85,7% des SLPC-B.

Dans le tableau ci-dessous, nous allons représenter les résultats de la cohorte de validation en
fonction des phénotypes obtenus pour chaque patient.

Patient Diagnostic Phénotype Diagnostic probable selon I'algorithme

1 MCL MCL

2 CLL CD5high-CD79bRlow-CD23high CLL/aCLL

3 CLL CD5high-CD79bRlow-CD23high CLL/aCLL

4 CLL CD5high-CD79bRlow-CD23high CLL/aCLL

5 CLL CD5high-CD79bRlow-CD23high CLL/aCLL

6 CLL CD5high-CD79bRlow-CD23high CLL/aCLL

7 CLL CD5high-CD79bRlow-CD23high CLL/aCLL

8 CLL CD5high-CD79bRlow-CD23high CLL/aCLL

9 CLL CD5high-CD79bRlow-CD23high CLL/aCLL
10 aCLL CD5high-CD79bRlow-CD23high CLL/aCLL
11 aCLL CD5high-CD79bRlow-CD23high CLL/aCLL
12 aCLL CD5high-CD79bRlow-CD23high CLL/aCLL
13 aCLL CD5high-CD79bRlow-CD23high CLL/aCLL
14 aCLL CD5high-CD79bRlow-CD23high CLL/aCLL
15 aCLL CD5high-CD79bRlow-CD23high CLL/aCLL
16 FL CD5mid-CD23high-CD79bRhigh CLL/aCLL/MZL
17 aCLL CD5mid-CD23low-CD200high CLL/aCLL/MZL
18 aCLL CD5mid-CD23low-CD200high CLL/aCLL/MZL
19 MZL CD5mid-CD23low-CD200high CLL/aCLL/MZL
20 MZL CD5mid-CD23low-CD200high CLL/aCLL/MZL
21 LPL CD5mid-CD23low-CD200high CLL/aCLL/MZL
22 LPL CD5mid-CD23low-CD200low-RORIow LPL/MZL
23 HCL CD5neg-RORhigh-CD200MFlhigh HCL

24 HCL CD5neg-RORhigh-CD200MFIlow-FMC7high MZL

25 MZL MZL

26 MZL MZL

27 LPL LPL

28 LPL LPL

29 LPL LPL

30 MZL CD5neg-RORmid-FMC7high MZL

31 LPL CD5neg-RORmid-FMC7low-CD180MFllow LPL

32 LPL CD5neg-RORmid-FMC7low-CD180MFllow LPL

33 LPL CD5neg-RORmid-FMC7low-CD180MFllow LPL

34 LPL CD5neg-RORmid-FMC7low-CD180MFllow LPL

35 DLBCL CD5neg-RORmid-FMC7low-CD180MFllow LPL

Tableau 17 : Recueil des résultats de notre cohorte de validation apreés application de I'algorithme décisionnel

D’apres le tableau 18, nous pouvons voir que sur 26 des 35 patients le résultat de notre algorithme
abouti a un choix unique et ce choix est correct. Pour 5 des 35 patients, I'algorithme permet
d’obtenir un choix multiple (2 lymphomes proposés) et le diagnostic est juste pour les 5 patients.
Cependant, pour 4 patients, I'algorithme ne permet pas d’aboutir au bon diagnostic. Il s’agit des
patients n°16, 21, 24 et 35 respectivement atteints d’'un FL CD10-, d’un LPL CD5+, d’'une HCL CD200
faible et d’'un DLBCL.
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IV. Discussion

La réalisation d’un immunophénotypage lymphocytaire a la recherche d’un SLPC-B est un outil de
premiere intention pour orienter le clinicien. Il joue un réle majeur dans le diagnostic rapide a partir
d’un prélevement de sang, de moelle ou de tous autres fluides corporels.

La répartition des SLPC-B en fonction des trois marqueurs intégrés dans notre panel depuis 2016
(ROR1, CD180, CD200), nous montre bien que l'utilisation isolée de ces marqueurs n’a pas de
pertinence diagnostique. Ce constat a également été fait par le Dr.Kénhke pour I'ensemble des
marqueurs utilisés en CMF. En effet, nous ne disposons pas de seuil discriminant un lymphome
donné (71).

De nos jours, nous n’avons également pas de consensus sur le nombre de marqueurs a utiliser pour
établir un diagnostic de lymphome.

Il est néanmoins possible d’utiliser ces marqueurs en les intégrant dans un score diagnostique ou
dans un algorithme décisionnel. Nous avons choisi de réaliser un algorithme car il nous permet
d’apprécier rapidement la répartition des différents SLPC-B en fonction des marqueurs utilisés. De
plus, il pourrait permettre d’aider le biologiste a établir une conclusion plus précise sur son compte
rendu.

Notre cohorte est importante (532 patients) mais n’a cependant permis d’utiliser que 4 marqueurs
discriminants au maximum pour constituer les clusters phénotypiques, sur les 15 a notre disposition.
Certains sous-groupes, de petit nombre, reste hétérogéne par manque d’effectif pour continuer a
utiliser notre méthode de discrimination a I'aide de courbes ROC.

Cependant, grace a la réalisation de notre algorithme sous forme de diagrammes circulaires, nous
avons, pour de nombreux cas, obtenu des valeurs prédictives trés satisfaisantes. Ces bons résultats
associés a la validation de cet algorithme par notre cohorte de validation, laissent entrevoir la
possibilité d’une utilisation réguliere de ce dernier dans la routine du cytométriste.

Malgré ces résultats, on observe que certains SLPC-B sont dispersés dans de nombreux diagrammes.
En effet, les MZL et les DLBCL possedent plusieurs profils phénotypiques différents. Ils sont présents
dans la majorité des diagrammes circulaires finaux (18/19 pour les MZL et 13/19 pour les DLBCL).
Ceci est le reflet de I’'hétérogénéité importante de ces derniers. Il est donc parfois difficile a I'aide de
I"algorithme et de la seule cytométrie d’orienter le clinicien sur un diagnostic. Ceci nous montre bien
la difficulté que I'on peut avoir dans certaines situations a interpréter un immunophénotypage
lymphocytaire.

Dans la littérature, c’est la premiere fois qu’'une équipe présente ces résultats en réalisant des
courbes de ROC sur chaque population pour choisir le marqueur le plus pertinent en vue de
différencier les SLPC-B. Auparavant, en 2008 Fiona E.Craig a proposé dans Blood une classification
basée sur la cytométrie en flux. Elle permettait de distinguer 4 groupes en fonction de I'expression
du CD5 et du CD10 (72). Par exemple, la présence de LB matures avec un profil CD5+/CD10-
augmentait la probabilité d’avoir une CLL/aCLL, un MCL, un MZL, un LPL ou un DLBCL. De
nombreuses critiques ont été attribuées a ce mode de classification (69). Notre approche permet
d’apprécier la répartition des SLPC-B a partir d’une cohorte de 532 patients pour éventuellement
guider le clinicien vers d’autres analyses complémentaires, plus onéreuses et parfois plus invasives,
et compléter ainsi la prise en charge et confirmer le diagnostic.
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D’aprés notre étude, le marqueur CD5 est un marqueur clé comme le propose également le Dr
Debord dans son algorithme (73). En effet, il est a la téte de notre arbre décisionnel et permet
d’éliminer les CLL/aCLL du groupe CD5 low. Il permet également de séparer la majorité des MCL du
groupe CD5 low. Nous retrouvons un peu plus de MCL CD5 low que dans la littérature (18% contre
5%) (74). Nous avons vérifié le diagnostic de chacun de ces patients atteints d’'un MCL CD5 low et
nous n’avons pas d’explication a ce pourcentage élevé.

Pour un seuil de positivité de CD5 a 30%, seuil de positivité du laboratoire de I'Oncopole de Toulouse
et seuil proposé par le Dr.Matutes, nous retrouvons autour de 93,5% de patients atteints d'un des 4
SLPC-B suivant : la CLL et la aCLL (64,4%), le MCL (16,7%) et le MZL (12,4%). Ces résultats étaient
attendus et retrouvés dans la littérature (75).

De plus, nous pouvons remarquer que les 3 marqueurs (CD200, ROR, CD180) intégrés dans notre
nouveau panel en 2016 prennent une place importante dans cet algorithme.

Le CD200 est utilisé 3 fois dans notre arbre décisionnel. En analysant les populations pour lesquelles
le CD200 est choisi comme marqueur le plus judicieux, on se rend compte qu’il est utilisé 2 fois pour
isoler les MCL et 1 fois pour les HCL. En effet, le CD200 est exprimé de maniere faible dans le MCL. Il
permet de bien séparer le MCL des autres SLPC-B du groupe CD5 high et CD5 mid.

A l'inverse, la HCL posséde une expression importante du CD200 et cela permet d’isoler les HCL CD5
neg des autres SLPC-B. De nombreuses études s’étaient déja intéressées a I'expression du CD200
dans les différents SLPC-B et avaient trouvé des résultats similaires (76) (77).

Si I'on s’intéresse aux 3 HCLv de notre cohorte, nous observons que 2 d’entre eux se retrouvent dans
la population CD5neg-RORhigh-CD200Mlow-FMC7high et 1 HCLv se retrouve dans la population
CD5neg-RORhigh-CD200Mhigh avec une expression du CD200MFI a 9,60. Nous n’avons pas
suffisamment de HCLv pour faire une comparaison de I'expression du CD200 entre la HCL et la HCLv.
Cependant, dans notre cohorte la tendance est a une expression du CD200 plus faible dans le groupe
des HCLv (moyenne des CD200MFI a 8) par rapport au HCL (moyenne des CD200MFI a 18). Une
étude, réalisée par I'équipe du Dr. Salem en 2019, sur 59 patients atteints de HCL et 15 patients
atteints de HCLv a trouvé des résultats similaire (78).

Le marqueur ROR prend également une place importante dans notre algorithme. Il est situé en haut
de notre arbre décisionnel pour la population de CD5 low. Il est alors le marqueur le plus intéressant
a utiliser pour discriminer la population de CD5 low. De nos jours aucune étude ne s’est intéressée a
son utilisation dans le diagnostic différentiel des SLPC-B CD5 low. De nombreuses équipes ont
montré son intérét dans le diagnostic des CLL notamment les aCLL car il est généralement fortement
exprimé dans ces pathologies (79). De plus, Il est utilisé dans notre population CD5mid-CD23%low-
CD200%low pour séparer la majorité des MCL des autres SLPC-B. Il s’agit également d’un marqueur
connu pour étre fortement exprimé dans les MCL (80).

Le CD180 est lui utilisé une fois dans notre algorithme pour la population CD5low-RORmid-FMC7low.
Ce groupe principalement constitué du LPL, du MZL, de la HCL et du DLBCL utilise le marqueur CD180
pour différencier les HCL et les MZL, avec une expression moyenne de CD180 élevé, des autres LNH.
Cette observation a déja été mise en évidence notamment sur une étude multicentrique sur 4 CHU
de France (81).
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Nous remarquons que pour les deux grandes populations de CLL/aCLL, notre algorithme propose
trois marqueurs identiques : le CD5, le CD23 et le CD79bratio. Ces deux populations (CD5high-
CD79bratiolow-CD23high et CD5mid-CD23high-CD79bratiolow) comprennent 84% des patients de
notre cohorte atteints de CLL/aCLL. Malgré la découverte de nouveaux marqueurs intéressant pour
le diagnostic des CLL/aCLL comme le CD200 et le ROR1, les marqueurs proposés par le Dr. Matutes
en 1994, restent, selon notre étude, les plus pertinents pour diagnostiquer les CLL (57).

Nous obtenons, au sein de notre algorithme, une association atypique. Il s’agit du phénotype
CD5high-CD79bratiolow-CD23low qui est en faveur soit d’un MCL ou d’une CLL/aCLL. Il serait
intéressant de réaliser des analyses complémentaires pour savoir si ces lymphomes possedent
également des anomalies cytogénétiques ou moléculaires caractéristiques.

Nous avons testé cet algorithme a I'aide d’une cohorte de validation de 35 patients. Nous avons
obtenu un bon diagnostic dans 88,6% des patients. Ces résultats sont encourageants. Néanmoins, 4
patients sur 35 ne présentaient pas le bon diagnostic. Sur ces 4 patients, un patient était atteint d’'un
FL et un autre d’un DLBCL. Or, il s’agissait des seuls patients de notre cohorte de validation atteints
par ces pathologies. Il serait donc intéressant de recueillir d’autres patients atteints par ces deux
lymphomes afin de vérifier la concordance de notre algorithme. C’est également le cas pour le
troisiéme patient qui était atteint d’'une HCL : seulement 2 patients souffraient de ce SLPC-B dans
notre cohorte de validation. Enfin, le dernier patient ne présentant pas le bon diagnostic était atteint
d’un LPL. Il s’agit du seul patient qui n’a pas été bien diagnostiqué sur 9 patients souffrant d’'un LPL.

L'application de cet algorithme ne permet pas d’établir un diagnostic de certitude en raison de
I’hétérogénéité phénotypique. Pour interpréter un immunophénotypage lymphocytaire, il est
important d’y associer les données cliniques, cytologiques, cytogénétiques et moléculaires.
L'interprétation de I'ensemble de ces données médicales chez de nombreux patients et leurs
intégrations dans un modele d’intelligence artificielle pourraient, dans le futur, permettre d’établir
un algorithme pour le diagnostic des SLPC-B.

La CMF est une technique largement pratiquée dans les laboratoires de biologie médicale. Afin que
notre algorithme soit utilisé par d’autres laboratoires, il est indispensable d’avoir une technique et
des procédures harmonisées. Cependant, la cytométrie est une technique multiparamétrique donc
plus compliquée a harmoniser. Pour pouvoir rendre nos résultats comparables entre les laboratoires
cela nécessite d’étre homogéne sur l'ensemble des étapes du processus multiparamétrique
(préparation des échantillons, configuration des instruments, conception du panel AC, le choix des
fluorochromes, I'analyse des données) (82). Or, la variabilité inter-laboratoires est pour le moment
trop importante et une étude prospective multicentrique doit étre réalisée pour permettre une
utilisation a plus grande ampleur de notre algorithme. De plus, pour appliquer ce dernier, cela
nécessite d’utiliser des panels avec I'ensemble des anticorps présent dans notre algorithme. Or de
nombreux laboratoires n’ont pas la possibilité d’obtenir certains anticorps. Par conséquent, pour le
moment, notre algorithme ne peut étre utilisé qu’au sein de l'institut universitaire du cancer de
Toulouse (IUCT-0).

La CMF permet de donner des informations complémentaires sur le pronostic par I'intermédiaire des
3 marqueurs suivant le CD38, le CD49d et le ZAP70 (83) (84) (85). Nous nous sommes donc demandé
si les différentes populations de CLL et aCLL retrouvées dans notre algorithme pouvaient avoir un
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impact pronostic. Pour cela, nous avons analysé les populations entre elles pour savoir si elles
avaient des marqueurs de plus ou moins bon pronostic. Nous avons récupéré des données
correspondant a la présence d’une délétion ou d’'une mutation TP53, au statut des IGHv, au taux de
B2-microglobuline et au stade clinique de Binet. Nous avons choisi en priorité ces 4 parametres car ils
font partis du score pronostic CLL-IPI réalisé sur une cohorte européenne de 3472 patients (83). De
plus, nous avons aussi récupéré I'ensemble des données du caryotype pour analyser la répartition
des patients avec une trisomie 12, une délétion 13q et/ou la présence d’un caryotype complexe.
Aucun résultat ne permet de conclure a une différence significative. Cependant, de nombreuses
données n’ont pas pu étre récoltées. Il serait intéressant de refaire cette étude avec un plus grand
nombre de patients atteints de CLL/aCLL et avec 'ensemble des données pour chaque patient.
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V. Conclusion

La CMF est largement utilisée dans le diagnostic des SLCP-B. Elle est un outil indispensable pour
aiguiller de facon rapide et efficace le clinicien a partir d’'un prélevement sanguin, de moelle ou de
tout autres liquides corporels. Elle permet, en effet, de confirmer la présence d’un clone dans un
liguide de suspension cellulaire et, par I'intermédiaire d’'un panel d’anticorps, d’orienter le type de
SLPC-B. Notre objectif était de réaliser un algorithme décisionnel pour le diagnostic différentiel des
SLPC-B a I'aide des marqueurs phénotypiques utilisés a IUCT-O.

A partir de notre cohorte de 532 patients, nous avons pu créer celui-ci a I'aide de courbes de ROC
pour chaque population obtenue. En s’intéressant a la répartition des SLPC-B de notre cohorte, nous
avons noté que la plupart des diagrammes circulaires finaux permettaient de bien séparer les
différents SLPC-B.

Afin de valider notre algorithme, nous I'avons testé sur une cohorte de validation de 35 patients. Les
résultats sont prometteurs car nous obtenons le bon diagnostic pour 31 des 35 patients. Il mériterait
d’étre utilisé sur une plus grande population.

Cet algorithme permet au biologiste d’apprécier la répartition des SLPC-B en fonction de I'expression
des différents marqueurs. L'analyse de cette répartition lui permettra d’étre plus pertinent dans son
interprétation lors de la validation des immunophénotypages lymphocytaires. De plus, elle lui
permettra de guider ses décisions pour choisir les marqueurs phénotypiques afin d’élaborer de
nouveaux panels d’anticorps monoclonaux.

L'application de cet algorithme ne permet pas d’établir un diagnostic de certitude en raison de
I’hétérogénéité phénotypique mais il peut permettre d’orienter de fagon rapide le biologiste et le
clinicien afin de guider les investigations supplémentaires a mener, souvent plus couteuses et plus
invasives (biopsie tissulaire, cytogénétique, biologie moléculaire).

Nous n’avons pas mis en évidence d’impact pronostic de notre algorithme pour les différentes
populations de CLL/aCLL. Cependant de nombreuses données pronostics étaient manquantes pour
comparer de maniere fiable les populations. Il serait intéressant d’effectuer une étude
complémentaire sur les différentes populations de CLL/aCLL pour observer si notre algorithme
pourrait avoir un impact pronostic. Pour cela, il faudrait pour chaque patient récolter I'intégralité des
données ayant un role dans le pronostic de la maladie.
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ANNEXE

Annexe 2. Altérations génomiques dans le HCL, le HCL-V, le SDRPL et le SMZL (22)

HCL HCL-V SDRPL SMZL
MAPK pathway
BRAF V600E 70%24_ 100%37,3&35 o’G:W.JB.BS 0%45.47_2% (G469A)u 09685_2%43
MAP2K1* 0%7-3843.999¢24 38%%-42%* 7%(VH4-34-)*3-12%* 0%*
Ceil cycle
COKN1B (p27) 10%>58-16% (17, Sisatdond 4%*
CCND3 0% 13%® 21%3-24%% 13%*
NFKB pathway
MYD88 0%2543 0%* 9%
TNFAIP3 0%** o%* 20%**
KLF2 13%*3-15%25-16%2 0%2° 2%*3-4%45 20%42-30%43
Spliceosome
U2AF1 0%4%0 13%%48
TP53 2%8-28%° 8%24-38%° 0%
Notch pathway
NOTCH1 4%*-13%* 0%® 2%% 9%+
NOTCH2 0%2%4387_49,%8 0% 10%*? 17%*3-25%%
Epigenetic regulators
KMT2C (histone methyltransferase) 15%° 25%%
ARID1A (SWI/SNF family) 4%24-5%%° a%** 8%"*
KDM6A (histone demethylase) 0%5-2%%8 12.5%%%-50%2% 2% 0%
CBEBBP 5%2%-6%° 12.5%%-25%°
TF repressor
BCOR 0%43-5%2° 0%2% 24%" 2%

*MAP2K1 mutations in 6/7 VH4-34+ HCL patients and in 4/9 VH4-34+ HCL-V patients.**
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Annexe 3 : Analyse de la variance pour les marqueurs ROR1, CD180 et CD200

Table Analyzed

ROR1 MFI 2020

Kruskal-Wallis test

P value

P<0.0001

Exact or approximate P value?

Gaussian Approximation

P value summary

Do the medians vary signif. (P < 0.05) Yes
Number of groups 9
Kruskal-Wallis statistic 358,1
Dunn's Multiple Comparison Test Difference in rank sum | Significant? P < 0.05? | Summary

Healthy Donors vs CLL -374,3 Yes ok
Healthy Donors vs aCLL -350,6 Yes rkk
Healthy Donors vs MZL -173,8 Yes ok
Healthy Donors vs MCL -327,2 Yes Fokk
Healthy Donors vs LPL -99,1 Yes *
Healthy Donors vs HCL -255,4 Yes bl
Healthy Donors vs FL 33,82 No ns
Healthy Donors vs DLBCL -171,5 Yes el
CLL vs aCLL 23,7 No ns
CLL vs MZL 200,5 Yes ok
CLL vs MCL 47,11 No ns
CLL vs LPL 275,2 Yes i
CLL vs HCL 118,9 Yes >
CLL vs FL 408,1 Yes ik
CLL vs DLBCL 202,8 Yes il
aCLL vs MZL 176,8 Yes ok
aCLL vs MCL 23,41 No ns
aCLL vs LPL 251,5 Yes el
aCLL vs HCL 95,21 No ns
aCLL vs FL 384,4 Yes ok
aCLL vs DLBCL 179,1 Yes rrx
MZL vs MCL -153,4 Yes ok
MZL vs LPL 74,72 No ns
MZL vs HCL -81,59 No ns
MZL vs FL 207,6 Yes ok
MZL vs DLBCL 2,284 No ns
MCL vs LPL 228,1 Yes rrx
MCL vs HCL 71,8 No ns
MCL vs FL 361 Yes ok
MCL vs DLBCL 155,7 Yes *x
LPL vs HCL -156,3 Yes i
LPL vs FL 132,9 No ns
LPL vs DLBCL -72,43 No ns
HCL vs FL 289,2 Yes ik
HCL vs DLBCL 83,88 No ns
FL vs DLBCL -205,4 Yes *x
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Table Analyzed ROR1 %
Kruskal-Wallis test
P value P<0.0001

Exact or approximate P value?

Gaussian Approximation

P value summary

*kk

Do the medians vary signif. (P < 0.05) Yes
Number of groups 9
Kruskal-Wallis statistic 330,8
Dunn's Multiple Comparison Test Difference in rank sum | Significant? P < 0.05? | Summary

Healthy Donors vs CLL -339,9 Yes xxx
Healthy Donors vs aCLL -343,1 Yes rorx
Healthy Donors vs MZL -159,5 Yes fasld
Healthy Donors vs MCL -273,8 Yes xkx
Healthy Donors vs LPL -72,18 No ns
Healthy Donors vs HCL -268 Yes rkx
Healthy Donors vs FL 68,58 No ns
Healthy Donors vs DLBCL -107 No ns
CLL vs aCLL -3,227 No ns
CLL vs MZL 180,4 Yes ok
CLL vs MCL 66,1 No ns
CLL vs LPL 267,7 Yes ok
CLL vs HCL 71,91 No ns
CLL vs FL 408,5 Yes ok
CLL vs DLBCL 232,8 Yes ok
aCLL vs MZL 183,6 Yes ok
aCLL vs MCL 69,32 No ns
aCLL vs LPL 270,9 Yes rx
aCLL vs HCL 75,13 No ns
aCLL vs FL 411,7 Yes ok
aCLL vs DLBCL 236,1 Yes ok
MZL vs MCL -114,3 Yes o
MZL vs LPL 87,29 Yes *
MZL vs HCL -108,5 Yes *
MZL vs FL 228 Yes ok
MZL vs DLBCL 52,43 No ns
MCL vs LPL 201,6 Yes ok
MCL vs HCL 5,81 No ns
MCL vs FL 342,4 Yes ok
MCL vs DLBCL 166,7 Yes *x
LPL vs HCL -195,8 Yes ok
LPL vs FL 140,8 No ns
LPL vs DLBCL -34,86 No ns
HCL vs FL 336,5 Yes ok
HCL vs DLBCL 160,9 Yes *x
FL vs DLBCL -175,6 Yes *
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Table Analyzed CD180 MFI
Kruskal-Wallis test
P value P<0.0001

Exact or approximate P value?

aussian Approximation

P value summary

*kk

Do the medians vary signif. (P < 0.05) Yes
Number of groups 9
Kruskal-Wallis statistic 249,8

Dunn's Multiple Comparison Test  pifference in rank sun| Significant? P < 0.05? | Summary
Healthy Donors vs CLL 294 Yes ok
Healthy Donors vs aCLL 286 Yes ok
Healthy Donors vs MZL 154,2 Yes bl
Healthy Donors vs MCL 259,4 Yes ok
Healthy Donors vs LPL 283,6 Yes bl
Healthy Donors vs HCL 7,647 No ns

Healthy Donors vs FL 196,2 Yes ok
Healthy Donors vs DLBCL 211,2 Yes bl
CLL vs aCLL -7,986 No ns
CLL vs MZL -139,7 Yes ok
CLL vs MCL -34,55 No ns
CLL vs LPL -10,34 No ns
CLL vs HCL -286,3 Yes ok
CLL vs FL -97,79 No ns
CLL vs DLBCL -82,74 No ns
aCLL vs MZL -131,7 Yes ok
aCLL vs MCL -26,56 No ns
aCLL vs LPL -2,356 No ns
aCLL vs HCL -278,3 Yes ok
aCLL vs FL -89,8 No ns
aCLL vs DLBCL -74,75 No ns
MZL vs MCL 105,2 Yes *
MZL vs LPL 129,4 Yes ok
MZL vs HCL -146,6 Yes ok
MZL vs FL 41,92 No ns
MZL vs DLBCL 56,97 No ns
MCL vs LPL 24,21 No ns
MCL vs HCL -251,8 Yes ok
MCL vs FL -63,24 No ns
MCL vs DLBCL -48,19 No ns
LPL vs HCL -276 Yes ok
LPL vs FL -87,44 No ns
LPL vs DLBCL -72,39 No ns
HCL vs FL 188,5 Yes o
HCL vs DLBCL 203,6 Yes il
FL vs DLBCL 15,05 No ns
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Table Analyzed CD180 %
Kruskal-Wallis test
P value P<0.0001

Exact or approximate P value?

Gaussian Approximation

P value summary

*kk

Do the medians vary signif. (P < 0.05) Yes
Number of groups 9
Kruskal-Wallis statistic 188

Dunn's Multiple Comparison Test Difference in rank sum | Significant? P < 0.05? | Summary
Healthy Donors vs CLL 258,8 Yes wokok
Healthy Donors vs aCLL 245,4 Yes Fkk
Healthy Donors vs MZL 143,7 Yes Fkk
Healthy Donors vs MCL 232 Yes rorx
Healthy Donors vs LPL 260,4 Yes ok
Healthy Donors vs HCL 28,4 No ns

Healthy Donors vs FL 178,8 Yes *x
Healthy Donors vs DLBCL 214,9 Yes Fkk
CLL vs aCLL -13,43 No ns
CLL vs MZL -115,1 Yes ok
CLL vs MCL -26,8 No ns
CLL wvs LPL 1,605 No ns
CLL vs HCL -230,4 Yes ok
CLL vs FL -80,01 No ns
CLL vs DLBCL -43,83 No ns
aCLL vs MZL -101,6 Yes *
aCLL vs MCL -13,38 No ns
aCLL vs LPL 15,03 No ns
aCLL vs HCL -217 Yes ok
aCLL vs FL -66,59 No ns
aCLL vs DLBCL -30,4 No ns
MZL vs MCL 88,25 No ns
MZL vs LPL 116,7 Yes ok
MZL vs HCL -115,3 Yes o
MZL vs FL 35,04 No ns
MZL vs DLBCL 71,22 No ns
MCL vs LPL 28,41 No ns
MCL vs HCL -203,6 Yes ik
MCL vs FL -53,21 No ns
MCL vs DLBCL -17,02 No ns
LPL vs HCL -232 Yes ok
LPL vs FL -81,62 No ns
LPL vs DLBCL -45,43 No ns
HCL vs FL 150,4 No ns
HCL vs DLBCL 186,6 Yes ok
FL vs DLBCL 36,19 No ns
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Table Analyzed

CD200 MFI 2020

Kruskal-Wallis test

P value

P<0.0001

Exact or approximate P value?

Gaussian Approximation

P value summary

Do the medians vary signif. (P < 0.05) Yes
Number of groups 9
Kruskal-Wallis statistic 287,4

Dunn's Multiple Comparison Test Difference in rank sum | Significant? P < 0.05? | Summary
Healthy Donors vs CLL -88,76 Yes *
Healthy Donors vs aCLL -121,8 Yes il
Healthy Donors vs MZL 89,55 Yes *
Healthy Donors vs MCL 252,2 Yes oxk
Healthy Donors vs LPL 109,6 Yes xk
Healthy Donors vs HCL -209,5 Yes il

Healthy Donors vs FL 131,4 No ns
Healthy Donors vs DLBCL 76,36 No ns
CLL vs aCLL -33,04 No ns
CLL vs MZL 178,3 Yes ok
CLL vs MCL 340,9 Yes ok
CLL vs LPL 198,4 Yes Hhx
CLL vs HCL -120,8 Yes xx
CLL vs FL 220,1 Yes rokk
CLL vs DLBCL 165,1 Yes ok
aCLL vs MZL 211,3 Yes rorx
aCLL vs MCL 374 Yes il
aCLL ws LPL 231,4 Yes ok
aCLL vs HCL -87,72 No ns
aCLL vs FL 253,2 Yes Hhk
aCLL vs DLBCL 198,2 Yes i
MZL vs MCL 162,6 Yes ok
MZL vs LPL 20,08 No ns
MZL vs HCL -299,1 Yes il
MZL vs FL 41,84 No ns
MZL vs DLBCL -13,19 No ns
MCL vs LPL -142,6 Yes ok
MCL vs HCL -461,7 Yes il
MCL vs FL -120,8 No ns
MCL vs DLBCL -175,8 Yes ok
LPL vs HCL -319,1 Yes ok
LPL vs FL 21,76 No ns
LPL vs DLBCL -33,26 No ns
HCL vs FL 340,9 Yes rorx
HCL vs DLBCL 285,9 Yes Hhx
FL vs DLBCL -55,02 No ns
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Table Analyzed CD200 %
Kruskal-Wallis test
P value P<0.0001

Exact or approximate P value?

Gaussian Approximation

P value summary

Do the medians vary signif. (P < 0.05) Yes
Number of groups 9
Kruskal-Wallis statistic 197,4

Dunn's Multiple Comparison Test Difference in rank sum | Significant? P < 0.05? | Summary
Healthy Donors vs CLL -95,68 Yes *x
Healthy Donors vs aCLL -107 Yes *x
Healthy Donors vs MZL 45,5 No ns
Healthy Donors vs MCL 247,8 Yes rkk
Healthy Donors vs LPL 92,84 Yes *
Healthy Donors vs HCL -76,79 No ns
Healthy Donors vs FL 95,02 No ns
Healthy Donors vs DLBCL 100,4 No ns
CLL vs aCLL -11,37 No ns
CLL vs MZL 141,2 Yes rorx
CLL vs MCL 343,5 Yes ek
CLL vs LPL 188,5 Yes il
CLL vs HCL 18,89 No ns
CLL vs FL 190,7 Yes ik
CLL vs DLBCL 196,1 Yes ol
aCLL vs MZL 152,5 Yes il
aCLL vs MCL 354,9 Yes xkk
aCLL ws LPL 199,9 Yes xkk
aCLL vs HCL 30,26 No ns
aCLL vs FL 202,1 Yes work
aCLL vs DLBCL 207,5 Yes ok
MZL vs MCL 202,3 Yes ok
MZL vs LPL 47,35 No ns
MZL vs HCL -122,3 Yes *
MZL vs FL 49,52 No ns
MZL vs DLBCL 54,92 No ns
MCL vs LPL -155 Yes ol
MCL vs HCL -324,6 Yes ol
MCL vs FL -152,8 No ns
MCL vs DLBCL -147,4 Yes **
LPL vs HCL -169,6 Yes Forx
LPL vs FL 2,175 No ns
LPL vs DLBCL 7,572 No ns
HCL vs FL 171,8 Yes *
HCL vs DLBCL 177,2 Yes il
FL vs DLBCL 5,397 No ns
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MISE EN PLACE D’UN ALGORITHME DECISIONNEL POUR LE DIAGNOSTIC DIFFERENTIEL, PAR
CYTOMETRIE DE FLUX, DES SYNDROMES LYMPHOPROLIFERATIFS CHRONIQUES-B

La cytométrie de flux (CMF) est un outil indispensable et est largement utilisée pour étayer le
diagnostic des syndromes lymphoprolifératifs chroniques B (SLPC-B). Notre objectif est d’établir un
algorithme décisionnel pour le diagnostic différentiel des SLPC-B a I'aide de marqueurs
phénotypiques utilisés au sein de I'institut universitaire du cancer de Toulouse (IUCT-O). A partir de
notre cohorte de 532 patients étalés sur la période de 2016 a 2019, nous avons par l'intermédiaire de
courbe de ROC évalué les marqueurs les plus intéressants a utiliser pour discriminer les différents
lymphomes. La réalisation de cet algorithme a permis d’apprécier la répartition des SLPC-B en
fonction des marqueurs phénotypiques utilisés. |l permettra d’aider le biologiste dans son
interprétation de I'immunophénotypage lymphocytaire afin d’orienter le clinicien et de mettre en
avant les marqueurs les plus pertinents et les plus judicieux a choisir dans les panels d’anticorps dans
un but d’harmonisation des techniques de laboratoires.

Flow cytometry (CMF) is a fundamental and widely used tool for supporting the diagnosis of chronic
Lymphoproliferative disorders B (SLPC-B). Our goal is to develop a decision algorithm for the
differential diagnosis of SLPC-B by using phenotype markers, at the Cancer University Institute of
Toulouse (IUCT-0). Within our cohort of 532 patients extending from 2016 to 2019, we evaluated, via
the ROC curve, the most interesting markers to use in order to discriminate the different lymphomas.
The implementation of this algorithm allowed to classify SLPC-B as a function of the phenotype
markers used. It will allow to support biologists in their interpretation of Iymphocyte
immunophenotyping, in order to guide clinicians and highlight the most pertinent and appropriate
markers to select among the antibody panels, with the purpose of harmonizing laboratory
techniques.

DISCIPLINE adminstrative : Pharmacie — Biologie médicale

MOTS-CLES : Syndromes lymphoprolifératifs chroniques B, Cytométrie de flux, Imunnophénotypage
lymphocytaire, Algorithme décisionnel.
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