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Résume

La leucémie lymphoide chronique est la leucémie la plus fréquente en Europe et
occupe la troisiéme place apres les lymphomes en Algérie. Il s’agit d’une hémopathie
lymphoide faisant partie des syndromes lymphoprolifératifs B (SLP-B). Elle correspond a la
prolifération et a ’accumulation de petits lymphocytes matures de la lignée B dans la moelle
osseuse, le sang et les organes lymphoides. Bien qu’il soit difficile de séparer la leucémie
lymphoide chronique (LLC) de certains SLP-B, il est important de pouvoir les distinguer car

leur traitement et leur évolution sont trés différents.

Dans le but d’évaluer la place de la cytométrie en flux (CMF) dans le diagnostic
différentiel de la leucémie lymphoide chronique des autres syndromes lymphoprolifératifs B.
Notre avons réalisé une étude rétro-prospective sur 101 patients, colligés au niveau de 1’unité
d’immunologie du Centre Hospitalo-Universitaire de Beni Messous, chez qui la confrontation
clinico-biologique et cytologique a permis de conclure au diagnostic du syndromes

lymphoprolifératifs chroniques (SLPC) avec suspicion de LLC-B.

L’expression des molécules membranaires des cellules lymphoides tumorales a été
appréciée par la cytométrie en flux. Une comparaison entre les niveaux d’expression chez les
patients avec LLC et ceux avec un SLP-B non LLC a révél¢ des profils immunophénotypiques
différents. Ainsi, le profil immunophénotypique de 68 patients (67,32%) est celui d’une
LLC-B typique : CD19* CD20 " cD22*, CD5*, CD23*, FMC7", CD79b 7*"*", sIg "1*Ple.

Mot clés : Syndromes lymphoprolifératifs B (SLP-B), Leucémie lymphoide chronique (LLC),

Immunophénotypage
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Abstract

Chronic lymphocytic leukemia is the most common leukemia in Europe and ranks third after
lymphoma in Algeria. It is a lymphoid hemopathy that is part of lymphoproliferative B (SLP-
B) syndromes. It corresponds to the proliferation and accumulation of small mature
lymphocytes of line B in bone marrow, blood and lymphoid organs. Although it is difficult to
separate chronic lymphocytic leukemia (CLL) from certain SLP-Bs, it is important to be able

to distinguish them because their treatment and evolution are very different.

In order to evaluate the role of flow cytometry (CMF) in the differential diagnosis of chronic
lymphocytic leukemia of other lymphoproliferative B syndromes. We conducted a retrospective
study of 101 patients, collected at the unit level. of Immunology of the University Hospital
Center of Beni Messous, for whom the clinico-biological and cytological confrontation led to
the conclusion of the diagnosis of chronic lymphoproliferative syndromes (SLPC) with

suspicion of LLC-B.

Expression of the membrane molecules of lymphoid tumor cells was assessed by flow
cytometry. A comparison between expression levels in patients with CLL and those with SLP-
B revealed different immunophenotypic profiles. Thus, the immunophenotypic profile of 68

patients (67.32%) is that of a typical B-CLL :

CD19 ", CD20 "%, CD22 ", CD5 ¥, CD23 ', FMC7 ", CD79b ~/ ¥, sIg " '

Key words : Chronic lymphocytic leukemia , immunophenotypage ,

B cell lymphoproliferative syndromes .
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Glossaire

Agent orange :

L’agent orange est un herbicide utilisé pendant la Guerre du Vietnam et qui était responsable
de troubles nerveux. Ce gaz était préparé a base d'une substance chimique toxique, la dioxine
(Baumann et al.,2014).

Commutation isotypique (Switch) :

Par un réarrangement des geénes codant pour la chaine lourdes des Ig des cellules B, ce
phénoméne va permettre de changer le type d’immunoglobuline (Ig) produite en réponse a un
antigéne donné. Ces Ig seront ensuite produites par les plasmocytes, qui constituent le stade
ultime de la différenciation de la lignée cellulaire B (Owen et al., 2013).

Cellules stromales mésenchymateuse (MSC) :

L’ISCT (international society for cellular therapy) définit les CSM comme des cellules
multipotentes isolées a partir de nombreux tissus (Moelle osseuse, tissu adipeux, placenta,) et
qui associent trois critéres : (1) leur propriété d’adhérence au plastique ; (2) leur phénotype
spécifique ; (3) leur capacité a se différencier en 3 lignages : chondrocytes, ostéoblastes et
adipocytes. Les CSM pourraient jouer un role clé dans le développement tumoral

(Roux et al., 2011).

Cellules nurse like (NLC) :

Ces cellules correspondent a une contrepartie des macrophages associés aux tissus qui et sont
associés aux leucémies. Ces derniers, jouent un role central dans la LLC, car elles favorisent
la survie et la prolifération des cellules de la LLC (Burger et al., 2000).

Hypogammaglobulinémie :

L’hypogammaglobulinémie indique la diminution du taux de gammaglobulines (représentant
les immunoglobulines G et M) dépistée par I’¢électrophorese des protides du sang (Eichhorst
et al., 2015).

Hypermutation somatique :

Les hypermutations somatiques sont induites a la suite d’une stimulation antigénique, dans la
zone sombre des centres germinatifs des organes lymphoides secondaires, a un stade ou le
lymphocyte B est appelé centroblaste. Ces modifications sont essentiellement ciblées sur la
région variable des génes d’immunoglobuline des cellules B activées. Les mutations introduites
permettent la modulation, et donc dans certains cas 1’augmentation de I’affinité pour I’antigéne.
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A la suite de ce phénomeéne, les lymphocytes B appelés centrocytes, qui expriment a leur surface
des immunoglobulines de forte affinité pour I’antigéne, seront sélectionnés grace aux cellules
folliculaires dendritiques au sein de la zone claire des centres germinatifs. L’ AID (Activation-
Induced cytidine Deaminase»), une enzyme exclusivement exprimée dans les centres
germinatifs in vivo est responsable de ces hypermutations somatiques (Owen et al., 2013).

Les lymphomes :

Ce sont des néoplasies se développant a partir de cellules souches donnant les lignées B ou
NK/T. Deux grands groupes sont distingués : les lymphomes (ou maladies) de Hodgkin et les
lymphomes non hodgkiniens (Feller et al., 2004) (OMS., 2001).

Les hématologistes ont souhaité conservé cette distinction ancienne en raison des différences
existant entre ces deux groupes, dans leur présentation clinique, leur évolution, leur pronostic
et la stratégie thérapeutique a leur appliquer. (Diebold et al., 2008).

Ombre de gumprecht :

Les ombres de gumprecht, sont des anomalies correspondant a 1'éclatement des lymphocytes
lors de la réalisation des frottis sanguins. Les lymphocytes endommagés se présentent souvent
en cas de leucémie lymphoide chronique (Kipps et al., 2017).

Recombinaison VDJ :

Au cours de ce phénomeéne les génes codant pour les parties variables des Ig sont réarrangés.
Ces réarrangements ont lieu aux différents stades du développement des précurseurs B qui
permet de créer une grande diversité d’immunoglobuline nécessaires a la reconnaissance de
I’immense variété des antigénes étrangers. Cette recombinaison permettra 1’assemblage de deux
chaines lourdes Ig p et de deux chaines légére ce qui conduit a la formation de la forme
membranaire de I'immunoglobuline IgM exprimée a la surface des LB, le BCR (B-cell
receptor) (Owen et al., 2013).
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Introduction

Les lymphocytes B sont un constituant majeur du systéeme immunitaire. Cellules clefs de la
réponse immunitaire humorale, ils sont a 1’origine de la production des anticorps, molécules
d’immunoglobulines qui jouent un rdle essentiel dans la destruction et la neutralisation des
antigénes externes. Un défaut de fonctionnement ou de comportement de ces cellules peut étre

dévastateur (Abbas et al., 2014).

Les syndromes lymphoprolifératifs B correspondent a une prolifération maligne d’un clone
lymphocytaire B. On en dénombre une cinquantaine qui sont caractérisés par une grande
hétérogénéité aussi bien du point de vue clinique, pronostique, thérapeutique que du type de la

cellule maligne a I’origine de la maladie (Troussard et al., 2016).

La leucémie lymphoide chronique fait partie des SLP-B. Elle est la plus fréquente des
leucémies de 1’adulte en Europe Occidentale, et occupe en Algérie la troisieme place apres les
lymphomes. Cette hémopathie maligne est identifi¢e depuis le début du XX siécle et malgré
son caractere chronique souvent qualifi¢ d’indolent, I’évolution « variable et imprévisible » de
la maladie a longtemps été la régle au cours du suivi du patient (Ahmed Nacer, 2014 ; Kipps

et al.,2017).

Une distinction précise de la LLC a partir des SLP-B non LLC est importante en termes de
précision diagnostic, pronostic et traitement adéquat des patients. Cependant une
différenciation basée uniquement sur la cytomorphologie et les présentations cliniques peut étre
difficile. La méthodologie la plus fiable pour le diagnostic de la LLC est I’'immunophénotypage
par cytométrie en flux (IFC). Ce dernier est habituellement réalisé chez tous les patients atteints
de lymphocytose afin de confirmer le diagnostic de la LLC, suspectée par morphologie et

données cliniques (Tijana et al., 2014).

A ce jour, il n’y a pas de marqueur unique exprimé exclusivement par les cellules LLC,
mais un immunophénotype composite qui intégre de nombreux marqueurs de lymphocytes B

différents et aide a distinguer la LLC des autres néoplasmes a cellules B matures.

L’objectif de notre étude rétro-prospective est de déterminer la valeur de chaque antigéne
leucocytaire membranaire dans le diagnostic différentiel de la leucémie lymphoide chronique
des autres SLP-B et de définir le profil immunophénotypique de la leucémie lymphoide
chronique chez 101 patients, recrutés au sein du CHU ISSAAD Hassani Beni Messous, afin de

poser un diagnostic précis et orienter 1’approche thérapeutique
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I.  Généralités
I.1 Développement des lymphocytes B

Le role du systétme immunitaire est de répondre a la diversité des antigénes (Ag) d’ou le
besoin de produire de la diversité. Les lymphocytes B sont un constituant majeur du
systéme immunitaire. Cellules clefs de la réponse immunitaire humorale, elles produisent les
anticorps, molécules d’immunoglobulines réparties en cinq classes chez ’Homme (IgA, IgD,

IgE, IgG, IgM).

Chaque lymphocyte est caractérisé par I’expression d’un seul récepteur de reconnaissance de
I’antigéne, lui conférant une spécificité unique. Ils sont générés a partir des cellules souches
hématopoiétique (CSH) par un processus de différenciation complexe. Avant la naissance, le
sac vitellin, le foie feetal et la moelle osseuse sont les sites principaux de la différenciation des
lymphocytes B. Apres la naissance, les CSH sont nichées dans la moelle osseuse ou elles

poursuivent tout au long de la vie I’hématopoiese (Abbas et al., 2014).

L’ontogenése des LB peut étre subdiviser en deux phases :

1. Phase indépendante des antigénes

La lymphopoiese B débute dans la moelle osseuse (MO) a partir des précurseurs de cellules
souches hématopoiétiques. C’est dans ce site qu’ils acquiérent les antigénes de différenciation
(CD) signant leur engagement dans la lignée B. A ce stade, le lymphocyte Pro-B réalise une
recombinaison de ses génes VDJ (geénes des immunoglobulines) pour aboutir a la synthése du
récepteur B (BCR) et donc la génération des lymphocytes B (LB) immatures naifs. Ces derniers,
quittent la MO et passent par un stade B transitionnel ou elles subissent une étape de sélection
négative visant a ¢liminer les cellules exprimant un BCR potentiellement auto-réactif (Abbas

et al.,2014).

Les LB qui survivent a la sélection périphérique et deviennent matures, migrent vers les organes
lymphoides secondaires, lieux de rencontre de 1’antigene ou elles se différencient soit en
lymphocytes B folliculaires conventionnels impliqués dans les réponses humorales dépendantes
des lymphocytes T soit en lymphocytes B de la zone marginale qui sont impliqués dans les

réponses humorales thymo-indépendantes (Annexe I , Figure 1) (Owen et al., 2013).
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2. Phase dépendante des antigenes

Les LB folliculaires représentent 80% des cellules B de la rate et possédent la capacité de
coloniser les ganglions lymphatiques. Aprés activation par leur rencontre avec 1’antigéne, ils
peuvent, soit se différencier rapidement en plasmocytes a IgM a courte durée de vie, soit

pénétrer dans le centre germinatif (CG) des follicules lymphoides (Alberts, 2017).

A ce stade, les cellules B entrent dans la zone sombre du CG ou en tant que centroblastes, et
subissent des hypermutations somatiques (HMS) qui ont lieu sur les segments variables des
chaines légeres (IGLV) et lourdes (IGHV) des récepteurs B (Annexe I, Figure 2). Ce
mécanisme permet la production des Immunoglobulines (Ig) a haute affinité et les récepteurs
des LB descendants appelés centrocytes, acquicrent de nouvelles propriétés. Par conséquent,
les cellules avec les récepteurs qui ont une affinité accrue a I’antigéne sont sélectionnés et

peuvent subir une commutation isotypique au niveau de la zone claire du CG,

alors que les centrocytes avec des récepteurs d’une faible affinité ou qui lient les auto-antigenes

sont éliminés (Figure 1) ( Kelsoe., 1994 ; Chiorazzi et al., 2005).
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Figure 1 : Activation des Lymphocyte B dans le centre germinatif des ganglions lymphatiques.
(Owen et al., 2013)

Cette voie de stimulation et de sélection nécessite généralement la coopération avec les LT et
se produit dans les centres germinatifs. Cependant, le processus peut se dérouler sans cellules
T et a l'extérieur des centres germinatifs, dans les zones marginales autour des follicules
lymphoides (Toellner et al., 2002). Les deux processus conduisent a la différenciation des LB

en cellules B mémoires ou en plasmocytes (Victora et Nussenzweig, 2012).
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1.2 Les syndromes lymphoprolifératifs B

Les syndromes lymphoprolifératifs B (SLP-B) correspondent a la prolifération maligne d’un
clone lymphocytaire B, en général initialement au sein d’un territoire lymphoide (ganglions,
rate...) pouvant disséminer secondairement (moelle osseuse, sang...). Ils représentent un
groupe relativement hétérogene d'hémopathies malignes tant par la nature de la cellule maligne
et 'origine des différentes entités qui le composent que par les stratégies thérapeutiques

spécifiques ou leur pronostic tres variable (Diebold et al, 2008) .

I.3 La classification

La classification de I’organisation mondiale de la santé (OMS) décrit un peu plus de quarante
entités de néoplasmes B définies par la combinaison de toutes les informations disponibles
incluant les données cliniques, morphologiques, immunophénotypiques et cytogénétiques

(Swerdlow et al., 2016) (Annexe I, Tableau I et II). Les SLP-B matures représente
majoritairement des lymphomes non hodgkiniens qui peuvent étre classés soit en lymphomes
de type précurseurs B soit en lymphomes périphériques a cellules B matures qui sont les plus
fréquents dans les pays occidentaux (85% des lymphomes). On distingue les lymphomes de bas
grade (ou indolents) appelés « a petites cellules » des lymphomes de haut grade (ou agressifs)

classiquement appelés « a grande cellules » (Gisselbrecht, 2008).

1.4 Lymphomagenése B

Chaque lymphome B a une origine qui peut-&tre précisément localisée a un stade de
différenciation B. Ces derniers, sont fréquemment caractérisés par des translocations
chromosomiques. Dans la moelle osseuse, la recombinaison des génes VDJ des Ig est sous la
dépendance de plusieurs enzymes : recombinases RAG1 et RAG2 qui coupent I’ADN double
brin et I’ADN ligase qui relient les brins. Cette étape de cassures de I’ADN est tres propice a
I’apparition des translocations ( Lenz et Staudt, 2010 ; Nogai et al , 2011). En revanche, le
centre germinatif reste la source la plus probable de ces altérations, car I’hypermutation
somatique et la commutation isotypique des Ig entrainent des modifications de I’ADN qui
peuvent s’avérer pathologiques et qui peuvent donner naissance a des cellules B
lymphomateuses (Figure 2).

Ces translocations chromosomiques impliquent un des loci des génes des Ig et un proto-
oncogene ce qui entrainent une dérégulation ainsi qu’une activation constitutive de I’oncogéne.

Le microenvironnement autour des cellules lymphomateuses joue un role important et contribue
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a leur survie et leur prolifération via I’activation de leur BCR par la présentation de I’antigéne
(Kiippers, 2005). Enfin, pour chaque type de lymphome ou presque, des mécanismes

particuliers d'oncogenése sont décrits (Dali et al., 2015 ; Troussard et Caen, 2016).
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Figure 2 : Origine des différents lymphomes B les plus connus. (Jaffe et al., 2008)

1.5 Les leucémies :

Les leucémies sont des maladies qui surviennent dans la moelle osseuse et qui se caractérisent
par ’accumulation de leucocytes dans la moelle osseuse, le sang, et parfois d’autres organes.
Selon I’OMS, la leucémie est cliniquement et pathologiquement scindée selon la rapidité de sa
progression en deux ; les leucémies aigu€s (LA) et les leucémies chroniques (LC).

Ces derniers sont eux méme classés en sous-groupes en fonction de l'origine des cellules
tumorales : cellules lymphoides (leucémie aiglie lymphoide (LAL) et leucémie lymphoide
chronique (LLC)) et my¢loides (leucémie aigué myéloblastique (LAM) et leucémie myéloide
chronique (LMC)). Les leucémies aigués évoluent trés rapidement (quelques mois) et se
caractérisent par une accumulation de leucocytes immatures a haut potentiel prolifératif bloqués
a un stade de la différenciation. Les leucémies chroniques évoluent plus lentement (plusieurs

années) (Swerdlow, 2016).
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II. Leucémie lymphoide chronique

La leucémie lymphoide chronique est définie par ’OMS comme un SLP appartenant au groupe
des néoplasies B matures. Cette derniere, se caractérise par une prolifération clonale et une
accumulation des lymphocytes B mature > 5 G/l dans le sang, la moelle osseuse et d'autres
tissus lymphoides secondaires. Dans 5% des cas il peut s’agir de lymphocytes T. (Swerdlow,
2008). La LLC est une maladie biologiquement et cliniquement trés hétérogéne ou certains
patients ne nécessitent jamais de traitement. D’autres, présentent une évolution agressive avec

une mauvaise réponse a la thérapie conduisant a la mort en quelques mois. (Kipps et al., 2017)

II.1 Epidémiologie
Les données épidémiologiques placent SLP-B matures en tant que probléme de santé global
substantiel. Dans le monde occidental, les lymphomes représentent 3 a 4% de toutes les tumeurs
malignes (Roman et Smith, 2011).
La LLC est la forme la plus courante de leucémie dans les pays occidentaux ; mais moins
fréquente chez les personnes d'origine asiatique ou africaine. Elle est presque deux fois plus
fréquente chez les hommes que chez les femmes (Wendtner et al., 2012).
L’incidence mondiale de la LLC est estimée entre <1 et 5,5 pour 100 000 personnes. La LLC
est principalement une maladie des personnes agées et sa prévalence augmente
considérablement avec I'age (Redaelli et al., 2004).
En Algérie, L'incidence annuel de la LLC moyenne est estimée a 0,66 / 100.000 habitants. Cette
faible incidence par rapport aux autres pays est expliquée par le jeune age de la population et le
diagnostic tardif. La répartition géographique des patients en fonction de leur lieu de résidence,
montre que la majorité d'entre eux viennent du nord du pays en particulier le centre (0,80 /

100.000 habitants) et I'age moyen au diagnostic est de 67,5 (Dali et al., 2015).

II.2  Etiologie

L'étiologie de la LLC reste non parfaitement connue. Le facteur de risque le plus évident est
'age mais il existe de fortes preuves qu'une prédisposition génétique semble étre pertinente
dans la pathogenése de la maladie (Goldin et al., 2004). En ce qui concerne les facteurs
environnementaux, la relation reste plutot faible méme si certaines associations aux pesticides,
aux champs magnétiques, a 1'élevage des animaux, aux virus et a I’exposition prolongée aux
benzenes ont été trouvées. Récemment, 1'exposition a I'agent Orange a ét¢ reconnu comme étant

un facteur de risque pour la LLC (Baumann et al., 2014).
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II.3  Aspects physiopathologiques de la leucémie lymphoide chronique

I1.3.1  Origine des cellules leucémiques LL.C

Il a été démontré que la région variable de la chaine lourde (IGHV) des BCR stratifie les patients
atteints de LLC en deux sous-ensembles distincts qui présentent des résultats cliniques
significativement différents. Ces sous-types se distinguent par le fait que les cellules LLC
expriment les génes de la région IGHV mutés ou non mutés, reflétant le stade de différenciation

des LB normales dont elles sont issues (Fabbri et Dalla-Favera, 2016).

Les cellules LLC qui expriment IGHV non muté (IGHV-UM) proviennent d'une cellule B qui
n'a pas subi de différenciation dans les centres germinatifs et qui peut dériver d’une cellule B
naive ou a partir d’une lignée séparée des précurseurs LB (Hamblin et al., 1999) (Figure 3).
Les cellules LLC avec IGHV muté (IGHV-M) proviennent d'une LB post-germinale exprimant
une Ig de surface qui a subi une HMS et dans certains cas, également une commutation
isotypique. Ces derniers sont transcriptionnellement similaires aux cellules B mémoire (Damle
et al., 1999). D’autres, expriment des Ig avec des mutations somatiques modestes, ces derniers
pourraient dériver d’une LB qui a eu des HMS limitées, probablement d’un besoin limité de

diversification et de sélection somatique (Tobin et al., 2002) (Figure 3).

Le sous-type IGHV-M semble étre associé a un bon pronostic tandis que IGHV-UM est associé
a un mauvais pronostic. Probablement en raison de différences de 1ésions génétiques, de degré

d'évolution clonale et bien d’autres mécanismes (Hamblin et al., 1999).
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Figure 3 : Les origines cellulaires des cellules leucémiques LLC
(Kipps et al., 2017)
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11.3.2

Facteurs génétiques

Les altérations génomiques constituent la base des transformations leucémiques et

I'évolution clinique variable de la LLC est déterminée, au moins d’une partie, par

l'immunogénétique et I’hétérogénéité moléculaire de la maladie (Hojjat-Farsangi et al., 2014).

Ces altérations peuvent inclure des altérations chromosomiques, des mutations somatiques, des

modifications de 1'expression des miARN et des modifications épigénétiques (Dohner et al.,

2000) (Annexe I, Figure 3).

a. Altérations chromosomiques :

Environ 80% des patients atteints de LLC subissent au moins 1'une des quatre altérations

chromosomiques courantes (Kipps et al., 2017), regroupées dans le tableau .

Tableau I : Les altérations chromosomiques les plus rencontrés chez les patients avec LLC. (Original)

Altérations

chromosomiques

Délétion 13q14

Délétion

11q22-23

Délétion 17p13

Trisomie 12 (une

copy additionnel

du chr12)

Patients

affectés

50-60%

20%

7%

16%

Statut
mutationnel
associé

IGHV-M

IGHV-UM

IGHV-UM

Indépendante
du status

mutationnel

Pronostic

Favorable

Défavorable

Tres défavorable

Intermédiaire,
Avec une
incidence plus
¢élevée de
tumeurs

secondaires

Genes contenus dans la région
délétére et qui sont affectés
Mir15a, mirl6a

qui  régulent

I’expression des protéines inhibant
I’apoptose ou celles impliqués dans la

progression du cycle cellulaire.

Le geéne ATM
réparation de I’ADN

impliqué dans la

Le géne suppresseur de tumeurs P53

impliqué dans 1’induction de I’apoptose
et I’arrét du cycle cellulaire
Non résolu, par contre l’oncogéne
MDM?2 qui se trouve dans la méme
région que la copie additionnelle,
semble é&tre hyperexprimé chez les

patients avec LLC.

Réfs

(Klein et
al., 2010)

(Stankovic
et al.,
2014)
(Landau et
al., 2015)

(Strati et
al., 2015)
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b. Mutations somatiques

Plusieurs études ont identifi¢ des mutations somatiques récurrentes régulierement observées
dans des voies de signalisation importantes impliqués dans la réparation de I'ADN et cycle
cellulaire, I’épissage de ’ARNm, la modification de la chromatine, les voies de signalisation
WNT et NOTCH et bien d’autres voies (Wang et al., 2011 ; Damm et al., 2014). Ces
anomalies peuvent également €tre associées avec les anomalies chromosomiques (Guiéze et

al.,2015) (Annexe I, Figure 4).

¢. Les altérations miARNs

La LLC a été la premicre maladie humaine associ¢ée a des altérations du miARN. Le
déréglement extensif de I'expression du miARN dans la LLC peut contribuer a sa pathogenése,
(Bottoni et A Calin, 2013). De nombreux miARN avec une signature distincte ont été identifiés
(Annexe I, Tableau II). Comme un exemple, mir-15a et mir-16 sont supprimés ou altérés chez
environ 60% des patients atteints de LLC, les deux ciblent BCL2 et MCL1, qui codent pour des
protéines anti-apoptotiques (Aqeilan et al ., 2010 ; Palacios et al., 2015).

d. Les changements épigénétiques

L'épigénome LLC montre une hypométhylation globale associée a une hyperméthylation locale
(Cabhill et al., 2013). Une hétérogénéité de méthylation intra-tumorale substantielle associée a
une complexité génétique accrue a pu étre mise en évidence (Puente et al., 2015) (Annexe I,
Figure 4). Comme ces profils de méthylation sont un trait héritable, ils ont été utilisés pour
retracer le type de cellule B normale a partir de laquelle les cellules LLC ont été dérivées.
D’ailleurs, les cellules LLC qui utilisent 'TGHV-UM par rapport a 'TGHV-M ont généralement
des motifs de méthylation distincts, qui se rapprochent respectivement de ceux des cellules B

naives et de mémoire, leurs cellules putatives d’origine (Oakes et al., 2016).
I1.3.3 Facteurs moléculaires et immunologiques

1. Lymphocytose B monoclonale (MBL)

La MBL est considérée comme un état pré-leucémique essentiel de la LLC représentant une
prolifération clonale des cellules B avec une absence de symptomes liés a la maladie (Marti
et al.,2007). L ’évolution de la MBL est probablement a la suite de 1'accumulation progressive

de 1ésions génétiques et de facteurs environnementaux (Rawstron et al., 2008). Les analyses
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cytométriques en flux et moléculaires des patients atteints de LLC ont démontré que presque
tous les cas de LLC sont précédés de MBL, détectables jusqu'a 6 ans avant le moment du

diagnostic de la LLC (Landgren et al., 2009).

La plupart des clones MBL présentent un génotype similaire a celle de la LLC du méme
groupe de I'IGHV. Cependant, la charge des lésions génétiques conductrices (drivers) est
significativement plus faible dans MBL que dans la LL.C pour les cas IGHV-M, ce qui suggere
que la MBL peut représenter un état précurseur pré-maligne précoce de la LL.C (Landau et al.,

2013) .

2. Evolution clonale

La LLC a été considérée comme provenant de cellules B matures différenciées. Cependant,
plusieurs sources de preuves suggerent que les premicres altérations génétiques aboutissant a
la LLC pourraient se produire dans les CSH pluripotentes. Ces derniers peuvent présenter un
devenir cellulaire biais¢ vers la lignée des cellules B et une stimulation antigénique ultérieure
peut conduire a la sélection et a l'expansion de cellules B matures, avec la génération de

populations oligoclonales (Kikushige et al., 2011) (Figure 4).

La complexité de l'architecture clonale de la LLC et la preuve de principe que génétiquement
divers sous-clones, non détectables par des méthodes conventionnelles, peuvent étre mélangés
avec le clone leucémique dominant ont été révélés par des études génomiques récentes (Landau
et al., 2013).En effet, des mutations sous-clonales de TP53 ont été¢ détectées chez 9% des
patients non traités. Ces patients ont présenté le méme phénotype clinique avec une faible survie
que ceux ayant des 1ésions clonales de TP53. Au cours du temps, de petits sous-clones mutants
en TP53 détectés avant l'initiation du traitement sont devenus la population prédominante et ont
anticipé le développement de LLC chimio-réfractaire chez les patients nécessitant un traitement

(Rossi et al., 2014 ; Ferrando et al ., 2017).

En conclusion, la LLC n'est pas une maladie statique, elle a une architecture clonale qui
change au fil du temps, influencée par les pressions de sélection. Des mutations sous-clonales
dans la LLC peuvent étre présentes au moment du diagnostic, mais seulement devenir évidentes
au fil du temps. Ces derniers, peuvent contribuer aux variations observées dans le rythme de la

maladie et la réponse a la thérapie.

10
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Figure 4 : Origine et Evolution clonale de 1la LLC. (Fabbri et Dalla-Favera , 2016)

3. Récepteur des cellules B (BCR) dans la LLC

Un BCR fonctionnel est nécessaire pour la survie des cellules B matures et est maintenu dans
la LLC. Il semble que des recombinaisons particulieres de la région variable des chaines lourdes
et 1égeres soient favorisées chez différents patients atteints de LLC. Ceux-ci sont appelés «
stéréotypés » et sont définis par une haute homologie de la région CDR3 (Messmer et al.,
2004). Le degré de similitude varie selon les groupes de patients. Dans certains cas, il existe
des caractéristiques communes dans la partie du site de liaison apportées par la chaine lourde
H ou chaque gene VH présente des modeles spéciaux de mutations et des combinaisons
préférentielles avec un segment DH ou JH particulier. Dans d'autres groupes de cas, la similarité
structurelle implique 1'ensemble du site de liaison (VH, VL) (Fais et al., 1998; Stevenson et
al.,2004).

a. Antigenes

Les résultats précédents suggerent qu'un ensemble limité d'antigénes favorise la division des
cellules leucémiques, augmentant ainsi la probabilité de mutations dangereuses de ' ADN. Cette
hypothése est soutenue par la constatation qu’environ 30% des patients ont des BCR similaires
et dans 1% les immunoglobulines sont presque identiques (Widhopf et al., 2004).

Plusieurs antigenes ont été suggérés pour conduire le processus malin, exogenes ainsi que

des auto-antigenes (Myhrinder et al., 2008) (Annexe I, Tableau IV).

11
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b. Signalisation autonome

Il existe de plus en plus de preuves impliquant une signalisation indépendante de 1'antigeéne
induite par le BCR dans la LLC. Environ 50% des patients atteints de LLC expriment de tels
épitopes auto-reconnaissants qui provoquent un signal tonique, constitutif et autonome du BCR
(Diihren-von Minden et al., 2012). Ainsi, I’absence de mutations activatrices dans les génes
du BCR suggere que la signalisation autonome et les antigénes externes contribuent a la

stimulation du récepteur (Ten et Burger, 2014).

4. Stimulation antigénique des BCR :

Cette exposition aux antigénes ou auto-antigenes est plus susceptible de se produire dans les
tissus lymphoides apres extravasation et migration, grace a des processus médiés par des
molécules d'adhésion et des gradients de chimiokines (Burger, 2010).

La division cellulaire se produit dans des agglomérats plus laches connus sous le nom de centres
de prolifération (CP), ou des interactions avec l'antigene et d'autres éléments
microenvironnementaux coalescent vraisemblablement pour favoriser la survie et la

prolifération (Burger et al., 2009).

5. La transduction du signal par BCR :

La liaison de I’antigene a IgM de surface des LB conduit a l'activation des motifs d’activation
ITAM dans les queues de CD79a et CD79b par les kinases de la famille SRC, y compris LYN,
FYN et BLKS. La tyrosine kinase SYK est ensuite recrutée dans les ITAM phosphorylées par
voie duale, ce qui entraine l'activation de SYK par les kinases de la famille SRC. SKY recrute
BLNK qui propage le signal aux composants de signalisation ; BTK et PLCy2 menant a la
mobilisation du calcium et a l'activation de plusieurs voies de signalisations en aval y compris ;
la voie MAPK, PI3k/AKT et la voie NFkB. Ces événements conduisent a leur tour a I'activation
des facteurs de transcription et a des changements dans l'expression des geénes favorisant la
survie, la prolifération et la différenciation (Packham et al., 2014 ; Young et Staudt, 2013)
(Figure 5). La signalisation BCR basale accrue est une stratégie du syst¢tme immunitaire pour
le silencing des cellules B auto-réactives. Ce mécanisme de tolérance est appelé 1’anergie

(Gauld et al., 2005).

12
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Figure 5 : Les voies moléculaires impliqués dans la pathogenése de la LLC. (Rossi et al., 2013)

6. Réponse de la signalisation BCR dans la LLC

La LLC est hétérogene et le résultat de la signalisation BCR varie d’une activation positive des
LB a l’anergie. L'équilibre entre ces deux mécanismes déterminera le comportement de la
tumeur. Cette distinction est susceptible d'expliquer les différences de pronostiques liées aux
statuts mutationnels ou les marqueurs de I'anergie sont plus importants dans IGHV muté, en
revanche, les marqueurs de la signalisation positive sont associés aux genes IGHV-UM non

mutés (Getahun et al., 2016 ; Packham et al., 2014) (Annexe I, Figure 5 et 6).
6. 1 Cellules LLC anergiques

La réponse BCR prédominante dans LLC semble étre 'anergie ce qui pourrait expliquer la
nature chronique de la LLC. Le niveau de la signalisation basale est plus élevé dans les cellules
LLC que dans les cellules normales (Muggen et al., 2015). Ces derniers, expriment également
des signes de changements constitutifs dans les molécules de signalisation compatibles avec
'anergie. Ils semblent généralement €tre peu réactives a la stimulation quel que soit le niveau
d'expression de IgMs et de IgDs (Apollonio et al., 2013).

Les caractéristiques de 1'anergie sont plus évidentes dans les cas de génes IGHV mutés
ol I’expression de 1‘IgM est particulierement faible et le signal généré en aval du BCR est plut6t

faible. En revanche, les cas portant des génes IGHV non mutés ont une expression d’IgM plus

13
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élevée conduisant a une activation intracellulaire robuste (Mockridge et al., 2007) .

Méme si la plupart des cellules anergiques semblent surexprimer le BIM (pro-apoptotique) elles
sont protégées de la mort. Ceci est probablement due a l'expression de la protéine MCL1
(induisant la survie) et a la surexpression du BCL-2 dont la fonction principale est de neutraliser
le BIM. Une expression déséquilibrée des molécules pro et anti-apoptotiques contribue a une
survie prolongée des cellules LLC anergiques. Bien que l'anergie puisse paraitre moins
dangereuse que la prolifération, il faut garder a I'esprit que cet état est réversible et ne peut donc

étre considéré comme inoffensif (Packham et al., 2014).

6.2 Cellules LLC prolifératives

Méme si 'anergie peut €tre la réponse prédominante dans LLC, il y a une fraction proliférative
chez tous les patients. Il a été démontré que la signalisation BCR est la principale voie de
régulation activée dans les cellules LL.C au niveau des ganglions lymphatiques. Ainsi, les voies
associées a la BCR dans les cellules LLC montrent une activation accrue qui est plus élevée
dans les cas avec des geénes IGHV-UM par rapport aux IGHV-M dont l'activation est plus
hétérogene. Une étude a noté une diminution de la positivité de Ki67 (un marqueur de
prolifération) avec une activité réduite des voies BTK, PLCy, ERK et AKT, ce qui souligne
I'importance du controle de la prolifération cellulaire par la signalisation BCR dans la LLC

(Herishanu et al., 2011 ; Cheng et al., 2014).

7. Le microenvironnement de la LL.C

Les cellules LLC recirculent entre le sang périphérique et les organes LS, ou elles proliferent
dans des centres de prolifération. Les CP, sont des signes histopathologiques caractéristiques
de la LLC et existent dans la moelle osseuse et les ganglions lymphatiques. Par opposition aux
centres germinatifs, dans ces centres de prolifération, les cellules LLC entrent en contact avec
des cellules stromales mésenchymateuse (MSC), des cellules nurse like (NLC), ainsi que des

cellules T (Ten et Burger ,2014) (Figure 6).

Le lien entre les cellules LLC et les cellules stromales ou NLC est régulé par des chimiokines,
des récepteurs des chimiokines, des kinases et les molécules d'adhésion exprimées par les
cellules LLC ou les cellules constituant le microenvironnement. Ce crosstalk est initiée par
différents récepteurs apres liaison a leurs ligands respectifs, par ex ; récepteurs de chimiokines,

BCR, CD38, CD40 et TLR. Ces interactions entre les récepteurs et le microclimat de la LLC
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conduisent a un certain nombre d'événements régulant le cycle cellulaire, l'apoptose, la

prolifération et la migration des cellules leucémiques (Friedberg, 2011).

Un engagement avec des auto-antigenes peut se produire pendant ce transit, stimulant ainsi
l'activation et la prolifération des cellules CLL si suffisamment d'aide par les LT est disponible.
Cela fournit une niche favorable pour les cellules LLC , entrainant une résistance aux

médicaments et la persistance de la maladie (Ramsay et Rodriguez-Justo, 2013).
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Figure 6 : Le microenvironnement des cellules LLC. (Kipps et al., 2017)

L'exposition a I'antigene dans les centres prolifératifs diminue I'expression de I’IgM, mais pas
IgD (une caractéristique connue de 1'énergie), et ceci avec des chimiokines locales, module
d'autres récepteurs tels que CXCR4, menant a la sortie des cellules LLC dans le sang. En
I'absence de stimulation, il y a une récupération de l'expression a la fois de I'IgM et CXCR4
qui initient les cellules pour la réentrée dans les tissus et leur re-stimulation par les antigénes

dans d'autres cycles (Mockridge et al., 2007 ; Packham et al., 2014) (Figure 7).
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Figure 7 : Un modele pour la recirculation de la LL.C, la modulation des récepteurs et les
inhibiteurs utilisés dans la thérapie qui implique ce modele. (Packham et al., 2014)
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III. La prise en charge de la LL.C
III.1 Le diagnostic
1. Clinique

Le plus souvent, les patients atteints de LL.C sont asymptomatiques au moment du diagnostic,
en revanche une minorité a des symptomes li€s a la maladie. Les symptomes habituels de la
LLC comprennent la fatigue involontaire une perte de poids, des sueurs nocturnes excessives,
une fréquence accrue d'infections, qui pourraient étre associées a une hypogammaglobulinémie.
Certains, peuvent présenter des symptomes d'une cytopénie auto-immune. D’autres, peuvent
également avoir développer des adénopathies, une hépatomégalie et une splénomégalie. Les
ganglions lymphatiques agrandis peuvent étre facilement palpables sur trois sites a I'examen

physique : les régions cervicale, axillaire et inguino-fémorale (Eichhorst et al., 2015).

Sur 1’hémogramme, un nombre de lymphocytes B supérieure & 5 x 10°/L est détecté. Cette

hyperlymphocytose est indispensable au diagnostic (Hallek et al., 2008).

2. Cytologique

L'examen attentif du frottis sanguin revét une importance vitale et permet de différencié entre
une LLC typique et des LLC atypiques (variantes de LLC). La LLC typique est caractérisé par
de petits lymphocytes matures, d'aspect normal, & chromatine dense, sans nucléole et au
cytoplasme trés réduit. La LLC atypique peut étre prolymphocytaire (proL) définie par la
présence d’un contingent plus au moins important de lymphocytes de grande taille, avec
cytoplasme plus abondant, chromatine lache et nucléolé. Comme elle peut étre une LLC mixte
caractérisée par la présence de petits et de grands lymphocytes associés a des proL. Un
contingent de proL supérieur a 55 % définit la leucémie a prolymphocytes (LPL) (Xavier

Troussard et al., 2013) (Annexe I, Figure 7).

La présence d’ombres de grumprecht est variable dans les 3 cas. Elle est prédominante dans la
LLC typique. Outre que le diagnostic, le frottis sanguin peut permettre également d'évoquer
certains diagnostics différentiels, notamment devant les aspects cytologiques atypiques

(Fissore-Magdelein et al., 2009) (Annexe I, Figure 8).
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3. Immunophénotypage de la LL.C

Lors de la suspicion d’une LLC ou autres SLP-B sur des arguments cliniques et sur une
hyperlymphocytose persistante complétée par la découverte de lymphocytes anormaux sur le
frottis sanguin, I’immunophénotypage lymphocytaire par la cytométrie en flux apporte des
arguments pour affirmer la présence d’un clone malin lymphocytaire circulant dans un délai
court. Ce dernier, peut-étre réalisée sur une biopsie ganglionnaire, sur moelle osseuse ou sur
sang périphérique pour les formes leucémisées comme dans le cas de la LLC (Benattar et

Flandrin, 2003).
» Panel lymphocytaire B

Toute cellule hématopoiétique néoplasique exprime des clusters de différenciation (CD) qui
sont des antigénes de surface membranaire et des marqueurs intracytoplasmiques. Ces
marqueurs sont la signature d’une lignée normale ou d’un stade de maturation
spécifique. L’analyse immunophénotypique des cellules hématolymphoides se base sur ce
principe afin de définir la nature de la néoplasie et d’établir un diagnostic. Pour cela, différents
types d’anticorps sont utilisés pour disséquer le phénotype des cellules hématolymphoides

malignes (Le Garff-Tavernier et al., 2013).

L’analyse des LB par CMF est réalisée en plusieurs étapes afin d’obtenir une démarche
pertinente et de limiter le colt de ’analyse. La construction du panel d’anticorps de marquage
est donc une étape clé de I’analyse. Tout commence par I’identification de la population
lymphocytaire B, puis en fonction du stade de maturation, I’affirmation de la clonalité de la
population B, et enfin 'utilisation de marqueurs particuliers qui permet 1’orientation vers un

sous-groupe précis de lymphomes (Bene et al., 2011).

» Identification de la population lymphocytaire B

Le CD20 est la premicre molécule historiquement décrite et utilisée dans la caractérisation des
lymphocytes B, cependant, son expression est plus restrictive que celle du CD19. En effet, le
CD19 est présent tout au long de la maturation du LB et met en évidence les lymphocytes B
immatures. Pour cela, son utilisation reste la plus courante pour fenétrer la population
lymphocytaire B. Malheureusement, certaines hémopathies B expriment faiblement le CD20
ou le CD19, ce qui rend difficile leur identification d’appartenance de lignée et nécessite la

présence d’autres marqueurs de malignité pour aboutir au diagnostic (De Tute, 2011).
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» Stade de maturation du lymphocyte B

L’utilisation de différents marqueurs de maturation permet de déterminer le stade de maturation
du clone pathologique. Le plus important est le CD10. Le CD10 est exprimé par les cellules B

immatures. Les cellules B matures ont une faible expression du CD10 (Craig, 2007).
» Clonalité de la population B

Physiologiquement deux tiers des lymphocytes B présentent une immunoglobuline de surface
composée d’une chaine légere Kappa et un tiers d’une chaine 1égére Lambda. Ce ratio «/A est
constant. Contrairement aux populations de lymphocytes B normales ou réactionnelles, les
clones de SLP-B y compris LLC sont caractérisés par une restriction isotypique (Kappa ou
Lambda). Ce phénomene traduit la notion de clonalité et on parle de déséquilibre du ratio k /A
lorsque celui-ci est supérieur a 3 ou inférieur a 0.3. On peut également observer une absence

totale d’expression d’immunoglobuline membranaire (Craig et Foon, 2008).

» Marqueurs aberrants de la population clonale

Apres avoir fenétré correctement la population clonale d’intérét, la recherche d’expression des
différents antigenes pathologiques permet de caractériser le clone et d’orienter dans la
classification des hémopathies lymphoides. Le clone pathologique se distingue des cellules B
normales par I’absence de marqueurs physiologiques des lymphocytes B ou par 1I’expression de
marqueurs aberrants, par exemple, les CD5 et CD23 dans la leucémie lymphoide chronique, ou
encore les CD103, CD25, CD11c¢ dans la leucémie a tricholeucocytes. (Wood et al., 2007). Les
marqueurs d’intérét dans le diagnostic et le suivi des SLP-B sont récapitulés dans Annexe I,

Tableau V.

A. Cas de la leucémie lymphoide chronique :

La LLC fait partie des SLPC B les mieux définis phénotypiquement et dont les cellules sont
facilement accessibles dans le sang périphérique. Suspecté sur I’hémogramme, le diagnostic de
LLC est confirmé par une étude immunophénotypique qui permet de calculer un score ; score
Royal Marsden Hospital appelé couramment le score de Matutes, de 0 a 5 selon I'expression ou
non de divers antigénes. Un score supérieur ou €gal a 4 affirme le diagnostic de LLC et élimine
les autres causes d'hyper- lymphocytose. Les cas de LLC avec un score a 3 points sont soit des

LLC avec un profil immunologique atypique, soit un autre SLP-B. Ils nécessitent donc des
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investigations complémentaires comme 1’ajout de nouveaux marqueurs comme le CD200, des

études cytogénétiques et anatomopathologiques (Moreau et al., 1997) .

Tableau II : Systeme de score du Royal Marsden Hospital (score de Matutes)
(Aurrant et al., 2013)

Cotation 1. 0.
CDS + —
CD23 + -
Expression slg monotypique Faible forte
FMC7 - +
Expression de CD79b Faible forte

B. Cas d’autres syndromes lymphoprolifératifs B :

Un score de Matutes inferieur a trois exclut une LLC et correspond a un autre SLP-B. Pour
cela, Un nombre significatif de marqueurs est utilisé pour une caractérisation complete des
syndromes lymphoprolifératifs. Une vingtaine d’anticorps sont requis pour la caractérisation de
toutes néoplasies confondus. De plus, de nouveaux marqueurs de surface ou intracellulaires se
rajoutent continuellement dans de nouvelles publications dans un but diagnostic ou pronostic.
(Le Garff-Tavernier et al., 2013). Ces derniers ont été classés en quatre catégories selon

I’expression de CD5 et CD10 (Annexe I, Tableau VI).

Aucun profil n’est spécifique d’un lymphome en particulier cependant la combinaison de
ces antigenes peut permettre d’orienter le diagnostic. Il s’agit le plus souvent d’utiliser des
panels d’anticorps qui permettent d’affirmer ou d’infirmer une hypotheése diagnostique

formulée (Tableau IV).

L’analyse morphologique de la population lymphocytaire reste indispensable et doit étre
simultanée a la réalisation de I'immunophénotypage. Cette étude morphologique doit étre
réalisée par un cytologiste expérimenté, car elle peut également orienter le panel d’anticorps du
fait de la présence de cellules caractéristiques comme les tricholeucocytes. L’interprétation
conjointe de la cytologie et de I'immunophénotypage est indispensable, car elle permet de
détecter les résultats faussement négatifs obtenus en CMF causés par un fenétrage incorrect des

données cytométriques (Craig et Foon, 2008).
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En conclusion, I’'immunophénotypage de la population lymphoide B doit prendre en compte
wles informations cytologiques, les renseignements cliniques fournis par le prescripteur, les
données génétiques, les résultats d’immunohistochimie pour aboutir a une analyse optimale des

lymphocytes B et la classification de I’hémopathie. (Bene et al., 2011)

Tableau III. Caractéristiques phénotypiques des syndromes lymphoprolifératifs chroniques B
(Craig et al., 2008)

I [ |

CcD19 + + + + + + + +
CD5 + +- + = -+ = o P B
+ - - -+ - - -1+ -
slg Faible ou - 4 ++ ++ ++ et 4+ Faible da
moyenna
FMC7 Faible ou - + + + ++ ++ ++ +-
Faible ou - + + + + 4 ++ +
CD7%b Faible ou - + + + + + ++ +
CcD10 - -1+ - +- - -1+ - -
CcD103 - - - - -+ + - -
CD11c -+ - - - +- + + D
-+ - - - +- + - +
CD43 ++ - -+ - = -1+ s 2
Faiblement + + + + + ++ ++ +
+: généralement positif; -: généralement négatif; +/-: habituellement positif mais peut étre négatif; -/+ : habituellement négatif mais peut étre positif.
slg: immunoglobulines de surface (évaluées par 'expression des chaines légéres kappa ou lambda), LLC: leucémie lymphoide chronique,
LPL-B: leucémie a prolymphocytes B, LCM: lymphome du manteau, LF: lymphome folliculaire, LZM: lymphome de la zone marginale,
HCL: hairy cell Jeukamia (leucémie a tricholeucocytes), LPL-MW: lymphome lymphoplasmocytaire/maladie de Waldenstrém

4. Facteurs pronostiques :

Les tests décrits dans cette partie ne sont pas nécessaires pour établir le diagnostic de la LLC,
mais peuvent aider a prédire le pronostic ou a évaluer le fardeau de la tumeur. Ces tests peuvent
étre recommandés pour les patients qui souhaitent une meilleure prédiction de la vitesse a
laquelle leur maladie pourrait progresser, mais il convient de souligner que l'indication du

traitement ne dépend d'aucun de ces tests mais du stade clinique et de 1'activité de la maladie.

» La cytogénétique moléculaire : 1a détection de certaines délétions chromosomiques a
une signification pronostique et peut influencer les décisions thérapeutiques. Par exemple ; Les
patients avec des cellules leucémiques qui ont del (17p) ont un pronostic inférieur et semblent

tre résistants a la chimiothérapie utilisant des médicaments alkylants (Grever et al., 2007).
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» Le statut mutationnel : 1’ utilisation du VH3.21 et I’expression du ZAP-70 ou CD38 :
Les patients avec un gene IGVH-UM (non muté) semble avoir un mauvais pronostic par rapport
a ceux avec un gene IGVH-M. De plus, le gene VH3.21 est un marqueur pronostic défavorable
indépendant du statut mutationnel (Thorselius ef al., 2006). L’expression du ZAP-70 ou CD38
s'est révélé étre en corrélation avec l'expression IGVH-UM et pour prédire un mauvais

pronostic. (Damle et al., 1999)

» Marqueurs sériques : plusieurs études ont montré que les marqueurs sériques CD23,
la thymidine kinase et $2-microglobuline peuvent prédire la survie ou la progression de la
maladie .Les tests de ces marqueurs doivent étre normalisés et utilisés dans des essais cliniques
prospectifs pour valider leur valeur relative a la prise en charge patients atteints de LLC

(Bergmann et al., 2007).

» Examen de la moelle osseuse : 1.’étude de la MO par myélogramme et la biopsie ostéo
médullaire n’est pas nécessaire au diagnostic, mais elle donne une idée plus précise sur

I’infiltrat médulaire ou bien sur I’origine d’une cytopénie.

1.2 Thérapeutique :

Le traitement des patients atteints de LLC peut inclure une chimiothérapie, une combinaison de
chimiothérapie et d'immunothérapie ou des médicaments ciblant les voies de signalisation qui
favorisent la croissance et / ou la survie des cellules LLC (par exemple, BCR et BCL-2) ou les

voies qui régulent cette signalisation (Eichhorst et al., 2015) (Annexe I, Tableau VI).

Actuellement, le principal probléme dans le traitement de la LLC est que, malgré des taux de
réponse prometteurs ces derniéres années, les patients présentant une maladie a haut risque
semblent toujours rechuter avec une cinétique essentiellement inchangée. Au cours de ces
rechutes, la maladie est souvent réfractaire aux chimiothérapies conventionnelles. Cibler les
interactions immunitaires et microenvironnementales dans la LLC pourrait fournir les moyens
de soulever la protection des cellules malignes dérivées de ces interactions et créer de fortes
synergies avec les thérapies conventionnelles, permettant le controle de la LLC méme dans les

endroits ou la maladie résiduelle survit (Kipps et al., 2017).
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II. Matériel et méthodes

Notre étude a été réalisée au sein du Centre Hospitalo-Universitaire ISSAAD Hassani,
laboratoire d’immunologie médicale, Beni Messous. Il s’agit d’une étude rétro-prospective
réalisée sur 101 patients chez qui la confrontation clinico-biologique a permis de conclure au
diagnostic du syndromes lymphoprolifératifs B matures (SLP-B) suspectée avec une LLC-B :
une hyperlymphocytose sanguine persistante, confirmée par I’examen morphologique au
microscope optique. De ce fait, 1’objectif de notre étude était d’évaluer la place de la cytométrie
en flux (CMF) dans le diagnostic différentiel de la leucémie lymphoide chronique des autres

syndromes lymphoprolifératifs B matures.

I. Matériel
1.1 Matériel biologique

Notre étude a été réalisé sur 101 patients chez qui un immunophénotypage lymphocytaire sur
sang périphérique a été effectué. Ces patients ont été sélectionnés apres une étude de leurs
dossiers médicaux. Ce qui a permis de créer une base de données (Excel) contenant les
différents parametres des 101 patients a partir des données archivées. Néanmoins, certains

parametres n’ont pas pu €tre évalués a la fin du recueil par manque de données.

1.2 Matériel non biologique

La réalisation de notre étude nécessite 1'utilisation d’une variété d’appareillage et de réactifs.

L’ensemble du matériel est illustré dans la partiec Annexe II.

II. Méthodes

Les 101 patients suspects pour une leucémie lymphoide chronique et qui ont été recrutés dans
I’'unit¢ d’immunologie cellulaire et de cytométrie en flux du laboratoire d’immunologie
médicale, ont bénéficié d’un immunophénotypage lymphocytaire effectué¢ par la cytométrie en
flux. Pour cela, nous avons travaillé sur des prélevements de sang périphérique. Ces derniers
ont été effectués par ponction veineuse au niveau du pli du coude. Le sang prélevé a été recueilli
sur des tubes en présence d’anticoagulant EDTA (éthylene diamine tétra acétique). Puis 5 ml
du sang ont été récupérés dans des tubes BD, afin d’effectuer I’immunophénotypage

lymphocytaire.



II.1  Principe de fonctionnement de la cytométrie en flux

La cytométrie en flux repose sur 1’analyse de cellules en suspension marquées par des anticorps
monoclonaux couplés a un fluorochrome. Les cellules sont injectées dans un flux laminaire
continu et vont passer les unes derriére les autres devant plusieurs lasers. Leurs irradiations
provoquent I’excitation des fluorochromes qui vont émettre leurs fluorescences respectives. Ces
signaux sont captés par des détecteurs spécifiques et amplifiés par des photomultiplicateurs puis
intégrés informatiquement pour étudier les différentes populations cellulaires de I’échantillon.
Apres I’analyse, les cellules peuvent étre ensuite triées en fonction des différents parameétres
analysés. (Figure 8)

Principe de fonctionnement d’un analyseur-trieur
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Figure 8 : Principe de fonctionnement du cytométre en flux.

a) Systeme fluidique

La focalisation hydrodynamique permet d’effectuer une analyse multiparamétrique des cellules
individualisées. Le défilement des cellules les unes derniéres les autres est possible grace a un
principe de mécanique des fluides : I’hydrofocalisation. L’échantillon est introduit via la buse
d’un injecteur qui permet de former un jet dans un liquide de gaine de la taille de I’orifice de la
buse. Pour réaliser le flux, une pression plus faible est appliquée sur le liquide de gaine par
rapport a celle appliquée sur 1’échantillon ce qui permet de générer un flux et donc une analyse

individuelle de chaque cellule (Ronot et al., 2006).



b) L’excitation lumineuse

Le rayon du laser vient frapper perpendiculairement la cellule contenue dans le jet via des
prismes et des lentilles optiques qui permettent de positionner avec précision le point
d’intersection entre la cellule et le laser. Ce rayon permet d’exciter les fluorochromes couplés

aux anticorps qui sont fixés sur la cellule.

¢) Les fluorochromes

La fluorescence est une émission de lumicre résultant de I’excitation d’une molécule. Cette
molécule absorbe I’énergie lors de son excitation a une longueur d’onde caractéristique puis
émet cette énergie sous forme de lumicre presque instantanément a une longueur d’onde plus
grande. Les spectres d’absorption et d’émission sont propres a chaque fluorochrome (Ronot et

al., 2006) (Annexe II).

d) Le systéme optique

Les signaux lumineux émis apres I’excitation par les lasers sont de différentes natures :

- La diffusion des signaux aux petits angles « forward scatter » (FSC) collectée dans I’axe du
faisceau laser, donne des indications sur la taille de la cellule analysée ;

- La diffusion des signaux aux grands angles « side scatter » (SSC) collectée a 90° par rapport
au faisceau lumineux du laser, donne des informations sur la structure interne de la cellule
(granularit¢ et rapport nucléocytoplasmique) et permet de discriminer les différentes
populations du sang. Le signal est faible pour les lymphocytes, un peu plus fort pour les
monocytes, et élevé pour les granulocytes ;

- La fluorescence émise par les cellules marquées est récoltée a 90° par rapport au faisceau
lumineux du laser. Les deux premiéres informations FSC et SSC permettent déja de différencier

les différentes populations cellulaires sanguines comme le montre la figure 9.

e) Traitement du signal lumineux

Les signaux et rayons ainsi émis sont ensuite séparés par des filtres optiques (miroirs
dichroiques et filtres) puis collectés par des photomultiplicateurs (PMT)ou des photodiodes afin

d’étre amplifiés, numérisés, analysés et stockés par un ordinateur



f)  Repérage des lymphocytes B matures

Le scattergram FSC/SCC permet la caractérisation des différentes populations cellulaires
sanguines y compris les lymphocytes B qui est la population d’intérét dans notre étude, ainsi

que d’¢éliminer les débris cellulaires.
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Figure 9 : Informations morphologiques des cellules analysées et séparation des différentes
nonnlations sanouines

Le marqueur CD19 est spécifique des lymphocytes B. Il n’est pas présent sur les lymphocytes
T ou NK, ni sur les autres leucocytes. Tandis que le marqueur CD3 est 1’antigéne commun
utilisé pour identifier les lymphocytes T. En pratique une recherche de clonalité est réalisée

lorsque les lymphocytes B sont supérieurs a SG/L.
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Figure 10 : Aspect des scattergrams FSC/SSC et CD19/CD3



I1.2. Mode opératoire (Annexe II)

Pour la construction du panel d’anticorps, un premier panel composé d’anticorps
spécifiques permettant la mise en évidence d’une population clonale B avec une restriction

isotypique (tube d’orientation).

Si la recherche s’avére positive, un panel étendu est déclenché, permettant de rechercher le
stade de maturation qui a été évaluer par CD44, la présence d’aberrations phénotypiques et de
révéler des expressions caractéristiques d’une entité B. Les panels systématiquement utilisés
dans le laboratoire concernent ceux utilisés pour 1’évaluation du score de Matutes et bien

d’autres marqueurs spécifiques aux SLP-B résumé dans le tableau V.

Les étapes

- Déposer 100 ul du sang total dans le tube d’orientation

- Ajouter 3ml de la solution de lavage afin d’éliminer les immunoglobulines naturelles
circulantes et qui interférent avec 1’étude des chaines 1égéres kappa/lambda ou des
chaines lourdes.

- Vortexer le tube et centrifuger a 0.5 RCF pendant 5 minutes, puis éliminer le surnageant

- Passer a un 2™ lavage avec les mémes étapes précédentes

- Apres élimination du surnageant, déposer les anticorps membranaires conjugués aux
fluorochromes (marqueurs) selon la méthodologie indiquée dans le tableau 5.

- Vortexer et incuber pendant 20 minutes a I’abri de la lumiére

- Pour éliminer I’exces d’anticorps apres le marquage, ajouter 2ml de la solution de lyse
puis mélanger par agitation rotative.

- Incuber pendant 10 minutes et centrifuger a 0.5 RCF pendant 5 minutes

- Verser le surnageant et I’éliminer.

- Ajouter 500ul du PBS, vortexer et le tube sera prét pour la lecture par CMF grace a BD
FACSDive Software.

Si le marquage du tube d’orientation s’avere positif on passe a la préparation de quatre autres
tubes avec des marqueurs qui pourraient permettre une orientation du diagnostic et une

classification des SLP-B.



- Pour le premier tube, les étapes sont les mémes c’est a dire avec 2 lavages cela est a
cause du marqueur de 1I’IgM de surface qui peut s’interférer avec les Ig circulantes.
- Pour les 3 derniers tubes, les marqueurs seront ajoutés directement sans lavage.

- Les étapes qui suivent le marquage sont identiques de celles du tube d’orientation

Tableau IV : Protocol de marquage commun au LLC-B

Tube d’orientation CD19perep Kapparirc Lambda pg CD20 spc.H7
Volume rajouté Sul (marquage multiple) 1 ul
Tube 1 CD103FITC CD79bPE CD19percp_cy5‘5 IgMApC
Volume rajouté l ' ‘
4ul
Tube 2 CD5Ffrtc CD10pg CD19percp-cys.s CD224pc
Volume rajouté '
2ul
Tube 3 FMC7FITC CD23PE CD19percp_cy5_5 CDllCPE
Volume rajouté '
2ul
Tube 4 CD38FITC CD56PE CD19Percp-cy5.5
Volume rajouté '
2ul

ITI. Analyse statistique

Les données recueillies ont été saisies sur le logiciel Microsoft Excel, afin d’obtenir des
moyennes, des pourcentages, des écart types et des médianes ainsi que les histogrammes
appropriés.

Le test khi deux a été utilisé pour comparer I’expression des marqueurs de surface entre les
deux groups ; patients avec leucémie lymphoide chronique et celui des autres syndromes

lymphoproliferatifs B, la différence est significative si P < 0,05.
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Reésultats & Discussion

Notre étude a porté sur 101 patients, colligés au niveau de I'unité d’immunologie du Centre
Hospitalo-Universitaire de Beni Messous, chez qui la confrontation clinico-biologique a permis
de conclure au diagnostic du syndromes lymphoprolifératifs chroniques (SLPC) avec suspicion
de LLC-B : une hyperlymphocytose sanguine persistante, confirmée par 1’examen
morphologique au microscope optique. De ce fait, I’objectif de notre étude a ét¢ d’évaluer la
place de la cytométrie en flux (CMF) dans le diagnostic différentiel de la leucémie lymphoide

chronique des autres syndromes lymphoprolifératifs B.

II. Caractéristiques épidémiologiques et clinico-biologiques de la cohorte

III.1. Répartition des patients selon le sexe

Dans notre série, nous constatons une prédominance masculine chez les sujets diagnostiqués
avec 61 cas, soit un pourcentage de 61% d’hommes contre 40 patientes, soit un pourcentage de

39% de femmes. Le sex ratio est de 1,53.

Ces résultats sont comparables a ceux retrouvés dans une étude Algérienne menée sur 29
patients (Kessal et al., 2013), ainsi qu’avec ceux rapportés dans une étude brésilienne (93

cas) (Cardoso et al., 2016).

MHomme MFemme

Figure 11 : Répartition des patients selon le sexe.
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IIL.2 Répartition des patients selon ’age

L’age des patients au diagnostic allait de 36 a 94 ans, avec une moyenne de 66 ans +14,5 et une

médiane de 68 ans. La répartition selon les tranches d’ages est rapportée dans la figure X.

Les tranches d’ages les plus touchés se situent entre 58 ans et 79 ans, et représentent 57% de
I’ensemble de la cohorte. Nous remarquons, par ailleurs, que quelle que soit la tranche d’age

considérée, les patients hommes étaient plus nombreux.

Ces résultats sont comparables a ceux rapporté par 1’équipe de Kessal ,(2013) ou la moyenne
d’age était de 67 ans ; mais différent de ceux d’une étude Egyptienne, qui a rapporté un age

moyen au diagnostic plus faible : 51 ans (Abdel-Ghafar et al., 2012).
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Figure 12 : Répartition des patients selon le sexe et par tranche d’age
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.3 Hémogramme

Les données de I’hémogramme varient d’un patient a 1’autre (Annexe III). L’anémie, qui se
définit par un taux anormalement bas d'hémoglobine, a été noté chez 14 patients, soit 16%
(14/87). D’autres lignées ont également été atteintes, 16% des patients ont présenté une

thrombopénie (11/70) (Tableau V).

L’hémogramme a également permis de montrer une hyperlymphocytose de type B chez 96,9%
des patients (96/99), confirmant par-la méme I’hyperleucocytose observé chez 49/56 patients,
en plus de 31 cas d’hyperleucocytose mentionnés dans les dossiers des patients. Une absence

d’hyperleucocytose a été observé chez 3/99 patients, soit un pourcentage de 3%. (Figure 13)

Tableau V : Répartition de 1'anémie et de la thrombopénie.

(N = nombre total de patients contrdlés pour I’hémoglobine et/ou les plaquettes)

L’Anémie et la Thrombopénie | Nombre de cas (n/N) | Pourcentage %
Anémie isolée 14/87 16
Thrombopénie 11/70 15,71

Anémie + Thrombopénie 0 0
Hyperleucocytose 80/87 91,95
Hyperlymphocytose 96/99 96,9

Les anomalies de I’hémogramme décrits sont comparables a celles rapportées par une étude
menée sur une cohorte serbe de 211 patients (Dragovic-Ivancevic ef al., 2014). En effet, une
anémie a été détecté chez 16 % des patients et une thrombopénie chez 6%. La majorité des cas,
présentaient une hyperleucocytose accompagnée d’une lymphocytose B avec une moyenne de

82 % qui est un peu plus élevé que celle retrouvée dans notre étude.
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Figure 13 : Répartition des patients en fonction du pourcentage en lymphocytes B
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II1.4 Les circonstances de découverte

Les données cliniques des patients ont été rétrospectivement obtenues par la consultation des
dossiers médicaux. Toutefois, certaines informations précieuses sont non consignées ou

sommairement décrites dans les dossiers.

Les seules données cliniques disponibles concernent 79 cas. Pour lesquels les symptomes les
plus rencontrés sont, par ordre décroissant, les syndromes tumoraux (Adénopathie,
splénomégalie) et 1’hypertension artérielle. Les principaux symptomes présentés par les

malades au moment du diagnostic sont répertoriés dans le tableau VI.

Tableau VI : Répartition selon les circonstances de découverte

Manifestations cliniques Nombre
Adénopathie 40
Splénomégalie 23
Non précisés 22
Hypertension artérielle 19
Adénopathie + Splénomégalie 16
Diabéte non insulino-dépendant 6
Diabete de type 1 associé a une Hyperthyroidie 5
Asthénie 3
Adénome de la prostate 3
Hépatomégalie 3
Asthme 1
Pancytopénie 1
Hypertrophie amygdale 1
Syndrome infectieux a répétition 1
Alzheimer 1
Ostéoporose 1

Nos résultats semblent étre en adéquation avec les données de la littérature. En effet,
I’adénopathie et la splénomégalie, constituent les critéres diagnostic des SLP-B et impactent

sur leur classification pronostic (Sotto , 1999).

L’association des maladies auto-immunes telle que retrouvée dans notre étude avec les SLP-B
semble étre sélective selon le type du syndrome, comme expliqué par Hemminki et ces
collaborateurs (2016). Ils spéculent que 1’origine développementale des LB pourrait proposer
une justification mécaniste sur la réponse cancérogeéne aux stimuli auto-immuns (Hemminki,

Liu, Ji et Forsti, 2016)
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IIL.5S Analyse morphologique

Les données du frottis sanguins ont été rétrospectivement recueillies par la consultation du

dossier médicale. Les seules données disponibles concernent 58 cas (47,4 %).

Chaque frottis sanguin, apres coloration au May-Griinwald Giemsa, a ét¢ analysé au microscope
par des hémato-cytologistes. L’interprétation cytologique considérant les caractéristiques
morphologiques propres des cellules lymphoides, un dénombrement spécifique des

lymphocytes villeux et des noyaux nus a été réalisé.

Tableau VII : Répartition des patients avec hyperlymphocytose d’origine néoplasique (N = 58)

Entités dépistées n Caractéristiques %

Lymphocytose monotone, petits
lymphocytes matures, chromatine
nucléaire dense sans nucléole, ombre
de Gumprecht

LLC-B typique 27 46,5

Aspect hétérogene de petits et grands
lymphocytes (Prolymphocytes <
10%), irrégularité du contour
nucléaire,

LLC-B atypique 4 6,8

Cellules tumorales chevelus de
grande taille, cytoplasme étendu
Leucémie a faiblement et irréguliérement

tricholeucocytes basophile, fines projections
cytoplasmiques, rapport nucléo-
cytoplasmique bas.

5,1

Hyperleucocytose accompagnée d'une 41

Cas non classés 24
lymphocytose

En raison d’anomalies lymphocytaires nucléaires et/ou cytoplasmiques caractéristiques et
significatives (> 5% des lymphocytes), ou de lymphocytose avec lymphocytes a
grains > 1 G/L, la conclusion de I’analyse cyto-morphologique avait orienté le diagnostic vers une
lymphoprolifération néoplasique. La répartition, des entités observées, est présentée dans le
tableau VII , ci-dessus. Ces derni¢res ont pu étre classées selon les caractéristiques et les

recommandations décrites par Matutes et al. (2000) et Troussard et al. (2009)

Toutefois, 1’aspect morphologique observé ne permettant pas une orientation diagnostique
formelle, I’hémato-cytologiste avait conseillé une confirmation par immunophénotypage des
lymphocytes
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III.6 Caractéristiques immunophénotypiques

Un immunophénotypage lymphocytaire de dépistage a été réalisé par cytométrie en flux (CMF)
multiparamétrique grace a une combinaison de 15 anticorps monoclonaux. Cette combinaison est
utilisée en routine au laboratoire et est optimisée pour la détermination de la répartition des sous-
populations lymphocytaires T, B et NK, la détection de populations B monotypiques ou de
populations T phénotypiquement anormales. L’expression des différents marqueurs est présentée

dans le tableau ci-dessous.

L’expression du CD19 est positif pour I’ensemble de patients analysés soit les 101 cas,
confirmant, ainsi, la lymphocytose de type B. D’autre part, les cinq autres antigénes qui
construisent le score de Matutes (CD5, CD23, FMC7, CD79b, Ig de surface) ont montrés une
expression qui varie entre faible, négatif et positif. Ces mémes intensités d’expression ont été
observées pour les autres marqueurs y compris : le CD38, le CD103, CD10 et le CD1l1c. Le
CD56 semble étre négatif pour 1’ensemble des patients analysés, soit les 82 patients, excluant

tout type de syndrome-NK.

Il a été montré que le CD19 était exprimé chez tous les patients, ce qui indique sa forte
caractérisation des cellules B et fourni, par conséquent, un meilleur « gating » face au CD20.
Ce dernier étant faiblement exprimé chez certains patients. Ces résultats sont similaires a ceux
de I’étude de Rawstron et al. (2018) menée sur 154 patients. Dans notre étude, contrairement
aux résultats rapportés par Dragovic et al. (2014) I’expression du CD22 était positive chez tous
les patients, probablement en raison du nombre réduit de patients analysés pour ce marqueur.
Pour I’ensemble des autres antigénes 1’expression est trés variable, cela est expliquée par le fait
que ces résultats reflétent I’expression phénotypique de différentes entités pathologiques

appartenant au groupe des syndromes lymphoproliferatifs B.
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Tableau VIII : Résultats de la distribution des intensités de fluorescence des différents

marqueurs du panel d’exploration des SLP-B

n : nombre de patients montrant un profil d’expression spécifique pour chaque marqueur analysé
(Faible, Négatif, Positif) ; N : nombre total des patients analysés pour chaque marqueur.

Lmyphocytes B et plasmocytes = Marqueur de la lignée B

CD19
Lymphocytes B et T
CD10 immatures, minorité de LF
lymphocytes B et T
CD5 Lymphocytes T et minorité de LLC, LCM
lymphocytes B
CD20 Lymphocytes B Marqueur de la lignée B
CD22 Lmyphocytes B Marqueur de la lignée B
CD103 Minorité de lymphocytes B HCL et rare MZL
CDl1l1c Quelques lymphocytes Bet T | HCL, LPL, LZM, SLVL
Discrimination d'un SLP
CDS56 Cellules NK de type NK
Précurseurs B, plasmocytes. L
CD79b Expression variable sur LB Marqueur de la lignée B
Diagnostic différentiel
FMC7 Lymphocytes B matures LLC/LCM
CcD23 riaiziem?t pros1ti1f1(llans Lels r{;B Diagnostic différentiel
AtuTes. BXPICSSION ausMEntee o, tres SLP-B CD5+

lors de I'activation
Lymphocytes B immatures Diagnostic différentiel

Ig de surface et autres SLP-B

/matures
Cellules centro-folliculaires, Dlifenfgélc'::;:;l
CD38 cellules T immatures, P Y N
lasmocytes Marqueur pronostique
P dans la LLC
Chaine . ..
2 Indicateur de restriction
légére Kappa Lymphocytes B Sotvbicue
(surface) typiq
Chaine
légére Indicateur de restriction
Lambda Lymphocytes B isotypique
(surface)

100
(101/101)

3,9
(4/101)

73

(74/101)

89,4
(51/57)

100
(15/15)

8,1 (6/74)

52,3
(11/21)

/

46,5
(47/101)

15,30
(15/98)

74,2
(75/101)

22,7
(23/101)

6,1 (6/97)

35,8
(28/78)

16,6
(13/78)

LCM : lymphome du manteau ; LF : lymphome folliculaire ; HCL : leucémie a
tricholeucocytes ; LZM : lymphome de la zone marginale, LPL : leucémie prolymphocytaire ;

SLVL : lymphome splénique a lymphocytes villeux (SLVL)
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/ /
96
(97/101)
25,7 0,9
(26/101) | (1/101)
10,5
(6/57)
/ /
91,8
(68/74)
285 19
621) | (@n1)
100 )
(82/82)
23,7 35,6
(24/101) | (36/101)
80,6
o8y | 3G98)
24,7 0,9
(25/101) | (1/101)
48,5 28,7
(49/101)  (29/101)
87,6 6,1
(85/97) = (6/97)
64,1 )
(50/78)
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I11.6.1 Classement et répartition étiologique des patients

Pour répondre a 1’objectifs de I’étude, les patients ont été classés selon leur entité pathologique.
Ainsi, en fonction de la conclusion de I’immunophénotypage, des données cliniques, et de la
cytologie, nous avons pu classer les différents SLP-B avec suspicion LLC. Les LLC ont été

retenues sur un score de Matutes supérieur ou égal a 4 (Tableau IX ; Figure 14).

Tableau IX : Répartition des patients selon le score de Matutes

Score de Matutes

o | 7 | 10 | 7 | 3 0
cD79b
0 | 1 | 0 | 6 | 21 | 37
Ig de 9 | > | 4 | 9 | 6 | 0
surface 0 | 3 | 6 | 4 | 18 | 37
o | 7 | & | 1 1 o
cDs5
o | 1 | a4 | 12 | 14 37
o | 6 | 2 | 3 | 3 o0
FMC7
o | 2 | 8 | 10 | 21 37
o | 7 | 8 | 6 | 2 o0
D23
o | 1 | 2 | | 22 37

Le profil d’expression des marqueurs du score de Matutes nous a permis de répartir ’ensemble

de la population diagnostiquée (101 cas) en trois groupes : LLC-B typique, LLC-B atypique et
SLPC-B non LLC.

En effet, 60,39 % (61 cas) de notre population souffre d’une leucémie lymphoide chronique
confirmée par un score de 4 et 5. Un faible pourcentage de patients (26,73 %) a présenté un
score inférieur a 3, permettant d’exclure formellement le diagnostic de la LLC en faveur d’un

autre syndrome lymphoprolifératif chronique B.

Quant aux patients ayant présenté un score égal a 3 (12,87%), une confrontation aux résultats
de la cytologie, a permis d’identifier 6 patients avec un aspect typique d’une LLC-B. Tandis

que dans 4 cas, le frottis sanguin a révélé un phénotype atypique de LLC.
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L’immunophénotypage de ces derniers a détecté une forte expression du CD5, CD23
accompagné d’une faible expression du CD20, nous conduisant a retenir le diagnostic d’une
LLC atypique pour ces patients. Ces résultats sont identiques a ceux décrit dans la littérature
(Troussard, 2007 ; Hallek et al., 2008). Pour les deux autres cas (2/13), 'immunophénotypage

nous a permis d’orienter le diagnostic vers d’autres SLPC-B non LLC.

Ainsi, parmi les 13 cas avec un score de Matutes égale a trois, 76,92% des patients ont été

diagnostiqués pour une LLC contre 15,38 % diagnostiqués SLPC-B non LLC.

Par conséquent, 60,39% des LLC typiques ont un score de 5 ou 4 (6 % ont un score 3). Ces
résultats sont comparables a ceux rapportés en 2014 par Taoussi et son équipe (Centre Anti-

Cancer de Blida) et qui avaient trouvé que 6,3% des LLC avaient un score de 3.
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Figure 14 : Répartition des patients selon le score de Matutes
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II1.6.2 Cas clinico-morphologiques particuliers et Inmunophénotypage par marqueurs

additionnels

Dans notre étude, I’analyse cytologique de trois (03) frottis sanguins, a révélé la présence de
cellules de grande taille, avec un noyau excentré, un cytoplasme étendu faiblement basophile
avec de fines projections cytoplasmiques. Ces résultats permettaient d’orienter le diagnostic en

faveur d’une leucémie a tricholeucocytes (HCL), mais pas de confirmer le diagnostic.

L’utilisation d’un panel d’anticorps additionnel, nous a permis de poser un diagnostic formel.
En effet, I’immunophénotypage de la HCL se caractérise par quatre marqueurs positifs
(tableau X) : CDl1l1c, CD25, CD103 et CD123 qui permettent de la distinguer des autres
hémopathies ayant des cellules villeuses ou chevelues. Les recommandations de la SFH
(société francgaise d'hématologie) préconisent de tester les CD11c, CD25, CD103 en premiére
intention puis si un de ces marqueurs est négatif d’ajouter le CD123 afin de calculer le score

associ¢ aux HCL (Matutes et al., 1994 ; Castaigne, 2011).

Tableau X : Nos Résultats - Score des marqueurs de la HCL

Nos patients CD11c CD25 CD103 CD123 Score
1% cas Positif Positif Positif /
2°™ cas Positif Positif Positif /
3°™ cas Positif Positif Positif /

Tableau XI : Score des marqueurs de la HCL (Matutes et al., 1994)

Marqueurs 1 point 0 point
CD11c Positif Négatif
CD25 Positif Négatif
CcD103 Positif Négatif
CD123 Positif Négatif

Selon la publication originale de Matutes et al., 98% des HCL ont un score de 3 a 4. En pratique
courante, pour les scores strictement supérieurs ou égale a 3 le diagnostic de HCL est
vraisemblable, et pour les scores inférieurs ou égale a 2 d’autres hypotheéses doivent étre

évoquees (Matutes et al.,1994).
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Dans le cas des 27 autres patients SLP-B non LLC, le panel d’anticorps utilis¢ et 1’absence de
données histologiques, cytogénétiques et moléculaires, ne nous a pas permis d’établir un

diagnostic étiologique de certitude.

En effet, I’analyse optimale des lymphocytes B et la classification formelle de I’ensemble des
entités hémopathologiques nécessite [’apport des données cytologiques, cliniques,
immunophénotypiques, immunohistochimiques et génétiques (Wood et al., 2007 ; Craig et
Foon, 2008 ; Béné et al., 2011 ; de Tute, 2011 ; Baseggio et Felman, 2013 ; El Borgi et al.,
2013)

I11.6.3 Répartition des patients selon le type de syndrome lymphoprolifératif B

La démarche diagnostic adoptée pour notre cohorte (101 patients), nous a permis de distinguer
les hémopathies suivantes : 68 patients, soit un pourcentage de 67,32%, présentaient une LLC-
B typique et 4 cas (3,96%) diagnostiqués comme LLC-atypique. 26 patients (25,74%) étaient
classés dans autres syndromes lymphoproliferatifs B non LLC. Enfin, 3 patients souffraient

d’une leucémie a tricholeucocytes soit un pourcentage de 2,97%.

M LLC-B typique
M LLC-B atypique
MLeucémiea

tricholeucocytes

M Autres SLP-B non LLC

Figure 15 : Répartition des patients selon le type de syndrome lymphoprolifératif B

Parmi les 101 patients qui ont été adressés, a I'unité d’immunologie, pour un diagnostic
différentiel, la LLC a été confirmée pour 72 patients dont 4 présentaient une cytologie atypique

(soit 6%). Nos résultats difféerent, sensiblement, de ceux retrouvés dans une étude américaine
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conduite sur 193 patients ou la LLC atypique représentait 27% des LLC-B diagnostiquées.
(Marionneaux et al., 2014)

Par ailleurs, les cas de LLC atypique présentent une prévalence plus élevée de trisomie 12,
sachant que la trisomie 12 est une anomalie associée a une évolution plus rapide de la LLC
(Matutes et al., 1996 ; Quijano et al, 2008) . lIs ont, également, une prévalence augmentée
de I’expression du CD38 (marqueur associé a un mauvais pronostic) (Damle et al., 1999 ;

Rassenti et al., 2008 ; Rosenquist et al.,, 2013)

I11.6.4 Les marqueurs de monoclonalité

Apres I’identification de I’appartenance des cellules a la lignée lymphoide B, la nature tumorale
de la prolifération doit étre confirmée par la mise en évidence d’une monotypie, qui se définit
par une restriction isotypique (chaines légeres kappa ou lambda), et qui constitue un critére
majeur pour le diagnostic de SLP-B. L’utilisation de marqueurs particuliers permet 1’orientation

vers un sous-groupe précis de lymphome (Le Garff-Tavernier et al ., 2013)

A. Chez les patients de type LLC :

Les marqueurs de monoclonalité détectés par immunophénotypage chez 56 patients de type
LLC, nous ont permis de révéler une absence d’expression des chaines l1égeéres chez 35 patients
(soit 63%), une double expression (kappa et lambda) chez 2 patients (4%). Ainsi que la mise
en évidence d’une monotypie chez 19 patients, 21 % de type kappa (12 cas) et 12% de type
lambda (7 cas).
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M Chaine légére Kappa
M chaine légere Lambda
M Absence d'expression de CL

M Double expression

Figure 16 : Résultats de 'immunophénotypage des marqueurs de la monoclonalité chez les patients LLC-B.

B. Chez les patients classés autres SLP-B non LLC :

Dans notre cohorte, les données de I’immunophénotypage ne nous ont pas permis de préciser
le diagnostic pour 22 patients. Ces derniers, ont été classés dans le groupe des « autres

syndromes lymphoprolifératifs non LLC ».

Néanmoins, 1’analyse des marqueurs de monoclonalité, nous a permis de montrer une absence
d’expression de chaines légeres pour 6 cas (27%) et une double expression chez 2 patients (9%).
Une monotypie lambda retrouvée chez 2 patients, tandis que la majorité des patients de ce

groupe présentait une restriction isotypique de type kappa (55%).
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M Chaine légére kappa
M Chaine légére lambda
M Absence d'expression de CL

M Double expression

Figure 17 : Résultats de 'immunophénotypage des marqueurs de la
monoclonalité chez les patients souffrant de SLP-B non LLC.

Physiologiquement deux tiers des lymphocytes B présentent une immunoglobuline de surface
composée d’une chaine légere Kappa et un tiers d’une chaine 1égére Lambda. Ce ratio «/A est

constant et ne varie pas en cas d’hyperlymphocytose réactionnelle.

Contrairement aux populations de lymphocytes B normales ou réactionnelles, les clones de
SLPC-B matures sont caractérisés par une restriction isotypique (Kappa ou Lambda). Ce
phénoméne traduit la notion de clonalité et on parle de déséquilibre du ratio k /A lorsque celui-
ci est supérieur a 3 ou inférieur a 0.3. On peut également observer une absence totale

d’expression d’immunoglobuline membranaire (Shimoura et al., 2013).

Nos résultats nous ont permis de constater que la majorité des patients avec une LLC (63%)
n’exprimait pas de chaines 1égeres contre seulement 27% chez les SLPC non CLL. En effet,
tenant compte de la définition de Martini et al., (1988) on peut conclure a une absence
d’expression membranaire lorsque on mesure moins de 15% de lymphocytes B kappa positifs
et moins de 10% de lymphocytes B lambda positifs. Cette absence d'expression sur les
lymphocytes B malins peut résulter de défauts opérant a n'importe quel niveau depuis la
transcription du geéne jusqu'a la translocation des protéines entierement assemblées a la surface
cellulaire (Kaleem et al., 2000 ; Brozic et al ., 2015). Par ailleurs, la sensibilité et la spécificité
de la cytométrie en flux est conditionnée par le choix d'anticorps de qualité (Agrawal et al.,

1992 ; Matutes,1994 ; Fukushima et al., 1996 ; Horna et al ., 2011)
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La double expression reste un phénomene rare. Dans notre cohorte, seulement 2 patients (LLC)
ont présenté cette caractéristique. Des résultats comparables sont retrouvés dans deux études :
I’une menée sur une cohorte indienne de 194 patients, 2 cas présentaient une LLC biclonale
(Ghodke et al., 2017) ; ’autre menée sur une cohorte espagnole de 130 patients, 1cas présentait
une LLC biclonale (Gonzalez-Campos et al., 1997). Cette biclonalité résulte de la production
de deux composants protéiques différents par un seul clone ou de deux clones malins différents.
Enfin, la restriction monoclonale kappa semble étre plus fréquente que celle de lambda (Lewis

et al ., 2005).

Iv. Etude comparative entre les LLC et les autres SLPC non LL.C

IV.1 Caractéristiques épidémiologiques et hématologiques des patients avec
syndromes lymphoprolifératifs B

Les principales caractéristiques épidémiologiques et hématologiques de la LLC (groupel) et

des autres patients atteints de SLPC non LLC (groupe 2) ont été présentées dans le tableau XII.

La population masculine dominait dans les deux groupes. Pour les autres caractéristiques

¢tudiées aucune différence significative entre le groupe 1 et le groupe 2 n’a été relevée.

Ces résultats ont comparable a ceux retrouvé dans 1’é¢tude de Tijana et al. (2014) sauf pour les
taux d’hémoglobines et de plaquettes. En effet, ils avaient noté une différence significative avec

des taux augmentés dans le groupe des LLC.
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Tableau XII : Caractéristiques épidémiologiques et hématologiques des patients avec syndromes
lymphoprolifératifs B

Effectif N=72 N=29
0,117
Sexe Femme 32 8 NS
Homme 40 21
Effectif N=72 N=29
Age Moyenne + SD 67,9+ 12,65 63,82 + 14,23 0,99
(ans) Médiane 69 64 NS
Extrémes 38-94 36-90
Effectif N=55 N=23
Hémoglobine Moyenne + SD 11,7+ 2,69 11,81 +2,04 0,98
(g/dl) Médiane 11,9 11,9 NS
Extrémes 1,8-16,6 8,1-14,9
Effectif N =44 N=23
Plaquettes Moyenne *+ SD 162,4 + 66,56 164 + 100 0,97
(g/L) Médiane 161 149 NS
Extrémes 20-267 55-365
Effectif N=41 N=17
Globules blancs Moyenne * SD 40704 + 28229 26646 + 28336,9 0,99
(Cellule /mm?®) Médiane 35000 13900 NS
Extrémes 9100-14400 1300-99500
Effectif N=72 N=29
Lymphocytes Totaux | Moyenne £ SD 74,72 £ 13,85 63+ 19,7 0,99
(%) Médiane 77,7 63,5 NS
Extrémes 50-96 34-95
Effectif N=72 N=29
Lymphocyte B par | poyenne + SD 76,7 +15,9 68 +21,8 0.98
rapportauxlym  nrégjgne 80 68| ns
Totaux (%) Extrémes 41-96 45-93,5
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IV.2 La fréquence de I’expression des antigenes dans LLC-B et SLP-B non LL.C

Pour déterminer 1’apport de I'immunophénotypage dans le diagnostic de la leucémie lymphoide
chronique, nous avons analysés les données immunophénotypiques de 1’ensemble de notre échantillon
(101 cas). Une leucémie lymphoide chronique a été confirmée pour 72 patients sur 101 et 29 patients
ont pu étre identifiés comme étant des SLP-B non LLC. Les caractéristiques immunophénotypiques de

ces patients sont répertoriées dans le tableau XIII.

Tableau XIII : La fréquence de I’expression des antigénes dans LLC-B et SLP-B non LLC.

n : nombre de patients montrant un profil d’expression spécifique (Faible , Négatif, Positif ) de
I’antigéne analvsé . N : nombre total des patients analvsés pour I’antigéne.

-| % (n/N) -

Positif 100 (72/72) 100 (29/29)

CD19 Négatif / / /
Faible / /
Positif 91(31/34) 87(20/23)

CD20 Négatif NS
Faible 9 (3/34) 13 (3 /23)
Positif 100 (6/6) 100 (9/9)

cD22 Négatif / / /
Faible / /
Positif 12 (7/63) 93 (27/29)

CD79b Négatif 41(25/63) 7 (2/29) <0,0001
Faible 47 (29/63) /
Positif 11 (8/72) 52 (15/29)

Igs Négatif 54 (39/72) 34 (10/29) <0,0001
Faible 35 (25/72) 14 (4/29)
Positif 96 (69/72) 17 (5/29)
cD5 Négatif 4(3/72) 79 (23/29) <0,0001

Faible / 4 (1/29)
Positif 4(3/72) 44 (13/29)

FMC7 Négatif 95 (68/72) 42 (12/29) <0,0001
Faible 1(1/72) 14(4/29)
Positif 5(3/72) 11 (3/28)

CD38 Négatif 90 (63/72) 78 (22/28) NS
Faible 5(3/72) 11 (3/28)
Positif 3(2/72) 7 (2/29)

CD10 Négatif 97 (70/72) 93 (27/29) NS
Faible / /
Positif 100 (72/72) 10 (3/29)

cD23 Négatif / 86 (25/29) < 0,0001
Faible / 4(1/29)
Positif / 21 (6/28)

cD103 Négatif 100 (46/46) 79 (22/28) <0,0001
Faible / /
Positif 64 (7/11) 40 (4/10)

CD11c Négatif 27 (3/11) 30 (3/10) 0,0002
Faible 9 (1/11) 30 (3/10)
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Nous notons que les antigénes CD19 et CD22 sont exprimés chez tous les patients analysés,
quel que soit le groupe, et I’antigéne CD 20 est généralement exprimé dans les deux groupes.
Tandis que, I’antigéne CD10 présente une tres faible fréquence d’expression dans les deux

groupes (3% vs. 7%)

Les antigénes CD5 et CD23 sont plus fréquemment exprimés dans le groupe des LLC que dans
celui des SLPC non LLC, respectivement (96% vs. 17%, p <0,0001) et (100% vs. 10%, p
<0,0001). Par contre, I’antigéne FMC7 se caractérise par une faible fréquence d’expression
dans le groupe des LLC (4% vs. 44% ; p <0,0001) et ’antigéne CD103 par une absence totale
d’expression dans le groupe des LLC (0% vs. 21% ; p <0,0001).

L'analyse du composant du récepteur des lymphocytes B, le CD79b, a montré que cet antigéne
présente une fréquence d’expression sensiblement plus faible dans le groupe des LLC que dans

le groupe des SLPC non LLC (12% vs. 93%, p < 0,001).

La monoclonalité de la population de lymphocytes B (comme précité) révele une plus grande
fréquence d’expression pour les immunoglobulines de surface kappa. Cependant I’analyse des
profils d’expression des slg a révélé que plus de la moiti¢ des patients LLC étaient sIg négative

(54% vs. 34%, p <0,0001).

L'évolution clinique et la réponse au traitement différent entre la LLC et les autres SLP-B non
LLC. D’ou lintérét d’établir un diagnostic précis. Bien que la LLC a un profil
immunophénotypique relativement spécifique comparé a celui des autres SLP-B non LLC, il
existe des chevauchements concernant l'expression de certains marqueurs membranaires. La
détection de la population de cellules B du sang périphérique, basée sur l'expression de
l'antigene CD19, ainsi que 1'exploration de I'état de clonalité des cellules B par la restriction des
chaines légeéres slg, représentent des informations trés importantes fournies par

I'immunophénotypage.

Tous les patients diagnostiqués avaient une hyperlymphocytose B et présentaient pour la plupart

un statut monoclonal.

Afin d’estimer la valeur diagnostic des antigeénes leucocytaires dans le diagnostic différentiel
de la LLC : L’expression de trois antigénes de la lignée B (CD19, CD20, CD22), et de cinq
antigénes, indispensables au score de Matutes, (CD5, CD23, FMC7, CD79b, slg), I’antigéne
CD10, marqueur centrogerminatifs et le CD103 marqueur spécifique des HCL, y compris

l'antigeéne pronostique CD38 ont été analysés.
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Parmi les antigénes de la lignée B, le CD19 (antigéne pan-B) était exprimé chez tous nos
patients, faisant de lui un marqueur constitutionnel des lymphocytes B leucémiques. De méme
pour I’antigéne CD20. Nos résultats sont similaires a ceux retrouvés dans la littérature
(D’Arena et al., 2000 ; Bene et al., 2011). En revanche, de nombreux autres auteurs, estiment
que I’expression du CD20 et I’expression du CD22 d’intensité modérée a forte, aussi bien dans
le groupe des LLC que dans le groupe des SLP non LLC, ne fait pas d’eux de bons marqueurs
pour le diagnostic différentiel de la LLC (Delgado et al., 2003). Cependant, 1'évaluation de
l'expression de CD20 chez les patients atteints de LLC pourrait s’avérer importante si une

immunothérapie anti-CD20 était envisagée (Pederson et al, 2002).

Un des antigénes permettant le scoring des LLC est le CD5 (antigéne pan-T), en situation non
pathologique, il est exprimé sur le lymphocyte T et une sous population minoritaire de
lymphocytes B (Abbas et al., 2014). Compte tenu de nos résultats et des données de la
littérature, 1'antigéne CD5 pourrait jouer un réle important dans le diagnostic différentiel de la
LLC. En effet, les LLC se caractérisent par une positivité quasi-systématique du CDS5.

(Pangalis et al , 1999 ; Deneys et al., 2001 )

De plus, contrairement au SLPC non LLC, I’ensemble de nos patients LLC expriment
I’antigéne CD23. Notre résultat est en adéquation avec les données de la littérature qui font de
I’antigéne CD23 I'un des marqueurs les plus important dans le diagnostic différentiel entre la

LLC et les lymphomes du manteau (DiRaimondo et al., 2002).

La négativité ou la faible expression de l'antigéne FMC7 apparait, également, comme un
marqueur important et est considéré comme le marqueur discriminant, le plus fort, dans le

diagnostic différentiel de la LLC (Matutes et al., 2010) .

Le CD79b est I'un des composants du complexe BCR, et est le dernier antigéne a étre incorporé
dans le systéme de scoring en remplacement du CD22, permettant d’affiner le potentiel de
discrimination entre la LLC et les autres SLP-B (Moreau et al., 1997). Dans notre cohorte la
faible intensité ou la négativité du CD79 est noté dans le groupe LLC. La plus grande série de
LLC publié a ce jour a fourni la preuve que I’expression membranaire de CD79b est grandement
diminuée voire absente dans la majorité des cas LLC typiques (Vela et al., 1999 ; Schlette et
al., 2003) Cette faible intensité est probablement induite par la faible densité en récepteurs B a
la surface membranaire. Aussi, I’immunoglobuline de surface constitue un marqueur de choix

dans le diagnostic différentiel des LLC.
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Le CD38 est une glycoprotéine membranaire, qui témoigne de 1’activation, de la maturation et

de la prolifération cellulaire. Son intérét comme facteur de pronostic a été démontré par

différentes équipes. En effet, son expression par les cellules de LLC est associée a un mauvais

pronostic et a une évolution rapide de la pathologie (Chevallier et al., 2002 ; Zucchetto et

al., 2009 ; Lekovic et al., 2011)

Enfin, sur la base de nos données et de ’analyse par cytométrie en flux nous avons pu

déterminer le profil immunophénotypique spécifique des cellule LLC de notre cohorte :

CDI19" CD20 "¢ cp22*, CD5 *, CD23 *, FMC7 ", CD79b V" s[g Feble,

V.1  Electrophorése des protéines sériques

L’¢électrophorése des protéines est un examen réalisé a la recherche de signes de complications ; il permet de

repérer une diminution de certains anticorps (hypogammaglobulinémie) ou la présence

d’immunoglobuline monoclonale pouvant étre a 1’origine de complications infectieuses.

Tableau XIV : résultats de I’électrophorése des protéines sériques

Patients LLC

Patients avec SLP-B non LLC :

(N=29) (N=8)

Sans anomalie 43 % 25%
Hypogammaglobulinémie 27 % /
Réaction inflammatoire / 50 %
Réaction inflammatoire associée
. e .. 24 % /
a une hypogammaglobulinémie,

. 3% 25%
Pic monoclonal

(IgG) (IgM de type kappa)

Pic polyclonal 3% /
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M Réaction inflammatoire

M Hypogammaglobulinémie
M Pic monoclonal

M Augmentation polyclonale

M Sans anomalies

Figure 18 : Résultat d’électrophorése des protéines sériques

chez les patients avec LLC

M Sans anomalies significatives
M Réaction inflammatoire

M Pic monoclonal

Figure 19 : Résultat d’¢électrophorése des protéines sériques

chez les patients avec SLP-B non LLC.
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Une ¢électrophorése des protéines sériques a été réalisé sur 29 patients confirmés LLC, la
majorité des patients (43%) ne présentait aucune anomalie ; soulignons tout de méme la
présence d’une hypogammaglobulinémie dans 27% de cas. Nous avons pu, €galement,
distinguer 2 cas : le premier affichait un pic monoclonal dans la zone gamma de type IgG,

identifi¢ par immunofixation et le deuxiéme présentait une augmentation polyclonale.

Nos résultats sont comparables a ceux rapportés par la littérature : 49 % vs. 24 % (Chauzeix et

al., 2018) voire 74% vs. 24% (Parikh et al., 2015).

L’hypogammaglobulinemie semble étre I’immunodéficience la plus fréquente. Elle est plus
prononcée lorsque la maladie est a stade plus avancé et constitue un facteur de risque important
dans I’apparition des infections, cause majeure de la mortalité des patients avec LLC (Mauro
et al., 2017). Ainsi, une EPS normale semble &tre associée a des stades précoces de la maladie
en accord avec 1’asymptomatologie des patients, faisant d’elle un marqueur de bon pronostic

(Parikh et al., 2015).

Par ailleurs, la confrontation des données de I’EPS avec ceux de la cytométrie en flux nous ont
permis d’expliquer la biclonalité, phénomene rare, retrouvé chez un de nos patients. Enfin, la
présence d’'une gammapathie monoclonale, aurait un impact péjoratif sur la survie des patients

(Goli et al ., 2018).

V.2  Résultats du dosage des chaines légeres libres chez les patients avec LLC

Le dosage des chaines 1égéres libres sériques (« free light chain » ou FLC) par néphélémétrie
est une technique qui permet d’évaluer les taux de chaine k ou A libres et de suivre le ratio
RFLC (x/A), Sachant que ce ratio est considéré comme normal lorsqu’il est compris entre 0,26-

1,65.

La plupart de nos patients (64%) présentaient un ratio déséquilibré en faveur de la chaine 1égere
de type kappa chez 17 patients (soit 61%), contre un cas en faveur de la chaine 1égere lambda
(3%). Nos résultats se rapprochent de ceux de Sarris et al. (2013) qui rapportaient dans le cadre
d’une étude menée sur 153 patients : une restriction de type kappa dans 69% de cas, et une

restriction de type lambda dans 31% de cas. (Figure 19)

Une augmentation marquée des concentrations des chaines légere libres clonale impacte

défavorablement le pronostic.
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M En faveur d'une chaine légére
libre Kappa

M En faveur d'une chaine légére
libre Lambda

M Normal

Figure 19 : Résultats du dosage des chaines l1égéres libres chez les patients avec LLC
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Conclusion

Ce travail met en évidence I’importance de I’immunophénotypage par cytométrie en flux dans

la distinction de la leucémie lymphoide chronique des autres SLP-B.

Les différents résultats obtenus concernent : les données clinico-biologiques, 1’analyse
morphologique, 1’expression des molécules membranaires par immunophénotypage,
I’¢électrophorese des protéines sériques et le dosage des chaines 1égeres libres. Ils nous ont

permis de tirer les conclusions suivantes :

Les circonstances de découverte sont trés variables : une hyperleucocytose est généralement
présente chez tous les patients ; d’autres anomalies ont été parfois dépistées a I’hémogramme,
telles que 1’anémie et la thrombopénie. L’adénopathie et la splénomégalie semblent étre les
manifestations cliniques prédominantes. Néanmoins, certains patients peuvent &tre

asymptomatiques.

L’analyse morphologique occupe une place prépondérante dans le diagnostic de la LLC. Elle
permet de distinguer entre une LLC typique et une LLC atypique ou un autre SLP-B. Si
I’immunophénotypage est une analyse incontournable pour le diagnostic de la LLC son intérét

dans la classification des autres SLP-B non LLC reste discuté.

L’¢électrophorése des protéines sériques couplée a I’immunofixation ainsi que le dosage des
chaines légeres libres, tests complémentaires a visée pronostique, nous ont permis de détecter
la présence d’une hypogammaglobulinémie et d’'une gammapathie monoclonale, impactant

défavorablement le pronostic.
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Perspective

La recherche d’une molécule ultime exprimé de manicre spécifique sera toujours 1’objectif
principal des chercheurs. Décortiquer les aspects physiopathologiques de la maladie, réévaluer
les marqueurs membranaires ou cytoplasmiques exprimés dans un but diagnostique pourraient
étre utiles, car on ne peut jamais prévoir les résultats, ni présager d’une découverte qui pourrait
nous aider a une meilleure compréhension de la physiopathologie voire qui contribuerait a

1’¢laboration de nouvelles hypothéses.

En vue du nombre élevé de patients présentant une absence d’expression de chaines 1égéres
dans notre étude, nous suggérons une évaluation intra-cytoplasmique des chaines 1égéres ainsi
que I'utilisation de marqueurs monoclonaux membranaires pour une plus grande spécificité. Si
I’affirmation d’une absence de chaines 1égeres est confirmée, on se retrouvera confronté a un

phénotype rare et a une incidence qui n’a jamais été observée dans les autres populations !

En raison du manque de données cliniques, on ne pouvait pas faire une classification
pronostique adéquate des patients, telles que celles suggérées par Rai et Binet, ni de faire des
corrélations entre les manifestations cliniques et les résultats des tests pronostiques. Par ailleurs,
I’introduction de tests complémentaires (moléculaires et cytogénétiques) pourrait s’avérer
enrichissante, elle nous permettrait d’affiner le diagnostic différentiel des autres SLPC-B et

contribuerait a une meilleure compréhension de 1’étiologie.
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lymphocytes B. (Eclache ef al., 2013)
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Figure 2.A. : Structure du récepteur BCR des lymphocytes B. Le BCR est caractérisé par sa
diversité, qui permet au systtme immunitaire de reconnaitre une vaste gamme d’antigenes
étrangers. Ce dernier est composé de deux composantes : l'unit€é de reconnaissance
(I’'immunoglobuline liée a la membrane de surface) et 'unité de transmission composée des co-
récepteurs CD79a ou Iga et CD79b ou IgB .L’Ig est composé de 2 chaines lourdes (H) et 2
chaines légeres (L). Chaque chaine est composée d’une région constante C et d’une région
variable V. L’association des régions variables des deux chaines définit le site de fixation a
I’antigene. La région Constante est le déterminant de l'isotype d'immunoglobuline du BCR. 1l y
a 5 isotypes différents : IgM, IgG, IgA, IgE et IgD. (Alberts et al., 2017)
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Tableau L A. : Les principales entités des lymphomes a grandes et a petites
cellules B. (Diebold et al., 2008)

Tumeurs développées a partir de précurseurs B
Lymphome/leucémie lymphoblastique B

Tumeurs dévelo a partir des lymphocytes
s e Bppées pa y: yte
Leucémie lymphoide chronique / Lymphome lymphocytique
Leucémie prolymphocytaire

Lymphome lymphoplasmocytaire (Immunocytome)

Leucémie a tricholeucocytes

Lymphome de la zone marginale de type MALT

Lymphome splénique de la zone marginale
Lymphome ganglionnaire de la zone marginale
Lymphome folliculaire Grade |, Il

Lymphome des cellules du manteau
Plasmocytome/myélome multiple
Lymphome diffus a grandes cellules B
Lymphom B médiastinal

Lymphome de Burkitt
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L L L L Il 2n I
Cell cycle 6 b3 RNA DNA = Chromatin remodelling = BCR-NF-XB-TLR ?
apoptosis '5 = processing damage = Transcription = Bcell activation
=%
@

Figure 3.A. : Les altérations génétiques dans la leucémie lymphoide chronique (Fabbri et al., 2016)
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Tableau ILA. : Classification des tumeurs du tissue lymphoide de type B selon ’OMS
2016. (Swerdlow et al., 2016)

Leucémie lymphoide chronique / Lymphome lymphocytique

Lymphocytose B monoclonale *

Leucémie prolymphocytaire B

Lymphome de la zone marginale splénique

Leucémie a tricholeucocytes

Lymphome / Leucemie B splenique, non dassable

Lymphome B diffus s peftes cellules de la e rouge spléniqe

Leucemie 6 incholeucocytes - vanant

Lymphome lymphoplasmocytaire

Macroglobulinémic de Waldenstrom

Gammapathic monoclonale de signification indéterminée (MGUS) IgM *

Maladie des chaines lourdes

Maladie des chaines lourdes y

Maladie des chaines lourdes a

Gammapathic monoclonale de signification indéterminée (Monoclmal Gammapathy Unkuon Signifaction) 1gG/TgA *

My¢clome multiple

Plasmocytome solitaire osseux

Plasmocytome extra-osseux

Maladic des dépots d'immunoglobulines monoclonales *

Lymphome de la zone marginale extra-ganglionnaire du tissu lymphoide associé aux muqueuses (MALT)

Lymphome de la zone marginale ganglionnaire

Lymphome de la zme marginale ganglionnaire de type pédiatrique

Lymphome folliculaire

Néoplasic folliculaire in situ *

Lymphome folliculaire de type duodénal #

Lymphome folliculaire de type pédiatrique *

Lymphome G grandes cellules B avec réarrangement de IRF4 ¥

Lymphome centrofolliculaire cutané primitf

Lymphome a cellules du manteau

Néoplasic a cellules du manteau in situ *

Lymphome diffus  grandes cellules B (DLBCL), sans autre spécificité (NOS)

de type B du Centre Germinatif *

de type Activé B+

Lymphome a grandes cellules B, riche en lymphocytes T/ histiocytes

DLBCL primitif du systéme nerveux central

DLBCL primitif cutané, de type jambe

DLBCL EBV*, NOS *

Ulcére cutanéo-muguenx EBV* ¥

DLBCL associ¢ a une inflammation chronique

Granulomatose lymphomatoide

Lymphome médiastinal (thymique) primitif a grandes cellules B,

Lymphome a grandes cellules B intravasculaire

Lymphome a grandes cellules B, ALK*

Lymphome plasmablastique

Lymphome des séreuses

DLBCL HHVS*, sans autre spécificité *

Lymphome de Burkitt

Lymphome Burkitt-like avec aberration 11q*

Lymphome B de haut grade, avec réarrangement de MYC et BCL2et/ou BCL6*

Lymphome B de haut grade, NOS #

Lymphome B inclassable, avec des aspects intermédiaires entre un DLBCL et un lymphome de Hodgkin classique
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Tableau IIL.A. : Les micro RNA significatives identifiés dans la LLC. (Kipps et al., 2017)

MicroRINAs of identified significance in CLL

Chromosomal

MicroRNA location Gene(s) affected in CLL
mur-715a, mir-716-7 12g14 BCLZ2 CCND7T, TP5=2
mir-717-5p 123931 8BCL>2
mir-27 17923 8B8CL>2
mir-26a Ip222 PTEN
mir-29asb TqQ32 TCLT, MCL 1. CDK6
mir-29c 1932 MCLT, TCLT
mir-34a 1p36 BCL2 SIRT1
mir-34b 11923 TCLT
mir-70656 TqQ22 ITCH
mir-7146a 5333 IRAKT, TRAFG6
mir-750 19g13 FOXPFP1. GABT
mir-755 21921 INPPSD,. AICDA, SPI1, CEBFPB. QKI
mir-71871b sSqg33 BCL2 TCLT MCLTY
mir-223 xXqg12 HSP90B7
mir-342-3p 14322 E2F71
mir-650 22g11 EBF3. ING4Z, CDKT
mir-3676 17p13 TCLT

Clol

axpanson
Clonal Further
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®
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PR |

Dobbie Malze/Sprnger Natum

Figure 4.A. : La contribution de 1’épigénétique dans 1’évolution de la LLC
(Adolfo et al., 2017)
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Figure 5.A. : Les réponses différentielles de la signalisation BCR
et la variabilité clinique dans la LLC. (Packham et al., 2014)

IGHV-UM CLL ~40% [iIGHV-M cLL ~60%

= Neo-autoantigens Largely unknown
{apoptosis or oxidation) high-affinity
= Microbial antigens autoantigens

= Poor prognosis
= Biased slg repertoire
= More often
stereotyped BCR
= Low-affinity poly- or
self-reactive BCR
= High-risk gensetic lesions
= Higher degree of
clonal evolution

Figure 6.A. : Caractéristiques cliniques et biologiques des sous types IGHV-M
et IGHV-UM (Fabbri et al., 2016)
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Figure 7.A. : Un frottis sanguin d’un patient atteint de LL.C. Sang coloré au May-Grundwald
Giemsa montrant une LLC. a : lymphocyte B , b : une cellule éclaté (ombre de gumprecht) ,
¢ : prolymphocyte . Grossisement x 500 (Kipps et al., 2017).

¢

Tableau IV.A. : Réactivités antigéniques rapportées dans la LLC.
(Karp et Giannopoulos, 2013)

Antigen Stereotyped BC(Rs Non-stereotyped B(Rs References
IGHVI-18UM subset#1
IGHVI-2UM subset#1
Iﬁa"f-m : "Ih! !:l 6 IGHV3-2TUM
oxLDL iGH) ,’.Gimi M i 3 IGHV1-2UM 10, 51
“ IGHV3-30M '
IGHV3-2TUM subset#9
IGHVI-2UM subset#28
IGHV3-30.3UM subset#32
5. pneumoniae,
S. pyogenes,
E. faecium, IGHV3-30.3UM subset#32 mfm‘ 5,51
E. faecalis,
E. doacae
IGHVT-69UM
v IGHV4-34M subset#4 IGHV3-21M 44,45,60
IGHV3-2TUM
EBV IGHV4-34M subset#4 44,45
HOY IGHV4-59M subset#13 44
B-(1.6)-glucan IGHV3-7M V3-7Sh* 38
IGHVI-2UM subset#1
IGHVI-3UM subset#1
IGHVI-18M subset#1
IGHVI-69UM subset#6 SHVA-bUM
MYHIIA IGHV4-34M subset#4 1GHVI-3UM 17,18,44
IGHV4-39UM subset#8
IGHVI-69UM subset#9
IGHV3-2TUM subset#9
IGHVI-2UM subset#28
IGHVI-2UM subset#1
IGHVI-3UM subset#1
Vimentin IGHV1-5-7UM subset#1 IGHV3-30M 44,51,56
IGHV4-39UM subset#8
IGHV3-30.3UM subset#32
Filamin B IGHV1-5-7UM subset#1 IGHV1-2UM 51,56
Cofil IGHV3-21M subset#2 3 480
1 IGHVI-69UM subset#S - -

*defined by Hoogeboom et al. [38]; BCR — B cell receptor; /GHV — immunoglobulin variable heavy chain; oxLDL — oxidized low density lipoprotein; S. pneumoniae
— Streptococcus pneumoniae; S. pyogenes — Streptococcus pyogenes; E. foecium — Enterococcus faecium; E. foecalis — Enterococcus faecalis; E. doacae — Enterococcus
doacae; (MV — cytomegalovirus; EBV — Epstein-Barr virus; HCV — hepatitis C virus; MYHIIA — nonmuscle myosin heavy chain l1A.
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Figure |. Aspects morphologiques des différents synd lymphoprolifératifs chroniques B (SLPC-B).
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Figure 8.A. : Aspects morphologiques des différents syndromes lymphoprolifératifs
chroniques B (SLPC-B). (Troussard et al., 2016)
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Tableau V.A. : Antigénes d’intérét dans le diagnostic et le suivi des syndromes
lymphoproliferatifs chroniques B.

Tableau | - Antigénes d'intérét dans le diagnostic
et le suivi des syndromes lymphoprolifératifs chroniques B.

Exprussion normalo SLP-B
cos Lymphooytes T e minortd s ymphocyses B LLC,LCM
Lymphooytes B 6t T rmman.res (Cortrs germingst),
coo neutrophiics, minorts da mphooytes | LF
8 ot T maturs
coic Queiques lymphocyses B at T HCL. Pariols faibie axpression dans LLC, LPL, LZM, SIVL
cow Lymghooytes B ot plasmocytes Margueer o 2 ignéa 8
Marguewr do i ignée B,
R Lymphocytas B Fakio Inereitd d'sxpression dans LLC
Chainos i6gares
(appa ot lambda) Lymphooytes B Indicaiour do rstricion Isotypiquo
on surtace
Chainos lbgores
(appa ot lambda) Plasmocytas, ymphocyes 8 Indicaiour do restricion Isotypiquo
s Intracytoplasmique
Lyrmphooytes B Marpour o k2 Agnds 5. Fabls Imonshé Caxprasion dans LLC
— Faibioment posite cans ks lymphocytes B matoss. | Diagnostic dffdrsntisl LLC o utrs syncroma
Expromsion sgmentsa lors G ractvation. mEhoprliiatl chonigus COS+
co2e Expromsion iormédin sur procunseuns B ot T. LM
HCL, associd & CD108, CO11o ot CO1Z23.
cozs Lymphooytes B ot T activas. e RTaa e A
cozr WW‘ LLC, SLVL, MZL, LPL-MW
coe Coliuics contro-folicutaines, calluics T immaturos, DifSronciation plasmooytaire
plasmocytes Margueur pronosSgUe cans i LLC
coea Lymphooytes T ot minortd de lymphocysss B e ——
CD40d Lymphooytas B, T. NK. monooytes, plasmosylos Margueur pronosSqUe dans & LLC
— Frocurscurs B, plasmocytes. Exprossion variabio sur | Marguecr ds 12 ignse 8. Faibls Hensitd caxprossion
yphooytes B dans LLC
cost Lymphooytas B et T Intorts dagrosIgue dans k MM. MAD LLC
co1ea Minoms o lymphooytas B HCL ot rares MZL
co160 Lymphooytas NK at T CD8 HOLRLCT)
Macrophages, coliics dandriiGus, masiocytes,
co20 Doy, yrerocytas B ymphocyiis T actvis | DW9GROSHc afitsntil LLCLCM
afideonticl LLOLCM ot autre
FMCT Lymphooytos B maturs lell i SRS
Beok-2 Lymphooytes T, minorts de ymphooytes B 8
ZAP-TO Lymphooytas T, NK, prdcursaurs B Marguour pronosSgue dans i LLC

MRD: maiadic résidusio minimals, LLC - lowodmis ymphoide chroniqua, LF: ymphome follcuiaine, LCM: ymphome de mantcay, LZM : ymphoms

0s 2 yono marginaka, LPL-B: luodmie & prolym m&tm 8, MM: mySioma muitpia, LPL-MW : iymphome ymphopiasmocytare/makade de Wadensrom,
5LP-8: syndroma ymphoprolifdrat? chronigus B, SLVL: iymphome spiénigua 2 iymphooyiss villawd, HCL : Rary coff bulomis feucamio 2 Tioholkcucooytas)
Adapts dapras Craig of ol ()
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Tableau VI.A. : Agents thérapeutiques ciblant Le récepteur BCR et ces voies de signalisation
(Pleyer et al., 2009)

Table 1 | Agents targeting the BCR and downstream signaling pathways in CLL

Substance Mechanism of action Agant with additive Research status
or synergistic activity

Dasatinib Lyrvinhibtion, lower levels of BokxL Fludarabine* Cell lines and primary CLL cells®
and McH, elevated p53

Imatinib AbHnhibition ChlorambuciP In vitro*=

NU7026 Kinase inhibitor ChlorambuciP In vitro*

Genistein Kinase inhibitor, ZAP-70 Fludarabine Primary CLL cells**

Dasatinib (and imatinib)  c-Abkinhibition, prevent antiapoptotic Restores sensitivity to Primary lymph node and
CD40-program, restore drug sensitivity ~ fludarabine, bortezomib,  peripheral blood CLL samples®™®

roscovitine, ABT737

PP2 Lyn inhibition ND In vitro, primary CLL cefls®?

SUee56

U0126 MEK1 inhibitor Purine analogs EHEB CLL cell line, primary CLL

PD-88059 2Cda" cells™

LY294002 PI3K-inhibitor ND In vitro, primary CLL cells*®

LY333531 PKCB inhibitor ND In vitro, primary CLL cells*®

Bis| PKC inhibitor (classic and novel PI3K-inhibitor* In vitro, primary CLL cells*®
isoforms)

Staurosporine PKC inhibitor (nonselective) ND Phase I/Il in CLL, in vitro,

UCN-O1 primary CLL cefls*

PKC412 PKC inhibitor (classic isoforms) ND In vitro, primary CLL cells and

cell lines'™

Bryostatin-1 PKC modulator Rituximab®, fludarabine®  Phase Il in CLL*5t 451

Rottlerin PKC& and PKCB inhibitor, reduction of Vincristine® Primary CLL cells®
McHL and XIAP

APOZE6 Inhibits biosynthesis of NAD+ (involved ~ ND Phase I/1l in refractory CLL™
in DNA+epair)

GSKE90693 AKT ND Phase | in hematological

malignancies'®

Plerixafor (AMD3100),  Inhibitors of SDF-1/CXCR4 signaling, Fludarabine* Phase I/Il in CLL

T140, TC14012, inhibits stromal mediated protection Phase Il in other NHL, in vitro,

TN14003 primary CLL samples®

TCP168, AMD3465 Inhibitors of SDF-1/CXCR4 signaling, Fludarabine* In vitro, primary CLL samples*®
inhibits stromal mediated protection

AntiCCRT-Ab Anti-CCRT-Ab potential blockage of CLL  ND In vitro, primary CLL samples®

entry into secondary lymphoid tissue
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Matériel non biologique :

1. Les équipements :

Pipettes et micropipettes

Centrifugeuse
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' BD FACSCanto ||

Cytomeétre en flux a 8 couleurs (BD FACS CANTO II) :

Equipé de trois lasers : bleu (488 nm), rouge (633 nm) et violet (405 nm) et d'un passeur

d'échantillon haut débit permettant 1'automatisation du passage des échantillons en plaque.
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2. Les tampons

- PBS (phosphate buffered saline)

- Solution de lavage (Cell wash)

- Solution de la lyse : BD FACS Lysing solution
- Liquide de gaine pour le cytométre en flux

3. Les réactifs utilisés :

Tableau VILA. : Liste des réactifs utilisés pour I’immunophénotypage LLC-B.

Réactifs Fabricant

BD oncomark CD19percp / KappaFITC / Lambda PE/ CD20APC-H7 Tk

BD oncomark CD103g;rc/ CD79bpg /CD19Percp-cy5.5 / IgMAPC Dickinson,
Franklin Lakes,

BD oncomark CDSFITC /CD]OPE /CD19percp-cy5.5 / CDZZAPC New-Jersey
USA
BD oncomark FMC7FITC /CD23PE /CD19percp_cy5_5 /CD]]CPE

BD oncormark CD38FITC / CD56PE/ CD19percp_cy5,5
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PerCP-Cy5.5

550 600 750 800
Wavelength (nm)

Figure 9.A. : Exemple de longueurs d’ondes de différents fluorochromes

Fluorescence
Fluorochrome Emission Color Em-Max (nm)
Brilliant Violet™ 421 421
BD Horizon™ v450 448
Pacific Blue™ 452
BD Horizon™ V500 500
Alexa Fluor® 488 519
FITC 519
PE 578
BD Horizon PE-CF594 Orange 612
APC Red 660
Alexa Fluor® 647 Red 668
PE-Cy™™5 Red 667
PerCP Red 678
PerCP-Cy™™5.5 Far Red 695
Alexa Fluor® 700 Far Red 719
PE-Cy™7 Infrared 785
APC-Cy7 Infrared 785
BD APC-H7 Infrared 785

Figure 10.A. : Caractéristiques des fluorochromes les plus utilisés
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Mode opératoire :

1. Prélévement sanguin sur tube EDTA

Préparation des tubes

2. Le dépdt du sang sur les tubes

3. Lavage des échantillons (Tube
d’orientation, ou le tube contenant IgMs

4.  Vortex et centrifugation a 0.5RCF
pendant 5 minutes

5. Elimination du surnageant
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6. Dépot des marqueurs (anticorps
monoclonaux conjugués aux
fluorochromes)

Vortex et incubation pendant 20
minutes a ’abri de la lumiére.

7. Rajout de la solution de lyse
Vortex et incubation pendant 10 minutes

Centrifugation a 0.5 RCF pendant Smin

8. Verser le surnageant et I’éliminer

9.Rajout du PBS, les tubes sont préts
pour la lecture par le cytometre en flux
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Tableau VIIL.A. : résultats de I’hémogramme des patients de notre série. Normes
(Troussard et al., 2014)

Moyenne + SD 11,7+2,5

Hémoglobine (g /dl) N =87 |Médiane 11,9 11-17
Extrémes 1,8-16,6
Moyenne + SD 162,9 + 78,4

Plaquettes (g/L) N=70 |Médiane 153,5 100-400
Extrémes 40-365
36583,7
Moyenne + SD 287455
Globules blancs (Cellule N=56 |Médiane 26400 3500-10000
/mm3)

Extrémes 1300-144000
Moyenne + SD 72,4+ 14,8

Lymphocytes Totaux (%) N =101 |Médiane 73 15-50
Extrémes 34-96
Moyenne + SD 74,2 + 18,1
Lymphocyte B par rapport Médiane 78

10-15

aux lymphocytes Totaux (%) | \ = g9

Extrémes 10-97
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Résultat du marquage par cytométrie en flux d’un des 101 patients
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Marqueurs Expression Marqueurs Expression
CDs Positif CD2o Positif
CD79b Positif faible CD22 /
FMC7 Négatif CD103 Négatif
CD23 Positif CD38 Négatif
IgM Négatif CD44 Positif
CD1o Négatif CD56 Négatif

CD5 Positif Negatif

CD23 Positif Négatif
Expression sIg monotypique Faible Forte

FMC7 Négatif Positif
Expression de CD79b/CD22 Faible Fort

Score de matutes

1

CDs5 Positif (faible)
CD79b Négatif 1
FMC7 Négatif 1
CD23 Positif 1

Immunoglobuline de surface Négatif 1

Score de Matutes: 5/5
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