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Personnel enseignant de la Faculté de Pharmacie de Limoges

Le 1°" janvier 2024

Doyen de la Faculté

Monsieur le Professeur COURTIOUX Bertrand

Vice-doyen de la Faculté

Monsieur LEGER David, Maitre de conférences

Assesseurs de la Faculté

Monsieur le Professeur BATTU Serge, Assesseur pour la Formation Continue

Monsieur le Professeur PICARD Nicolas, Assesseur pour I'Innovation Pédagogique

Professeurs des Universités — Hospitalo-Universitaires

M. BARRAUD Olivier Microbiologie, parasitologie, immunologie et
hématologie

M. PICARD Nicolas Pharmacologie

Mme ROGEZ Sylvie Microbiologie, parasitologie, immunologie et
hématologie

M. SAINT-MARCOUX Franck Toxicologie

Professeurs des Universités — Universitaires

M. BATTU Serge Chimie analytique et bromatologie

M. COURTIOUX Bertrand Microbiologie, parasitologie, immunologie et
hématologie

M. DESMOULIERE Alexis Physiologie

M. DUROUX Jean-Luc Biophysique et mathématiques

Mme FAGNERE Catherine Chimie organique, thérapeutique et pharmacie
clinique

M. LIAGRE Bertrand Biochimie et biologie moléculaire

Mme MAMBU Lengo Pharmacognosie
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Mme POUGET Christelle

M. TROUILLAS Patrick

Mme VIANA Maryléne

Chimie organique, thérapeutique et pharmacie
clinique

Biophysique et mathématiques

Pharmacie galénique

Maitres de Conférences des Universités — Hospitalo-Universitaires

Mme. CHAUZEIX Jasmine

Mme DEMIOT Claire-Elise (*)

M. JOST Jérémy

Microbiologie, parasitologie, immunologie et
hématologie

Pharmacologie

Chimie organique, thérapeutique et pharmacie
clinique

Maitres de Conférences des Universités — Universitaires

Mme AUDITEAU Emilie

Mme BEAUBRUN-GIRY Karine
Mme BEGAUD Gaélle (*)
M. BILLET Fabrice

Mme BONAUD Amélie

M. CALLISTE Claude
M. CHEMIN Guillaume
Mme CLEDAT Dominique

M. COMBY Francis

M. FABRE Gabin

M. LABROUSSE Pascal (*)
Mme LAVERDET Betty

M. LAWSON Roland

M. LEGER David (¥)

Mme MARRE-FOURNIER Francgoise

Chimie organique, thérapeutique et pharmacie
clinique

Pharmacie galénique
Chimie analytique et bromatologie
Physiologie

Microbiologie, parasitologie, immunologie et
hématologie

Biophysique et mathématiques
Biochimie et biologie moléculaire
Chimie analytique et bromatologie

Chimie organique, thérapeutique et pharmacie
clinique

Biophysique et mathématiques
Botanique et cryptogamie
Pharmacie galénique
Pharmacologie

Biochimie et biologie moléculaire

Biochimie et biologie moléculaire
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M. MERCIER Aurélien

Mme MILLOT Marion (*)
Mme PASCAUD-MATHIEU Patricia

M. TOUBLET Frangois-Xavier

M. VIGNOLES Philippe (*)

Microbiologie, parasitologie, immunologie et
hématologie

Pharmacognosie
Pharmacie galénique

Chimie organique, thérapeutique et pharmacie
clinique

Biophysique et mathématiques

(*) Titulaire de I’Habilitation a Diriger des Recherches (HDR)

Professeur associé en service temporaire

M. FOUGERE Edouard

Chimie organique, thérapeutique et pharmacie
clinique

Assistant Hospitalo-Universitaire des disciplines pharmaceutiques

Mme MARCELLAUD Elodie

Chimie organique, thérapeutique et pharmacie
clinique

Attachés Temporaires d’Enseignement et de Recherche

M. DELMON Cédric

M. HAMION Guillaume

Mme SONDA Amar

Enseignants d’anglais

M. HEGARTY Andrew

Mme VERCELLIN Karen

Microbiologie, parasitologie, immunologie et
hématologie

Pharmacognosie, Botanique et Mycologie

Chimie analytique et bromatologie

Chargé de cours

Professeur certifié
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Remerciements

Au Professeur Sylvie Rogez, je vous remercie de m’avoir fait 'honneur de présider
ce jury de thése. J'en profite également pour vous remercier pour vos précieux conseils et
pour votre soutien tout au long de mon DES de Biologie Médicale a Limoges.

Au Professeur Jean Feuillard, je vous remercie d’avoir accepté de participer a mon
jury de thése jugeant ce travail des Sarah?. Merci pour votre bienveillance et pour vos
enseignements lors de mon passage dans votre laboratoire. Je suis impatiente de revenir dans
votre service pour mon Doctorat Junior.

Au Docteur Julie Abraham, je suis heureuse de vous compter parmi ce jury de thése.
Merci d’avoir pris de votre temps et d’avoir apporté votre expertise a I'évaluation de ce projet.

Au Docteur Jasmine Chauzeix, je te remercie d’avoir accepté mon invitation a ce jury
de thése, cela est un grand plaisir pour moi. Un grand merci pour ta gentillesse et ta
disponibilité a toutes mes questions de validation. Je retiendrai aussi tes talents de chanteuse
pour essayer de convaincre Sarah de ne pas retourner au soleil mais, le soleil et la mer ont
été malheureusement plus fort.

Au Docteur David Rizzo, je te remercie d’avoir répondu présent pour I'évaluation de
ce projet de thése. Je te remercie chaleureusement pour tes enseignements, ta disponibilité
et surtout pour ta gentillesse. Merci d’avoir toujours pris de ton temps pour répondre & mes
questions y compris celles qui arrivaient un peu plus tardivement que les autres. Enfin, jai
appris il N’y a pas trés longtemps que javais, un peu malgré moi, perpétué une tradition
réservée aux Sarah, qui consiste a « attraper » des suspicions de TIH avec toi et surtout de
découvrir un vendredi soir, non pas une mais deux valeurs positives sur I’AcuStar.

Au Docteur Sarah Nasraddine, ou Chef pour les intimes, je tenais a te remercier
sincérement d’avoir accepté de m’accompagner tout au long de cette aventure. D’avoir été a
la fois soutien moral, référent maquette/CV/lettre de motivation, ping-pongeuse de thése (ca
existe depuis aujourd’hui), influenceuse make-up (comme le savent les initi€s aux unboxing
de Sarirah make-up !l) et tellement plus au fil des vocaux (parce que 6 minutes c’est une
bonne moyenne) et des années. On dirait bien que la boucle est bouclée. Tu es la personne
qui m’a convaincu de venir a Limoges, la personne qui a mis du soleil dans ma grisaille
limougeaude et celle qui m’a guidé pour aboutir & la rédaction de ce manuscrit made in Sarah?.
Un trés trés grand merci.

Je souhaite également remercier I'ensemble du secteur de cytométrie a flux qui
m’ont accompagné tout au long de ce projet. Merci a Christelle, Patricia, Stéphane et
Aymane pour votre accueil, vos précieux conseils et votre bonne humeur. Merci d’avoir pris
le temps de me montrer les rouages de la CMF. Un grand merci a toi aussi Robin, I'ingénieur
de CMF volant (enfin doucement sur le volant, on sait ce qui se passe aprés), merci pour ton
aide précieuse, tes conseils en termes de compensation et surtout pour ta gentillesse et ta
bienveillance. Sans oublier mes chaleureux remerciements au secteur de biologie
moléculaire qui a également participé a ce projet de thése. Merci infiniment a vous Virginie,
Adélaide, Marjorie (et son pot de Nutella), Mélanie et Marie-Candys. Merci pour votre aide,
votre gentillesse et votre bonne humeur contagieuse. J’en profite également pour signaler que
je n’ai toujours pas eu le privilége de godlter ce fameux roulé au Nutella que tu m’as promis
Marj’, je dis ¢a, je dis rien.
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Au Dr Estelle Guerin, l'instigatrice de ce projet qui avait, avant de partir pour de
nouvelles aventures, commencé a I'imaginer, j'espére que tu seras satisfaite du travail que
nous avons accompli avec Sarah. Un grand merci pour tes enseignements et ta bienveillance
lors de mon passage au laboratoire d’'Hématologie.

Au Dr Magali Donnard, merci pour avoir partagé avec nous vos connaissances et de
nous avoir initié a la complexité de 'lhémostase.

Au Dr Franck Trimoreau, un grand merci pour votre gentillesse ainsi que pour ces
nombreuses heures passées avec vous autour d’'un microscope a nous transmettre votre
passion pour les cellules et la cytologie.

Au Dr Nathalie Gachard, un grand merci pour votre gentillesse et pour m’avoir fait
confiance avec votre base de données de patients DDX41 pour que j'y apporte ma petite
contribution et incrémente mes connaissances sur le sujet.

Au Dr Marine Dupont, un grand merci pour ta gentillesse, ta disponibilité et ton aide
précieuse, que ce soit en Hémato, en BVH ou au CDP par la suite.

Je tiens également a remercier 'ensemble des biologistes et techniciens qui m’ont
accompagné et m’ont tant appris tout au long de mon aventure limougeaude aussi bien en
Biochimie, en Hématologie, en Pharmacologie-Toxicologie, en Bactériologie, Virologie &
Hygiéne qu’en Immunologie.

e A la Biochimie : un grand merci a 'ensemble des biologistes, le Pr Franck Sturtz,
Dr Thierry Chianea, Pr Fréderic Favreau, Dr Yasser Baaj, Dr Marie-Agnés Costa
et des techniciens Marina, Myléne, Thomas, Marianne, Yves, Manon, Céline, les 2
Claires, Florence et tous les autres pour votre gentillesse et pour m’avoir guidé tout
au long de ce premier stage d’internat a vos cétés. Un grand merci aux Dr Pierre-
Antoine Faye et Dr Pauline Chazelas pour votre aide et votre confiance, jespére que
notre projet % recevra prochainement un retour favorable. Pour finir, je souhaiterai
également remercier les techniciens de nuit Christelle et Fabrice pour leur gentillesse,
leur bienveillance et pour ces supers moments passés en votre compagnie.

e Al'Hématologie : mes plus chaleureux remerciements vont aux techniciens du plateau
(ou plutét du « platal » comme dirait une certaine personne), un grand merci aux filles
d’hémostase Hilal, Andréa, Manon et Delphine pour votre constante bonne humeur
en témoignent les nombreuses blagues que vous avez imaginées et exécutées le plus
souvent & nos dépends ; la team cytologie Marléne, Sylvie, Elodie, Clément et
Lucile merci pour votre gentillesse et pour finir the last but not the least un grand merci
a la cytogénétique Mélanie, Virginie, Alexia et Catherine pour votre gentillesse,
votre bonne humeur et votre bienveillance et également pour m’avoir appris a classer
des chromosomes (enfin essayé, par ce que franchement ce sont presque tous les
mémes, on est d’accord ?). Et non Mélanie, ce n’est pas moi qui retarde tous les trains
Limoges-Paris.

e AlaPharmacologie-Toxicologie : je souhaite remercier tout particulierement 'équipe
de choc de Toxico avec laquelle j’ai eu la chance de travailler, Samia, Estelle, Denis,
Josiane, Caroline (et non je ne suis pas vraiment une délinquante) et Delphine. Merci
au Dr Souleiman EI Balkhi, tes journées doivent étre plus tranquilles depuis que je ne
viens plus te déranger 4 fois par jour. Je tenais a te remercie pour ton aide plus que
précieuse concernant mes trés nombreuses questions et ta bienveillance ;
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au Pr Franck Saint-Marcoux je vous remercie pour vos enseignements ; au Dr Marc
Labriffe merci pour ta gentillesse et ton aide infaillible tout au long du stage ; un grand
merci au Dr Caroline Monchaud, Dr Sylvain Couderc, William, Damien (pour sa
bonne humeur en garde), Sylvain D., Naima, Arnaud et a tous les autres pour votre
aide et votre bonne humeur. Pour finir, un énorme merci a notre maman caneton,
Charléne, pour ta patience et ta gentillesse en toute circonstance.

e A la Bactériologie, Virologie & Hygiéne : je tiens a remercier I'ensemble des
biologistes le Pr Marie-Cécile Ploy, Pr Olivier Barraud, Dr Fabien Garnier,
Pr Sébastien Hantz, Dr Sylvain Meyer, Pr Sophie Alain, Dr Aurélie Chabaud,
Dr Nadia Hidri et tous les autres, jai appris énormément a vos cbtés et ce n’était pas
gagné au départ au vu de mon incompatibilité avec les micro-organismes. Un grand
merci tout particulierement a toi Nadia pour ta gentillesse et pour avoir partagé tes
connaissances immenses avec moi. Je souhaite remercier aussi tous les techniciens
du service Amélie, Marie, Sophie, Gaelle, Aurélie, Karine, les Emilie, Marion et
tous les autres pour votre patience, votre bonne humeur et votre gentillesse.

e A l'lmmunologie: un grand merci au Pr Marie-Odile Jauberteau pour votre
gentillesse et vos enseignements sur le sujet de 'auto-immunité qui vous passionne et
cela se ressent ; au Dr Guillaume Olombel, merci pour tes enseignements et pour ta
disponibilité tout au long du stage ; au Dr Virginie Pascal et Dr Matthieu Filloux pour
votre gentillesse et le partage de vos connaissances. Je tiens également a remercier
Stéphane et Alexandre pour votre bonne humeur quotidienne et vos petites piques
bien placées. Tu vois Stéphane, tu as ici la preuve que je travaille, parfois ; Angélique,
Alice, Benjamin et Isabelle qui a mise en évidence que mon chiffre fétiche était le 12,
en rapport au nombre d'IFIX ajoutés certains jours. Maintenant que je suis partie le
nombre d’ajout d’'IFIX va pouvoir retrouver son niveau basal ; Frangois, ta gentillesse
et le partage de tes connaissances sans limite a su m’accompagner tout le long du
stage, je t'en remercie ; Jeanne, merci pour ta bonne humeur et ton rire contagieux ;
Amandine, Lisa et Lakhdar, un grand merci pour votre gentillesse et votre bonne
humeur ; sans oublier le Dr Ahmed Boumediene et toute I'équipe du HLA.

Je souhaite également remercier toutes les personnes qui nous ont guidé et formé a la
RCL, merci a vous, Coline, Xavier, Marie, Béa, Karine et tous les autres pour votre bonne
humeur.

A ma petite Marie-Frangoise merci infiniment pour ta bonne humeur, ton humour et ta
bienveillance. Ce qui a commencé par une livraison de colis s’est développé en un belle
complicité. Je n'oublie pas de t'envoyer des updates réguliers sur la pousse de Marie-Thérése
sous le soleil toulousain.

Un énorme merci aux infirmiéres et infirmiers du CDP, Sandra, Valérie, Myriam,
Laurence, Anita et Stéphane pour votre patience et votre aide précieuse a la réalisation de
mes 40 prises de sang mais, également pour votre gentillesse et votre bonne humeur.

Pour finir, quelques mots pour remercier David et Carole, toujours présent avec le
sourire et la bonne humeur. Votre gentillesse n'a pas d’égal, un grand merci a vous.
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A ma famille,

Je souhaite témoigner mon immense reconnaissance a mes parents qui ont toujours
su m’encourager, me réconforter et me sentir aimée. Votre soutien sans faille m’a toujours
accompagné et m’a permis d’entreprendre et de réaliser mes réves et mes aspirations pour
devenir la femme que je suis aujourd’hui. Je vous aime \ 4

A ma trés chére Maman, ton amour et tes bons petits plats qu’ils soient partagés a la
maison ou dans un congélateur a plusieurs centaines de kilométres de toi, n'ont cessé de me
réconforter toutes ces années. Un grand merci pour tous ces merveilleux souvenirs et pour
tous ces moments qu’il nous reste encore a partager (les cascades en moins s'il te plait).

A mon petit Papa, plombier, électricien, réparateur et conseillé automobile préféré. A
ton humour inimitable et & nos longues heures passées a écouter et découvrir de nouveaux
(ou pas si nouveau) morceaux. Merci d’étre celui qui m’encourage et me soutien dans 'ombre.

A mes grands-parents qui ne peuvent pas étre présent pour cette journée si
particuliére, je pense fort a vous .

A ma Tante, Michelle, Bernard, Jean-Michel, Stéphanie, Marion et Emilie, mes
oncles et tantes merci pour ces délicieux souvenirs d’enfance salés et pleins d’embruns sous
le soleil des Landes “. A mon Coco, le frere dont je ne voulais pas mais dont je ne pourrai
pas me passer, ton rire et les merveilleux souvenirs que nous partageons immortalisés avec
son objectif par Maman aussi bien sur le perron de chez Mamie ou sur les pistes de Saint-Lary
ont mis du soleil dans la grisaille limougeaude.

A mon tonton Pierre, depuis le moment ou jai chaussé des skis X pour la premiére
fois, au moment ou tu m’as donné mon premier cours (et tous ceux qui ont suivi par la suite),
a ma premiére paire de ski et & nos innombrables chocolats chaud, je voulais te dire merci
pour tous ces merveilleux moments partagés avec toi et tous ceux a venir.

Pour finir, a Christine, qui m’a vu grandit ainsi qu’a Karine et Manu, merci de venir
jusqu’a Limoges pour m’encourager et me soutenir. Cela me touche beaucoup.
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A mes ami(e)s,

A ma toute premiére rencontre limougeaude, ma petite Shasha ou pour les plus initiés
La Shan %, ma testeuse de restaurants, brunchs et salons de thé, ma partenaire de concerts,
de squash, de Brive Festival, de cartes postales, de week-ends, de vacances et d’aventures
en tout genre, je n'aurais pas pu imaginer une meilleure personne pour partager mon internat
a Limoges. Et méme si tu prononces week-end « uik-end », que le terme dialyse et bien... ne
ressemble plus a de la dialyse (je sais méme pas comment je peux I'écrire), un comble pour
une néphrologue et que tu nous sers du « entre midi » a chaque pause déjeuner jespére (c’est
une certitude désolé mais, tu es coincé avec moi) que I'on partagera encore de magnifiques
moments a Toulouse, Paris et dans nos nouvelles destinations (le réveil salé en moins).

A mes GP Girls = @ 4, vous mettez toujours un peu plus de folie dans mon quotidien
Limougeaud. A la pétillante Marine, ta joie de vivre et ton énergie ne sont jamais bien loin
méme si tu es un peu exilée sur ton ile ce semestre. A notre Dark Lauréne qui ne cesse de
nous surprendre et met toujours plus de paillettes bleues (biodégradables s'il vous plait) dans
nos couvertures GP. A mes berlinoises préférées X, je crois bien que je n’ai jamais autant ri
(et manger on va pas se mentir) pendant 5 jours **. A la douce mais imprévisible Abetare, tu
es le calme avant la tempéte, tous aux abris si le feu kosovar est libéré car ton humour
n’épargnera personne. A mes sardines Sardes qui zinzembre mes soirées ©, ala seule et
unique Zulie avec qui nous avons partagé tant de pistaches et de citrons (je parle des fruits
bien évidemment) mais également de brunchs (et surtout le plus important... des restes de
brunch), des paillettes, des vidéos de bébé chiots, de corgis et de bébé corgis. Merci d’embellir
ma vie a coup de zestes de citron acidulés. Pour cloturer cette belle brochette, comment ne
pas parler de celle qui nous lie toutes, notre Oreo Girl qui le vaut toujours bien, notre
Saoussane adoré. Le rayon de soleil qui vous réchauffe le coeur en un éclat de rire mais aussi
et surtout grace a sa gentillesse. Nous avons échangé pas mal de sel tout au long des
Chroniques de Saousserthon et tellement de fou rire aussi, merci de n’étre jamais bien loin
malgré ta train-ite aiglie (mais je ne parlerai pas de Vierzon, ici, ce n’est pas le sujet). Pour
satisfaire ton coté littéraire (et de dévoreuse de livre), je terminerai avec cette phrase de
Séneque. « La vie, ce n’est pas d’attendre que les orages passent (et tu sais de quoi je parle),
c’est d’apprendre comment danser sous la pluie. » Et bien, jai trouvé grace a toi de
magnifiques personnes pour danser sous la pluie.

A mes Comeétes -, et dire que tout a commencer au 2° étage de linternat, pour se
poursuivre dans un trio VP Com a imaginer des affiches toujours plus originales et finalement
conduire sur une super amitié pleine de couleurs, de shopping et de belles soirées. Merci
d’étre des Comeétes de choc, toi Lucia avec tes punchlines pleines d’humours et toi Elora avec
ta sportivité légendaire et toutes ces belles qualités que vous possédez.

Au reste de la famille Pradére (depuis 1996) vous étes des fous mais je vous adore.
A Lise, ma partenaire de soirée (parce que 6h du mat’ c’est pas si tard) avec qui c’est tellement
plus drble de visiter le musée de la porcelaine et a Mika pour toutes ses fausses notes lors de
nos karaokés Disney et pour ton humour quelque peu décapant. Sans oublier la derniére
addition a nos brunchs, Cacahuéte tu te reconnaitras, merci de nous avoir accompagné dans
le mois infernal des théses avec humour et bonne humeur... tu es le prochain

A mes deux petits @, toi Héloise ma partenaire de squash intransigeante mais,
tellement douce et gentille une fois les raquettes au placard et toi la lumineuse Charlotte avec
qui les potins et les fous rires n’ont qu’a bien se tenir. Je vous adore les bombasses.
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A toutes ces belles rencontres a I'internat, nos organisatrices de soirées hors paires la
pétillante Laura et la lumineuse Audrey (sans oublier Cyril), les irréductibles Juju < et
Cédric, Dom, MH, Victor, Manon, Jade, Marie, Clem et Paul, Laura, Alix, Ophélie, Scott,
Théo et les autres pour tous ces bons moments, ces repas, ces soirées... que I'on a passé
ensemble dans notre nouvelle maison qu’était I'internat et a tous ceux qui ont suivi depuis.

Aux inimitables plaquettes en amas qui ne s’agglutinent jamais trop loin les unes des
autres (en tout cas, pas trés longtemps). Le hasard a tellement bien fait les choses en nous
réunissant dés le début de notre internat dans une ambiance avec une cohésion de groupe
incroyable (grace a Tom/Léo bien évidemment). A ma petite Nini ¢, toujours heureuse et
pleine de douceur sauf lorsque 12h arrive et que I'hypoglycémie se fait sentir. A nos excursions
plages, escape game, shopping (et nos razzia chaussure chez Repetto), godter (bien
évidemment) et tant d’autres. Tu es la seule et unique personne a avoir réussi I'exploit de me
faire courir 5 km sous la pluie et ce n’était méme pas pour des chaussures. Merci pour tous
ces magnifiques moments et pour tous ceux qui reste a venir. A notre Carcassonnaise préféré,
toi dont I'accent me fait sentir a la maison, notre Manouz & qui nous a abandonné pour le
3% étage. Merci pour ces nombreux moments de rigolade a la plage, au ski ou a Limoges, pour
ces anecdotes sur tes mésaventures (et nous savons qu’il y en a un grand nombre), pour tous
ces objets égarés (ou trop bien rangés) a retrouver mais aussi pour avoir transformer nos
placards a interne en placard a Manon. Enfin, a Tom et a ma superbe salade en pot, on aura
bien rigolé a tes dépens. Et parce que ce n’est pas facile de cohabiter dans un bureau avec 3
puis 4 filles, tu as bien mérité tes 3 lignes de remerciements dans cette thése jajouterai un
grand merci pour ton aide en bactério et pour ces incroyables valides de viro, trés qualitatives.

A mes Rgirls ® , Florence et la Queen Cycy, nous partageons depuis ce jour oli nous
nous sommes retrouvées dans le méme bureau, une passion certaine pour R Studio. Bon
heureusement, on en partage aussi d’autres... notamment les cookies, la moussaka, la féta
et toutes ses bonnes choses qui ont fait que nous avons passé de supers moments pendant
ses longs mois d’hiver. Cependant, je ne peux pas parler des Rgirls sans les trés célébres
regards dont Cycy a le secret et qui te font réaliser instantanément que oui tu as oublié le
téléphone et que non ce n’est pas ta standardiste personnelle. Tu nous auras bien fait rigoler
Cycy. Un grand merci également a Dorian qui ne sait pas dire non (méme si on a essayé) et
dont la gentillesse n’a pas d’égal ainsi, qu’a Pauline, ma référente médico-légal dont les
nombreuses anecdotes loquaces, les points nécrologie de La Dépéche et les ateliers couture
ont ponctué cette nouvelle expérience.

A la team BVH, Emilien (le dompteur de tique professionnel), les parisiennes de retour
en province Alix et Marie-Sarah, Francky qui n’aime pas perdre contre Manon au baby,
GusGus, le petit 2000 de la bande et notre chasseuse de catastrophes naturelles en série,
Ines, merci d’avoir fait de moi, a mon insu bien évidemment, une supportrice de baby-foot et
de m’expliquer encore les régles a chaque pause déjeuner. Et aussi a notre super externe de
choc, Amélie, qui depuis est devenue grande.

A la team immuno, aka. Electrogirl, Timothy Grass et La pro de la moucheture,
merci d’avoir eu la patience de me supporter ce semestre. On aura bien rigolé dans ce petit
bureau, avec nos bouts de table et nos chaises pliantes. A Séléna, on se retrouve ton K-way
mariniére, tes bottes en caoutchouc et ton sous-sol pour des aventures toulousaines le 2 mai
et a Timothy, notre cahier des allergénes sur pates grace a toi, je peux voir tous les jours que
mes allergies sont présentes toute I'année, merci (je le savais déja &@). Tu vas enfin pouvoir
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retrouver ta tranquillité sans nous, ta toux chronique et ton dacryoserum, envoi-nous de tes
nouvelles pour que I'on s’assure que toute la petite famille survive a un nouvel hiver.

A mes autres co-internes, avec qui je n’ai pas eu la chance de partager de stage
mais, nous nous sommes quand méme rattrapés pour partager de supers moments.
A Chieu-An, notre it-girl parisienne ; les toulousains en exil Sami et le Tibs ; Chloé, la douce
grenobloise avec qui nous affrontons tous ces mangeurs de viande ; Ludivine 'aventureuse
volante ; ma petite pyrénéenne que j'ai vu grandir, Charlotte ; Dark Lulu dont la réputation le
précéde ; Lucie, avec qui nous partageons une aventure ¥ qui ne s’apparentait pas a un
roman photo sur nos derniéres vacances, mais une experience pas toujours de tout repos.
Merci pour ton aide, ton soutien infaillible et pour m’avoir fait réaliser qu’au final, je ne suis pas
celle qui rale le plus méme si je me défends plutét bien ; Candice avec qui je partage le talent
certain de parler sans réfléchir merci de me faire sentir un peu moins boulet dans ces
situations %@ ; Cassandra, merci pour ta gentillesse et tes bon conseils, a notre futur partage
de bureau ; Maxime, merci pour ta gentillesse et ton aide toujours précieuse.

A vous mes fiers chevaliers toulousains et votre groupe qui change de nom plus vite
que son ombre et a une notification par seconde en heure de pointe, sur le périph. Vous m’avez
fait me sentir un peu moins limogée si loin de Toulouse avec vos blagues, pas toujours de tres
bon gout, mais ¢a c’est Nico, cela explique beaucoup si ce n’est tout. A Benji ¥ et son rire
communicatif, qui ne peut malheureusement pas étre retranscrit par message mais qui apporte
réconfort autour de soi. A Matthieu et sa force tranquille qui affronte la tempéte Justine au
quotidien et la suit dans toutes ses aventures (qui finisse rarement sans égratignures, il n’y a
gu’a observer sa voiture). Mais aussi a Vincent, la 2° addition au package, toujours tapi dans
'ombre a l'afft de la moindre opportunité d’étre impitoyablement drole, merci d’étre aussi
divertissant (un peu moins lorsque c’est a mes dépends). A Bryan et a sa répartie qui arrive
toujours a point. A Camille notre terreur des vigiles, Antoine le barista de I'extréme au milieu
de tous amateurs de thé, la douce Marion, Rima notre danseuse attitrée et Blandine la
2° limogée. Vous tous que j'ai surtout appris a connaitre a travers ce groupe, un grand merci
pour m’avoir laissé vous découvrir avec votre gentillesse, votre bonne humeur et vos
chamailleries. Je suis impatiente de poursuivre cette découverte et surtout de rencontrer tous
les personnages de I'ombres pour lesquels chaque interventions sont historiques.

Pour compléter cette joyeuse bande, il ne manque plus que mes triplés, mes 2 tiers
restant, Madaulette % et FloFlo & avec lesquelles les révisions du concours ressemblaient
plus a de la rigolade qu’a du travail (malgré nos séances quotidiennes d’exercices matinaux)
sans oublier quelques pauses shopping. Nous sommes parties a la conquétes de Rungis puis,
nous avons ensuite chassés les coups de soleil # a la plage et plus récemment les gelati
romaines et florentines avec un certain nombre de péripéties qui sont devenues notre marque
de fabrique pour des moments magiques et inoubliables. A nos (trés) prochaines conquétes !

Avec les années pharma, il y a aussi les années PACES et ma trés chére Andréa, le
Caducée, les révisions, les pauses, beaucoup de pauses, les journées en amphi et puis, les
vacances, vale, vale. Nos chemins ne sont aujourd’hui plus aussi paralléles qu’avant mais
heureusement, ils continuent de s’inter-croiser pour mon plus grand bonheur.

A la plus ancienne de mes amies avec laquelle j'ai passé mes meilleures années de
lycée, ma petite Rosou 2 qui habite désormais dans des contrés canadiennes lointaines mais
avec laquelle nous discutons toujours comme si la derniére fois que I'on ne s’était pas vu, ce
n’était qu’hier, alors qu’hier a prit quelques rides. Cette année c’est la bonne *.
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Liste des abréviations

a : pente de la droite de régression

AEG : altération de I'état général

AICD : activation-induced cell death

AITL : angioimmunoblastic T-cell lymphoma

ALK-ALCL : ALK-negative anaplastic large cell lymphoma
ALK+ALCL : ALK-positive anaplastic large cell lymphoma
APC : allophycocyanin

ATM : ataxia telangiectasia mutated

AUC : area under the curve

b : origine de la droite de régression

Bcl-2 : B-cell lymphoma 2

BIA-ALCL : breast implant-associated anaplastic large cell lymphoma
BM : biologie moléculaire

CAR-T cells : chimeric antigen receptor-T cells

CCL5 : C-C motif chemokine ligand 5

CCL19 : C-C motif chemokine ligand 19

CCL21 : C-C motif chemokine ligand 21

CCL25 : C-C motif chemokine ligand 25

CCRY : C-C motif chemokine receptor 7

CCR9 : C-C motif chemokine receptor 9

CD : cluster de différenciation

CDR : complementarity-determining region

CHOP : cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine et prednisone
CLP : common lymphoid progenitor

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité

CMF : cytométrie en flux

CMJ : corticomedullary junction

CMV : cytomégalovirus

COFRAC : Comité Francais d'Accréditation

COL29A1 : collagen 29

CRP : C-reactive protein

CSH : cellule souche hématopoiétique
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CXCL9 : CXC motif chemokine ligand 9
CXCL12 : CXC motif chemokine ligand 12
CXCRA4 : CXC motif chemokine receptor 4
DLL4 : delta like canonical notch ligand 4

DN : double négatif

DP : double positif

DUPS22 : dual-specificity phosphatase-22
EBV : Epstein-Barr virus

ECD : R Phycoerythrin-Texas Red®

ECOG : Eastern Cooperative Oncology Group
ERBB4 : ErbB2 receptor tyrosine kinase 4
ERK : extracellular requlated kinase

Fas : first apoptosis signal

FITC : fluorescein isothiocyanate

FIt-3 : fms like tyrosine kinase 3

FN : faux négatifs

FP : faux positifs

FR : framework region

FRET : fluorescence resonance energy transfer
FSC : forward scatter

HDAC : histone désacétylase

HSCT : hematopoietic stem cell transplantation
HTLV-1 : human T-cell leukemia virus-1

IC : intervalle de confiance

IFNa : interferon a

IFNy : interferon y

IL-1B : interleukine-1p

IL-6 : interleukine 6

IL-7 : interleukine 7

IL-7R : interleukine 7 receptor

IL-15 : interleukine 15

ITAM : immunoreceptor family tyrosine-based activation motif
JAK : Janus kinase

KIR : killer cell immunoglobulin-like receptors
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KO : krome orange

LB : lymphocyte B

LCR : liquide céphalorachidien

LDH : lactate deshydrogénase

LNH T : lymphome non Hodgkinien T
LT : lymphocyte T

Lin : lineage

MEK : MAPK kinase extracellular-signal requlated kinase

MF : mycosis fungoides

MNI : mononucléose infectieuse
MO : moelle osseuse

MRD : measurable residual disease
MS : maladie stable

MTCP1 : mature T-cell proliferation 1
n : nombre de prélévements

NFS : numération formule sanguine
NGS : next-generation sequencing
NHEJ : non-homologous end-joining
NK : natural killer

OMS : organisation mondiale de la santé
ORR : overall response rate

OS : overall survival

PB : Pacific Blue™

PBS : phosphate-buffered saline
PCR : polymerase chain reaction
PE : phycoerythrin

pdb : paire de base

PD-1 : programmed death-1

PFS : progression-free survival
PI3K : phosphatidylinositol-3-kinase
PKB : protéine kinase B

PM : progression de la maladie
PMT : photomultiplier tubes

PNN : polynucléaires neutrophiles
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PSGLA1 : platelet-selectin glycoprotein ligand-1

PTCL : peripheral T-cell lymphomas

PTCL-NOS : peripheral T-cell ymphomas not otherwise specified
r : coefficient de corrélation

r? : coefficient de détermination linéaire de Pearson
RAG : recombination activating gene

RC : rémission compléete

ROC : Receiving Operator Characteristic

RP : rémission partielle

RSS : recombination signal sequence

sCD3 : CD3 de surface

SDF-1 : stromal cell-derived factor 1

Se : sensibilité

SHE : syndrome hyperéosinophilique

SP : simple positif

Spe : spécificité

SS : syndrome de Sézary

SSC : side scatters

STAT : signal transducers and activators of transcription
TCL-1 : T-cell leukemia/lymphoma 1

TdT : terminal deoxynucleotidyl transferase

TEC : cellules endothéliales thymiques

TFH : T follicular helper

TSEBT : total skin electron beam therapy

NK-LGL : NK-cell large granular lymphocyte

T-LGLL : T-cell large granular lymphocyte leukaemia
T-PLL : T-cell prolymphocytic leukaemia

VN : vrais négatifs

VP : vrais positifs
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Introduction

Les syndromes lymphoprolifératifs T constituent un ensemble de pathologies
hétérogénes rares ne représentant que 10-15% des lymphomes non-Hodgkiniens (1). Ces
entités regroupées sous le nom de lymphopathies a cellules T ou NK dans la cinquiéme édition
de la classification des hémopathies lymphoides de I'Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) sont constituées de neuf groupes de néoplasies déterminés en fonction de leur origine
cellulaire, du stade de leur différenciation, de la clinique, des localisations ainsi que des
paramétres biologiques retrouvés (2). De maniére générale, ce type d’affection se développe
chez des sujets agés indépendamment du sexe excepté une légére prédominance masculine
retrouvées dans certaines formes.

La manifestation de ces pathologies se caractérise par la prolifération d’'un clone
lymphocytaire T qui peut étre localisé au sein d’'une structure tissulaire ou ganglionnaire mais
eégalement présenter un passage sanguin ou un envahissement médullaire dans les cas les
plus avancés. La mise en évidence de ce clone au diagnostic est indispensable afin de
confirmer la suspicion de lymphopathie T. Pour cela, différents moyens peuvent étre utilisés
tels que lhistologie des coupes biopsiques, la cytologie, la biologie moléculaire (BM),
l'immunophénotypage ou encore la génétique et 'imagerie. Cependant, la mise en évidence
de cette population anormale n’est pas chose facile tant d’'un point de vue clinique, de par la
diversité des formes pouvant étre retrouvées, que d’'un point de vue biologique, de par la
difficulté a mettre en évidence cette population chez certains patients. En effet, il est parfois
compliqué de différencier le caractére réactionnel du caractére clonal d’'une population
suspecte retrouvée en cytologie. Pour cela, la BM sera généralement la technique la plus
sensible pour différencier ces deux états et celle-ci viendra compléter les observations
microscopiques ou immunophénotypiques, qui dans de nombreux cas, ne peuvent déterminer
a elles seules la nature tumorale de la population cellulaire suspecte (3).

Le développement de nouvelles méthodes plus rapides et moins couteuses était donc
une nécessité dans le domaine des lymphopathies T. Ainsi, I'objectif de ce projet de thése
s’inscrit dans cette problématique en se basant sur les recherches d'une équipe de la
Mayo Clinic aux Etats-Unis qui a développé un nouveau marqueur utilisable en cytométrie en
flux (CMF). Il s’agit d’'un anticorps anti-domaine constant C1 de la chaine 3 du TCR (TRBC1)
exprimé de maniére eéquillibré en condition physiologique et désequilibré en condition clonale.
Les cytomeétres en flux étant des automates de plus en plus disponibles dans les laboratoires
de biologie médicale de par les nombreux avantages qu’ils présentent tels que la rapidité du
rendu de résultats ou encore I'importante diversité des anticorps utilisables en combinaison
pour obtenir un immunophénotypage de plus en plus précis. Ce nouveau panel constitue un
espoir diagnostic majeur dans les lymphopathies T (4-8).

Ce manuscrit retrace par conséquent le travail de développement et de mise en place
de ce nouveau panel TRBC1 prometteur au sein du laboratoire d’hématologie du CHU de
Limoges dans un premier temps puis, dans un second temps, du retraitement et de I'analyse
des résultats obtenus sur la cohorte de patients.
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I. Physiologie lymphocytaire T

Les lymphocytes T (LT) sont des cellules sanguines appartenant a la famille des
globules blancs. lls participent avec les lymphocytes B (LB) a la réponse immunitaire
adaptative contrairement aux polynucléaires, macrophages, cellules dendritiques et cellules
natural killer (NK) qui jouent un réle dans la réponse immunitaire innée. Ces deux types de
réactions immunitaires permettent a l'organisme de se défendre contre des éléments
perturbateurs tels que des infections (bactériennes, virales ou parasitaires) mais aussi des
cellules tumorales (9) (Figure 1). L'efficacité de cette immunité cellulaire médiée par les LT
repose sur une lymphopoiése T efficace parfaitement orchestrée et capable de générer une
cellule fonctionnelle. Ce sont les étapes permettant d’obtenir cette derniére qui seront
abordées dans cette premiére partie du manuscrit.
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Figure 1 : Effecteurs de 'immunité innée et adaptative

I.1. Ontogenése T

La lymphopoiese T (Figure 2) regroupe un certain nombre d’étapes permettant la
libération dans la circulation sanguine d’un lymphocyte T naif prét a répondre a une stimulation
antigénique pour terminer son activation. En effet, la génération des lymphocytes T débute
dans la moelle osseuse (MO) a partir d’'une cellule souche hématopoiétique (CSH) qui va
progressivement acquérir des propriétés de différenciation propres a la lignée T grace a
plusieurs étapes clés permettant a cette cellule de maturer et de migrer dans divers organes
notamment le thymus. Enfin, des étapes de sélection permettront de ne conserver que les LT
ayant acquis une tolérance pour les molécules du soi (9-11).
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Figure 2 : Lymphopoiése T

1.1.1. Développement médullaire

Les lymphocytes T, B et les cellules NK dérivent toutes d’'un progéniteur lymphoide
commun (CLP) de localisation médullaire qui provient lui-méme d’'une CSH. Cette CSH est
douée de capacités d’auto-renouvellement et de différenciation pour donner des cellules plus
avancées dans un lignage et ce, en fonction des facteurs exprimés par I'environnement
cellulaire (12). Entre autres, la stimulation des voies médiées par I'lL-7 grace a son récepteur
dédié (IL-7Ra) favorise I'engagement de la cellule dans la lignée lymphoide (13-14).

1.1.2. Développement thymique

.1.2.1. Thymus

Le thymus est un organe bilobé situé en avant du cceur (15). Chacun de ces lobes est
composé de lobules présentant une région corticale (externe) et une région médullaire
(interne) (Figure 3). Cet organe joue un réle crucial dans le systéme de défense immunitaire
du corps humain et plus précisément dans la constitution du systéme de défense adaptatif
(16). Cependant, dés I'age de la puberté, cette structure involue pour finalement ne constituer
gu'une masse graisseuse non fonctionnelle. Ainsi, le role du thymus se concentre
essentiellement entre le troisiéme et quatrieme mois de la vie foetale marquant le début de la
différenciation des LT et I'age adulte (11). Un certain nombre d’études ont montré que des
enfants ayant subi une ablation du thymus (ou thymectomie) au cours de la période néonatale
(28 premiers jours de vie) n’étaient pas significativement plus sujets a des phénomenes d’auto-
immunité ou d’infection que des adultes n’ayant pas subit ce type d’intervention durant leur
enfance. A l'inverse, une thymectomie ou un développement insuffisant pendant la vie foetale
pourra entrainer un défaut de production de cellules T, aussi appelé syndrome de Di George
(16-17).
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Figure 3 : Structure du thymus adapté d’aprés Vaidya et al. (18)

1.1.2.2. Migration et maturation

Comme la MO, le thymus est un organe lymphoide primaire dans lequel les LT se
différencient, proliféerent et sont sélectionnés. En effet, les CLP vont quitter la MO pour
poursuivre leur différenciation au niveau du thymus. Seules les cellules exprimant le ligand a
la P-selectine (Platelet-selectin glycoprotein ligand-1) pourront interagir avec la P-sélectine
présente sur les cellules thymiques endothéliales, et ainsi élire domicile dans le thymus
(16) (19).

Une fois dans le thymus, les CLP vont migrer dans les différentes structures de cet
organe pour compléter leur maturation grace aux vaisseaux sanguins présents au niveau de
la jonction cortico-médullaire (CMJ). La migration couplée a la maturation des thymocytes de
la région corticale vers la région médullaire sera initiée par divers ligands membranaires,
chémokines et cytokines produites par les cellules stromales implantées dans ces deux
régions. Ces cellules stromales prennent le nom de cellules endothéliales thymiques (TEC)
corticales et médullaires (MTEC) (16) (19).

Tout d’abord, les CLP vont étre attirées au niveau du thymus via la libération de
chémokines par les TEC tels que le ligand CCL25 qui aprés interaction avec leur récepteur
CCR9 présent a la surface des CLP, facilitera ainsi leur homing dans le thymus (11). Une fois
arrivés au niveau de la CMJ, ces derniers vont commencer a se destiner a la lignée T par le
biais de l'interaction entre le récepteur Notch présent a la surface des CLP, et de son ligand
DLL4, exprimé a la surface des cellules endothéliales thymiques corticales (cTEC). Cette
interaction permet non seulement aux CLP d’entamer leur différenciation jusqu’au stade de
cellule double négative 3 (DN3) mais également, de participer a leur survie grace a la
production d’IL-7 par les cTEC (16) (19).

Les précurseurs lymphoides T précoces aussi appelés cellules double négative (DN)
a cause de leur absence d’expression des corécepteurs CD4 et CD8, caractéristiques des LT
matures, vont progressivement migrer de la CMJ vers le cortex puis vers la médulla. Ces
mouvements sont permis par des interactions entre la chémokine CXCL12 (également appelé
SDF-1) et son récepteur CXCR4 (ou CD184) mais aussi entre les chémokines CCL19 et
CCL21 et leur récepteur CCR7. Des études ont montré que des progéniteurs déficients pour
les interactions CXCR4/CXCL12 (20) et CCL19 ou CCL21/CCR?7 (21) restaient bloqués au
stade de DN1 et présentaient une absence de migration vers le cortex du thymus. De méme
le signal médié par CCR9/CCL25 est trés important pour faciliter la bonne localisation des DN3
avant la B-sélection ayant lieu au stade suivant. Il est également important de noter que le
signal médié par les voies de Flt-3 permet d’induire I'expression de CCR9 a la surface des
thymocytes (11).
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Une fois la maturation corticale terminée, les thymocytes désormais doubles positifs
(DP) vont migrer vers la zone médullaire grace a 'augmentation de I'expression de CCR7 a
leur surface couplée a la libération par les mTEC des chémokines interagissant avec CCR?7,
CCL19 et CCL21 (Figure 5) (19) (21).

Plusieurs étapes de sélection seront nécessaires a la maturation de LT fonctionnels.
La premiére étape est dite de B-sélection. Elle a lieu dans la corticale thymique et permet aux
DN4 exprimant une chaine B fonctionnelle de recevoir des signaux pour poursuivre leur
maturation tout en réprimant I'expression des chaines yd (9). Cette sélection des LT sera
abordée dans le chapitre sur les caractéristiques structurales des LT. Une étape de sélection
positive permettra ensuite aux thymocytes DP reconnaissant fortement les molécules du
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) et faiblement les peptides du soi, de poursuivre
leur développement. A contrario, ceux reconnaissant faiblement le CMH et fortement les
peptides du soi subiront une étape de sélection négative (Figure 4) conduisant a leur mort par
apoptose afin d’éviter tout défaut d'immunité ou bien au contraire tout risque de réactions
d’auto-immunité. A la suite de ces interactions, les thymocytes réagissant avec le CMH de
classe | deviendront des LT cytotoxiques ou LT CD8, lymphocytes simples positifs (SP) ayant
perdu I'expression du CD4, alors que ceux réagissant avec le CMH de classe |l deviendront
des LT helpers ou LT CD4 ayant perdu I'expression du CD8 (16) (19). Afin de permettre ces
phénoménes de tolérance centrale, un géne du nom de autoimmune regulator gene (AIRE)
est indispensable a I'expression des antigénes spécifiques des tissus par les mTEC. Ce
processus de tolérance positive et négative sélectionne les LT capables de reconnaitre et de
répondre aux peptides du non-soi et d’éliminer ceux qui n’en serait pas ou trop capable. Ainsi,
seul 2% des thymocytes DP poursuivront leur développement et subiront par la suite des
phénoménes de tolérance périphérique (9).

CMHIoull & 1§71
Peptide du soi

CMH I CMH loull
Peptide du soi Peptide du soi

TcRa || TCRB TcRa | ] TCRB

Faible Aucune Apoptose :| Faible Aucune Apoptose

SELECTION POSITIVE |:

Forte Forte Apoptose Forte Forte Apoptose

Forte Faible LT CD8 :I SELECTION NEGATIVE I: Forte Faible LT CD4

Figure 4 : Sélection positive et négative adapté d’apres Takahama (19)

Les LT matures simples positifs exprimant soit le CD4, soit le CD8 pourront ensuite
quitter le thymus au niveau de la CMJ pour rejoindre la circulation sanguine et constituer le
pool de LT naifs circulant a travers le sang, la lymphe et les organes lymphoides
secondaires (19).
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Figure 5 : Migration et maturation thymique des LT adapté d’aprés Takahama (19)

I.2. Caractéristiques structurales des lymphocytes T : T-cell receptor (TCR)

Le TCR est le récepteur présent a la surface des LT permettant aux cellules qui
I'expriment de jouer un réle capital dans le systéme immunitaire en termes de reconnaissance
d’agents pathogénes ou de cellules cancéreuses. Ce systéme est un systéme complexe
permettant d’'une part la reconnaissance des peptides du non-soi et d’autre part la transmission
de l'information par signalisation intracellulaire pour engendrer une réponse adaptée au
stimulus (22).

1.2.1. Structure du TCR

Le TCR est constitué de deux chaines a3 ou yd associées de fagon non covalente
permettant la reconnaissance du CMH et du peptide présenté par les cellules présentatrices
d’antigene (peptide) aux LT. Ces deux chaines correspondent chacune a une structure de type
immunoglobuline-like composée d’une région variable (V) et d’une région constante (C) reliées
par une zone jonctionnelle (J), une région transmembranaire et une région intracellulaire
(Figure 6) (1) (14).

Associé a ces deux chaines, se trouve le complexe CD3 constitué de trois diméres
invariants : CD3¢ed, CD3ye et CD3(C. Une légere différence existe dans la structure des divers
membres du complexe. En effet, les CD3¢, & et y présentent une structure de type
immunoglobuline-like semblable a celles des chaines q, B, y et 6. A linverse, le CD3C ne
posséde pas de partie extra-cellulaire. Ce dernier se lie aux régions transmembranaire et
cytoplasmique des chaines aff ou yd. Ainsi, chacun des membres du complexe posséde une
partie intracytoplasmique permettant la transduction du signal a l'intérieur des LT grace a la
présence de motifs d’activation des récepteurs immuns basés sur la tyrosine (appelés ITAM)
qui une fois phosphorylés entraineront une cascade de réaction facilitant I'activation des
LT (1) (14).
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Figure 6 : Structure du TCR adapté d’aprés LaRosa et al. (9)

La structure du TCR conditionne différentes sous-populations de LT. Les lymphocytes
aB correspondent a la premiére sous population. Ces lymphocytes sont capables de
reconnaitre les antigénes présentés par les molécules de CMH et sont qualifiés de CD4" ou
CD8" en fonction du CMH qu'ils reconnaissent (9). A linverse, les lymphocytes y9,
principalement retrouvés au niveau des tissus épithéliaux (22), reconnaitront les antigénes
présentés par les molécules de CMH mais également les antigénes seuls (tels que les
molécules induites par le stress, les pathogen-associated molecular patterns ou PAMP et les
cytokines) ainsi que ceux présentés par des molécules apparentées au CMH leur conférant
des propriétés proches des cellules de I'immunité innée (23).

Les régions variables de ces deux sous-populations lymphocytaires sont composeées
de deux structures distinctes (Figure 7), les framework regions (FR) et les complementarity-
determining regions (CDR). Les FR sont des structures trés conservées et invariantes pouvant
étre assimilées a la charpente de la région variable. A l'inverse, les CDR seront plutét des
structures trés variables conférant la possibilité de reconnaitre un vaste panel d’antigéne grace
a la variabilité acquise au cours de leur développement mais également de reconnaitre les
CMH de classe | ou Il (24).
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Figure 7 : Structure des régions variables du TCR des LT adapté d’apres Attaf et al. (22)
Molécule de CMH en gris, antigene en rouge (au centre) et trois type de CDR (CDR1a, CDR1,
CDR2a, CDR2B, CDR3a et CDR3pB) pour chaque chaine du TCR en couleur
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ATlinverse, la région constante constitue la structure ne reconnaissant pas directement
I'antigéne mais permettant le maintien de cette derniére a la surface de la cellule grace a des
domaines extracellulaires, transmembranaires et intracellulaires. Les chaines a et y ne
possédent qu'un seul type de région constante possible contrairement aux chaines 8 et & qui
peuvent exprimer soit C1, soit C2, les deux étant mutuellement exclusives. Généralement, en
condition physiologique, les LT af expriment C1 et C2 de maniére équilibrée, c’est-a-dire
environ 50% de C1 et 50% de C2 (25).

Ces CMH de classe | et Il reconnus respectivement par les LT af CD8" et CD4"
présentent eux aussi des spécificités propres. En effet, les molécules de CMH de classe |
exprimées a la surface de toutes les cellules nucléés présentent des antigénes endogéenes
permettant aux LT cytotoxiques de s’assurer de l'intégrité (virus intracellulaire, cancers) des
cellules avec lesquelles ils interagissent. A contrario, les molécules du CMH de classe |l
présentent quant a elles des protéines exogénes uniquement par le biais des cellules
présentatrices de l'antigéne professionnelles qui permettront la détection des agressions
extérieures (parasites, bactéries...) (Figure 8) (26).
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Figure 8 : Voies de présentation de I'antigene d’aprés Neerincx et al. (26)

1.2.2. Expression du TCR

Pour étre fonctionnels, les lymphocytes af et yd doivent correctement réarranger leurs
chaines q, 3, y et & au cours de leur maturation. Ce réarrangement est le résultat de multiples
étapes successives dirigées par divers signaux apportés par I'environnement thymique (27)

1.2.2.1. Réarrangement du TCR

Les quatre genes du TCR sont organisés en trois loci, le locus TCRA/TCRD, le locus
TCRB et le locus TCRG. Les génes codant pour la chaine 6 sont insérés dans les génes de la
chaine a. Cette conformation permet ainsi de prévenir la coexistence du réarrangement de ces
deux génes étant donné que le réarrangement VaJa entraine la délétion du TCRD (27-28).

Ces quatre génes sont composés de deux ou trois segments en fonction de la chaine.
En effet, les chaines a et y sont composées des segments de variabilité (V), de jonction (J) et
d’'un segment constant (C) alors que les chaines 3 et & sont composées des segments de
variabilité (V), de diversité (D), de jonction (J) et d’'un segment constant (C) (27-28).
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Le locus TCRA/TCRD, codant pour les chaines a et 0, est situé sur le chromosome 14
(en 14q11). Il comporte 46 régions Va/V, 3 régions D9, 4 régions Jo, 1 région CJ, 50 régions
Ja et 1 région Ca. Le locus TCRB, codant pour les chaines a et &, est situé sur le
chromosome 7 (en 7q34). Il comporte 46 régions V@, 2 régions D (1DB+ et 1DB2), 13 régions
JB (6JB+1 et 7JB2) et 2 régions CR (1CR+ et 1CR2). Le locus TCRG, codant pour les chaines a
et §, est situé sur le chromosome 7 (en 7q14). Il comporte 6 régions Vy, 5 régions Jy (3Jy1 et
2Jy.) et 2 régions Cy (1Cy1 et 1Cyz2) (Figure 9) (27).
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Figure 9 : Génes du TCR adapté d’apres Attaf et al. (22)

Le réarrangement de ces génes du TCR prend le nom de recombinaison V(D)J. Celle-
ci débute par la reconnaissance des séquences appelées signal de recombinaison (RSS) par
les protéines RAG1 et RAG2. Ces protéines reconnaissent les deux types de séquences RSS,
les 12-RSS et les 23-RSS associées aux séquences V, D et J. Seul le réarrangement entre
les séquences 12-RSS et 23-RSS est efficace. On parle de régle 12/23. Une fois les
séquences reconnues, une coupure double brin va étre créée permettant de rapprocher les
séquences V(D)J correspondantes. Ces coupures seront ensuite réparées grace a I'activation
du systéme de réparation de jonction d'extrémités non homologues (NHEJ) spécifique des
cassures doubles brins de 'ADN. Pour finir, une étape de ligation permettra de terminer la
liaison entre les deux segments (Figure 10) (28).
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Figure 10 : Recombinaison V(D)J adapté d'aprés Rodriguez-Caparros et al. (27)
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1.2.2.2. Acquisition de la diversité du TCR

Le role premier des LT étant de reconnaitre le non-soi et de déclencher une réponse
appropriée, il est primordial qu’ils soient capables de détecter et de mettre en place une
réponse immunitaire adaptée aux molécules du non-soi qu’ils seraient a méme de rencontrer.

Cette diversité est permise par I'expression du TCR. En effet, celle-ci implique I'action
de diverses enzymes et notamment les recombinases RAG 1 et RAG 2 qui initient les
recombinaisons V(D)J entre les différents segments V, D et J ainsi que de la terminal
deoxynucleotidyl transferase (TdT) qui insére des nucléotides de maniére aléatoire juste avant
I'étape de ligation lors de la réparation de 'ADN faisant suite a la coupure induite par les
recombinases (29).

Ces deux enzymes sont respectivement a l'origine des diversités combinatoires et
jonctionnelles qui permettent entre autres de participer a la diversité du TCR. De fagon
théorique, le pool limité de génes codants pour le TCR peut générer entre 10" et 10%°
clonotypes de TCR sachant qu’un clonotype correspond a I'expression d’'un TCR identique par
un pool cellulaire au sein de la population lymphocytaire (14) (22). Cependant, la réalité est
autre. Le corps humain ne comportant que 10> LT (30), la diversité du répertoire TCR chez
une personne serait en réalité inférieure, environ 108 (31).

1.2.2.3. Acquisition du TCR au cours du développement T

C’est au niveau du thymus, au stade de pro-thymocyte que la recombinaison V(D)J
débute. Tout d’abord, les pro-thymocytes vont commencer par réarranger les chaines y, © et
B. Si I'expression du TCRyd est fonctionnelle, le LT non-conventionnel yd nouvellement créé
quitte le thymus pour rejoindre les tissus épithéliaux. A l'inverse, un réarrangement (3
fonctionnel entraine I'expression d’'un TCR qui s’associera avec un substitut de TCRa (pTa)
pour former le pré-TCR a la surface des DN4.

La fonctionnalité de ce complexe pré-TCR sera ensuite testée. Seuls les LT exprimant
a leur surface un pré-TCRa capable de transduire un signal survivront a cette étape de
B-sélection et seront capables de poursuivre leur développement (1) (29). Cette acquisition du
TCR au cours du développement T est sous la dépendance de I'expression d’'un certain
nombre d’enzymes impliquées dans ce mécanisme parmi lesquelles les recombinases RAG 1
et 2 ainsi que la TdT possédent un role majeur. Ces deux enzymes devront étre exprimées a
des moments précis pour permettre I'expression fonctionnelle du TCR.

Ainsi, les recombinases seront exprimées a deux temps de la lymphopoiése T, le
premier au stade pro-thymocyte pour I'acquisition du TCRyd et le deuxieme au stade
pré-thymocyte pour I'acquisition du TCRaf (32). De méme, la TdT sera principalement
exprimée par les lymphocytes immatures (Figure 11) (33).
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Figure 11 : Acquisition du TCR au

cours de la lymphopoiese T

L’expression des enzymes au cours du développement des LT est représentée en bleu
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Il. Lymphopathies T

Les lymphopathies a cellules T ou NK constituent un groupe hétérogéne de pathologies
rares ne représentant que 10% des lymphomes non-Hodgkiniens. Actuellement, la cinquiéme
édition de la classification des hémopathies lymphoides de 'OMS parue en 2022 recense une
quarantaine d’entités listées dans le Tableau 1 (2).

Tableau 1 : Proliférations lymphoides et lymphomes a cellules T et NK d’aprés la cinquiéme édition de
la classification des hémopathies lymphoides de 'OMS (2)

Lésions tumorales a
prédominance lymphocytaire T

Maladie de Kikuchi-Fujimoto
Prolifération lymphoblastique indolente
Syndrome lymphoprolifératif auto-immun

Néoplasmes a précurseur T

Leucémies/lymphomes
lymphoblastiques T

Leucémie/lymphome lymphoblastique T, sans autres précisions
Leucémie/lymphome lymphoblastique a précurseurs T

Néoplasies a cellules T matures et cellules NK

Leucémies a cellules T matures
et cellules NK

Leucémie prolymphocytaire T

Leucémie a grands lymphocytes T granuleux
Leucémie a grands NK granuleux
Leucémie/lymphomes a cellules T de I'adulte
Syndrome de Sézary

Leucémie agressive a cellule NK

Lymphome cutanée primaire a
lymphocyte T

Trouble lymphoprolifératif cutané primitif a petites ou moyennes cellules T CD4*
Trouble lymphoprolifératif cutané primitif a cellules T CD8*

Mycosis fongoide

Trouble lymphoprolifératif cutané primitif a cellules T CD30*: papulose
lymphomatoide

Trouble lymphoprolifératif cutané primitif a cellules T CD30* : lymphome cutané
primitif anaplasique a grandes cellules

Lymphome T sous-cutané a type de panniculite

Lymphome T cutané primitif de phénotype TCR y/0

Lymphome T cutané primitif agressif a tropisme épidermoide et cellules T CD8*
cytotoxiques

Lymphome T cutané primitif a lymphocytes T périphériques, sans autres précisions

Proliférations intestinales
lymphoides a cellules T et NK et
lymphomes

Lymphome indolent du tractus gastrointestinal & cellule T

Trouble lymphoprolifératif indolent du tractus gastrointestinal a cellule NK
Lymphome & cellules T associé & une entéropathie

Lymphome & cellules T intestinales épithéliotropes monomorphes
Lymphome intestinal a cellule T

Lymphome hépatosplénique a cellule T

Lymphome a cellules
anaplasiques larges

Lymphome anaplasique a grandes cellules ALK positif
Lymphome anaplasique a grandes cellules ALK négatif
Lymphome anaplasique & grandes cellules associe a un implant mammaire

Lymphome a cellules T follicular
helper nodulaires

Lymphome a cellules T follicular helper nodulaires de type angio-immunoblastique
Lymphome a cellules T follicular helper nodulaires de type folliculaire
Lymphome a cellules T follicular helper nodulaires, sans autres précisions

Autres lymphomes périphériques

Autres lymphomes périphériques a cellules T, sans autres précisions

acellules T
Lymphomes a cellules NK/T EBV | Lymphome nodulaire a cellules NK/T EBV positives
positives Lymphome extra-nodulaire a cellules NK/T EBV positives

Proliférations lymphoides et
lymphomes a cellules NKIT EBV
positives de I'enfant

Allergie sévere aux piqures de moustiques
Lymphoprolifération cutanée de type hydroa vacciniforme
Maladie systémique chronique active a EBV

Lymphome T systématique EBV positif de I'enfant
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Parmi les lymphopathies T listées dans la cinquieme édition de 'OMS, les lymphomes
périphériques a cellules T, sans autres précisions et le lymphome a cellules T follicular helper
nodulaires de type angio-immunoblastique sont les plus fréquents en Europe et aux Etats-
Unis. A l'inverse, la leucémie/lymphome a cellules T de I'adulte secondaire a une infection par
le virus T-lymphotropique 1 humain (HTLV-1) est l'entité la plus fréquente en Asie
contrairement a 'Europe et aux Etats-Unis, considérés comme des zones a faible risque de
contamination pour ce virus (34-35).

De maniére générale, 'ensemble de ces lymphopathies T se déclenchent chez le sujet
age sous la forme d’une prolifération d’un clone lymphocytaire T, exception faite du sous type
anaplasique a grandes cellules qui touche plus fréquemment les sujets jeunes.

Le diagnostic repose sur la mise en évidence de ce clone lymphocytaire pathogéne, et
ce par différents moyens cytologiques, histologiques, par immunophénotypage a la recherche
de clés phénotypiques caractéristiques, grace a la BM étudiant les réarrangements des génes
codant pour le TCR, ou encore la cytogénétique et I'imagerie (1) (34). Une fois le diagnostic
etabli, le traitement reposera principalement sur I'utilisation de chimiothérapies systémiques
similaires a celles utilisées dans les formes agressives de lymphomes non hodgkiniens a
cellules B. Le protocole CHOP associant le cyclophosphamide, la doxorubicine, la vincristine
et la prednisone est grandement utilisé pour traiter ces deux types de lymphomes, hormis le
rituximab, un anticorps anti-CD20 (marqueur spécifique des lymphocytes B) uniquement utilisé
dans les lymphomes B. Cependant, les lymphopathies T sont généralement de moins bon
pronostic que les lymphopathies B (1) (36-37). De plus, malgré I'émergence de nouvelles
thérapies innovantes ces dix dernieres années telles que les inhibiteurs des histones
désacétylases (HDAC), des agents hypométhylants, des anticorps monoclonaux, des
inhibiteurs phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) et bien d’autres, les lymphopathies T
conservent un pronostic défavorable en particulier lors des rechutes (37).

Les lymphopathies T constituant un groupe trés hétérogéne de pathologies, seules les
entités observées dans la cohorte de patients étudiée seront abordées dans la suite de ce
manuscrit.

I.1. Leucémies a cellules T matures et cellules NK
I1.1.1. Leucémie prolymphocytaire T

I.1.1.1. Epidémiologie

La leucémie prolymphocytaire T (T-PLL) est une hémopathie des cellules T matures
rare (38-39) représentant approximativement 2% des leucémies lymphocytaires matures chez
les adultes de plus de 30 ans, ce qui en fait la leucémie a cellules T matures la plus fréquente
(39). La T-PLL est principalement retrouvée chez les sujets agés avec une légére
prédominance masculine et un dge médian au diagnostic de 61 ans. De rares cas de T-PLL
ont également été rapportés chez I'enfant (38-40).

La grande majorité des cas sont sporadiques excepté chez les patients atteints de
certaines conditions génétiques comme par exemple, I'ataxie télangiectasie pour laquelle le
risque de développer une T-PLL est augmenté par rapport a la population générale (39) avec
un age médian au diagnostic de 31 ans (40).
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I.1.1.2. Physiopathologie

La physiopathologie de cette hémopathie est encore mal connue. Cependant, il
semblerait que la T-PLL résulte de I'activation d’'un proto-oncogene du nom de TCL-1 pour
T-cell leukemia/lymphoma 1. L’augmentation de son expression conduit a I'activation de
protéines kinases B (PKB aussi appelés AKT) a l'origine d’'une expansion de la prolifération
cellulaire. Cependant, cette altération génomique n’est pas la seule impliquée dans la T-PLL.
En effet, d'autres anomalies telles que celles affectant le suppresseur de tumeur ataxia
telangiectasia muté (ATM) ou encore I'activation de la voie des Janus kinase (JAK) et de la
protéine STAT (signal transducers and activators of transcription) ont également été
décrites (38).

I1.1.1.3. Clinique

Dans ses formes typiques, elle se manifeste par une hyperleucocytose, généralement
supérieure a 100 G/L et de constitution rapide pouvant étre associée a l'apparition de
symptbmes B caractérisés par de la fievre, des sueurs nocturnes, une perte de poids...
Les patients peuvent également présenter des cytopénies en particulier des anémies et des
thrombopénies, ainsi qu’'un syndrome tumoral avec des hépatomegalies, des splénomégalies,
des adénopathies, des érythémes, des éruptions cutanées et/ou des cedémes (38-40). Une
minorité de patients peuvent également étre asymptomatiques au diagnostic. On parle de
forme indolente de la T-PLL. Cette phase indolente peut persister plusieurs années mais
I’évolution de la pathologie sera souvent trés rapide a I'apparition des symptémes (38-40).

11.1.1.4. Diagnostic

Le diagnostic de T-PLL repose sur I'’évaluation concomitante de la clinique ainsi que
de la mise en évidence et la caractérisation du clone T dans le sang grace a la cytologie,
limmunophénotypage, la cytogénétique et la BM (40).

Pour faciliter le diagnostic, il existe un certain nombre de critéres présentés dans le
Tableau 2. En effet, il sera nécessaire de réunir trois criteres majeurs ou les deux premiers
critéres majeurs et un critére mineur pour affirmer le diagnostic de T-PLL (41).

Tableau 2 : Critéeres diagnostiques d’apres Staber et al. (41)

Critéres majeurs Critéres mineures

Anomalies concernant le chromosome 11 :
11922.3 ou ATM

Anomalies du chromosome 8 :
idic(8)(p11), t(8;8) ou trisomie 8q
Anomalies des chromosomes 5, 12, 13, 22 ou

Anomalies de 14932 ou Xq28 ou expression de caryotype complexe

TCL1A/B ou MTCP1 Implication des sites spécifiques T-PLL
(splénomeégalie...)

> 5 G/L de clone T-PLL dans le sang ou la moelle

Clonalité T par PCR pour TRB/TRG ou CMF

I1.1.1.4.1. Cytologie

Les cellules observées dans les T-PLL peuvent prendre plusieurs aspects. L'aspect
typique (75%) retrouve des lymphocytes de petite a moyenne taille, un cytoplasme basophile
présentant des protrusions mais dépourvu de granules, un noyau rond, ovale ou irrégulier a
chromatine partiellement condensée et un nucléole proéminent (Figure 12).
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Il existe également des formes variantes avec des cellules plus petites (20%) possédant une
chromatine nucléaire condensée et un petit nucléole ou encore des aspects cérébriformes de
type cellule de Sézary rarement observés (5%) (39-41).

e@@

Figure 12 : Cellules sanguines de T-PLL observés au CHU de Limoges

Des infiltrats ganglionnaires et médullaires du clone T pourront également étre
observés. Cependant, I'étude de la MO n’est généralement pas nécessaire pour établir le
diagnostic de T-PLL. Néanmoins, la présence d’un infiltrat pleural, péritonéal et/ou du liquide
céphalorachidien (LCR) font partie des critéres pour initier un traitement (détaillés plus loin
dans ce manuscrit) (40-42).

11.1.1.4.2. Inmunophénotypage

L’'immunophénotypage des cellules retrouvées dans les T-PLL est celui de cellules T
post-thymiques exprimant des marqueurs de cellules T matures tels que le CD2*, CD3*, CD5",
CD7*, CD16°, CD56" ainsi qu’une expression variable du couple CD4*/CD8" et une expression
cytoplasmique de TCL1, ce dernier étant particulierement intéressant pour le diagnostic mais
également le suivi en CMF du clone tumoral. Les cellules de T-PLL sont généralement de
phénotype af pour le TCR (39) (42).

11.1.1.4.3. Cytogénétique et biologie moléculaire

Classiquement les patients T-PLL présentent un caryotype complexe avec des
caractéristiques génétiques récurrentes participant au diagnostic. Les altérations génétiques
les plus fréquentes touchent principalement le chromosome 14 (40-42).

Dans pres de 90% des cas, ces altérations se manifestent sous la forme d’une
inversion, I'inv(14) (q11q32) et d’'une translocation, t(14;14) (q11;932) touchant TCL-1 ou bien
sous la forme d'une translocation t(X;14)(g28;911) impliguant MTCP1 (mature T-cell
proliferation 1). Des délétions ou des mutations faux-sens sur le locus ATM en 11923 peuvent
également étre retrouvés dans 80-90% des cas, de méme que des mutations (14%) ou des
délétions (31%) de TP53. Dans les formes sporadiques, d’autres anomalies chromosomiques
ou génétiques ont notamment été mises en évidence sur les chromosomes 6 et 8 (41).

Avec les progrés du séquengage a haut débit ou next-generation sequencing (NGS),
d’autres anomalies récurrentes ont été identifiées. En effet, il a été démontré qu’un certain
nombre d’anomalies touchaient la voie de signalisation JAK/STAT (41).
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11.1.1.5. Traitements

La pose du diagnostic d’'une T-PLL n’est pas immédiatement associée a l'initiation d’un
traitement. En effet, seuls les patients symptomatiques au stade de maladie active seront
susceptibles d’étre traités (38-41). A ce jour, aucune étude n’a permis de montrer que la mise
en place d’un traitement chez des patients asymptomatiques permettrait une meilleure
évolution de la pathologie. Ainsi, les patients au stade indolent de la maladie bénéficieront
exclusivement d'une surveillance étroite clinico-biologique de leur pathologie avec la
réalisation de numérations de la formule sanguine et d’examens cliniques mensuels (38-41).
A linverse, lorsque la T-PLL est symptomatique, un traitement pourra étre mis en place.
Récemment, Staber et al. ont proposé une série de criteres (Tableau 3) permettant de
déterminer le caractére actif de la T-PLL en évaluant les symptomes, I'insuffisance médullaire,
la lymphocytose et 'atteinte extra-sanguine (41).

Tableau 3 : Critéeres d'initiation du traitement d’aprés Staber et al. (41)

Fatigue importante : ECOG = 2

Perte de poids involontaire > 10 % du poids corporel normal en
< 6 mois

Sueurs nocturnes abondantes, sans signe d'infection

Fievre supérieure a 38 °C, sans signe d'infection

Symptomes constitutionnels
liés a la maladie

Insuffisance médullaire Hémoglobine < 10 g/dL
symptomatique Numération plaquettaire < 100 G/L

Expansion des ganglions > 50 % en 2 mois et doublement du diamétre en < 6 mois
lymphatiques, de la rate et | Hypertrophie symptomatique des ganglions lymphatiques, de la

du foie rate ou du foie
Augmentation de la Si > 30 G/L : > 50 % en 2 mois et doublement du diameétre en
lymphocytose < 6 mois

Infiltration d'organes, épanchement péritonéal ou pleural, atteinte
du systéme nerveux central

Atteinte extra-ganglionnaire

ECOG : Eastern Cooperative Oncology Group

Le traitement de la T-PLL repose en premiére ligne sur l'utilisation de I'alemtuzumab,
un anticorps monoclonal anti-CD52 exprimé fortement a la surface des cellules de T-PLL
naives de traitement (43). En effet, d’aprés un certain nombre d’étude, l'utilisation de
'alemtuzumab pendant 10 & 12 semaines permettrait d’obtenir un taux de réponse globale
(ORR) supérieur a 90% et une survie sans progression (PFS) supérieure aux autres
thérapeutiques (entre 8 et 11 mois). Cependant, en général, les patients rechuteront moins de
2 ans apres la rémission. Afin de prolonger la durée de rémission, les patients éligibles se
verront proposer un traitement de consolidation sous la forme d’'une allogreffe de cellules
souches hématopoiétiques (HSCT) (39-42). Les chimiothérapies types CHOP et CHOP-like,
conventionnellement prescrites dans les lymphopathies T, ne présentent qu’une efficacité
limitée sur la T-PLL avec un ORR de 33% et une médiane de survie de 7 mois (39). Aprés
rechute, le pronostic de la T-PLL reste sombre et les cures de sauvetages permettront
d’atteindre un ORR entre 50 et 76% mais seulement sur une courte durée avec une survie
globale (OS) entre 6 et 9 mois. Un certain nombre de données préliminaires semblent indiquer
des résultats prometteurs pour de nouvelles thérapeutiques que sont les inhibiteurs de la
protéine pro-apoptotique, Bcl-2 mais également, les inhibiteurs d’HDAC et de JAKS.
Cependant, des données supplémentaires récoltées lors d’essais cliniques seront nécessaires
pour s’assurer de leur efficacité in vivo (41).
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11.1.1.6. Evolution

L’évaluation de la réponse au traitement proposée par Staber et al. repose sur
I’évolution de divers critéres sous l'effet du traitement. Cette réponse peut étre stratifiée en

quatre groupes distincts (Tableau 4).

Tableau 4 : Critéres de réponse aux traitements d’apres Staber et al. (41)

Groupe A : paramétres
spécifiques de T-PLL

Rémission
compléte
(RC)

Ganglions lymphatiques

Diamétres du grand axe < 1,0 cm

Rate

Taille <13 c¢cm

Symptomes constitutionnels

Aucun

Lymphocytes circulants

<4 GIL

Moelle osseuse

Cellules de T-PLL < 5% des cellules
mononucléaires

Atteinte extra-ganglionnaire | Aucune
Grou_pe B : parameétres Plaquettes =100 G/IL
lndlr(?cts evaluar‘lt 2 Hémoglobine = 11,0 g/dL (en absence de transfusion)
fonction du systéeme
hématopoiétique Polynucléaires neutrophiles | =1,5G/L

Rémission
partielle (RP)
au moins 2
critéres du
groupe A et
au moins 1

Groupe A : paramétres
spécifiques de T-PLL

Ganglions lymphatiques

Diminution = 30% de la somme des
diametres de grand axe de 3 Iésions

Rate

Diminution = 50% de la longueur
verticale

Symptomes constitutionnels

Au moins 1

Lymphocytes circulants

< 30 G/L et diminution = 50%

Moelle osseuse

Tout résultat autre que RC

Atteinte extra-ganglionnaire

Au moins 1

critére du

groupe B Groupe B : paramétres

indirects évaluant la
fonction du systéeme
hématopoiétique

Plaquettes

=100 G/L ou augmentation = 50%

Hémoglobine

= 11,0 g/dL ou augmentation = 50%

Polynucléaires neutrophiles

21,5 G/L ou augmentation = 50%

Groupe A : paramétres

cifi de T-PLL
Progression speciiiques de

de la maladie
(PM)

Ganglions lymphatiques

Augmentation = 20% de la somme des
diametres de grand axe de 3 Iésions

Rate

Augmentation = 50% de la longueur
verticale

Symptomes constitutionnels

Au moins 1

Lymphocytes circulants

2 50% de la valeur normale

Moelle osseuse

Tout résultat autre que RC

Atteinte extra-ganglionnaire

Au moins 1

Groupe B : paramétres
indirects évaluant la
fonction du systéeme

hématopoiétique

Plaquettes

Diminution = 50% de la valeur normale

Hémoglobine

Diminution = 2 g/dL de la valeur normale

Polynucléaires neutrophiles

Diminution = 50% de la valeur normale

Maladie

stable (MS) Pour tous les patients

N'ayant pas obtenu de rémission compléte ou partielle sans présenter
d'évolution de la maladie pendant au moins 3 mois

I1.1.2. Leucémie a grands lymphocytes T granuleux

La leucémie a grands lymphocytes T granuleux (T-LGLL) est une hémopathie
lymphoproliférative chronique des cellules T matures fréquemment associée a des maladies
auto-immunes (44-45).
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I.1.2.1. Epidémiologie

Cette hémopathie rare représente environ 2 a 5% des lymphomes non hodgkiniens
dans les pays occidentaux contre 5 a 6% en Asie. Le clone tumoral est majoritairement
constitué de LT mais peut également, plus rarement, étre constitué de cellules NK (10%) (45).
La T-LGLL est principalement retrouvée chez les sujets agés avec un age médian d’environ
60 ans. A ce jour, il n’a pas été démontré de prédominance liée au sexe, a I'ethnie ou encore
de prédisposition génétique (46).

I.1.2.2. Physiopathologie

La physiopathologie de cette hémopathie n’est pas encore complétement élucidée.
L’hypothése la plus probable serait le résultat d’'une exposition antigénique chronique (auto-
antigéne ou infection) associée a une dérégulation intrinséque (mutations) et extrinséque
(microenvironnement) de 'homéostasie. En effet, suite a une stimulation antigénique, il est
envisagé que les antigénes soient présentés par les cellules dendritiques au niveau de la MO.
Des études ont montré que ces 2 types cellulaires présentent une colocalisation médullaire
dans les T-LGLL et les NK-LGLL (46). Cependant, aucune étude n’a permis de mettre en
évidence I'implication d’antigénes viraux connus tel qu'HTLV-1, le cytomégalovirus (CMV) ou
encore le virus d’Epstein-Barr (EBV) (44) (46).

Une fois constitué, ce pool de cellules immunitaires recevra des stimuli
proinflammatoires sous la forme de cytokines telles que l'interleukine-1B (IL-1B), l'interleukine
6 (IL-6), linterféron y (IFNy), le ligand de chimiokine 9 (CXCL9) ou encore le ligand de
chimiokine 5 (CCL5) ainsi que linterleukine 15 (IL-15) fréquemment identifiés comme étant
des activateurs majeurs de signaux de survie (46). Cet environnement pro-inflammatoire n’est
pas uniquement engendré par les cellules leucémiques, mais également par les cellules
capables de répondre de fagon physiologique a une stimulation antigénique grace a des
mécanismes cellulaires de costimulation (46). Pour finir, de nombreuses voies de signalisation
(Figure 13) semblent également étre a l'origine de la survie des grands lymphocytes T
granuleux (T-LGL) clonaux comme :

e Un dysfonctionnement dans le systéeme de mort cellulaire induite par I'activation
(AICD) a l'origine d’une résistance a I'apoptose induite par la voie Fas (46).

e Une hyperactivation de la voie STAT3, un facteur de transcription de nombreux
oncogénes, impliqué dans la survie cellulaire et qui a également été décrit comme
étant a l'origine de neutropénies par le biais de I'activation de la voie STAT3-
miR146b-FasL. miR146b est un microARN ciblant un stabilisateur de FasL
favorisant les phénoménes d’apoptose dépendante de Fas (46).

e Une augmentation de I'activation des voies PI3K-AKT et NF-kB permettant une
inhibition des mécanismes d’apoptose (46).

¢ Une activation de la voie Ras/MEK/ERK a l'origine d’'une accumulation de cellules
NK (46).
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Figure 13 : Physiopathologie de la T-LGLL d'aprés Semenzato et al. (46)

Par conséquent, les LGL peuvent également étre retrouvés en condition réactionnelle
telles que lors d’infections (dont l'infection par le virus de 'immunodéficience humaine), les
splénectomies, les greffes allogéniques de CSH ou encore dans les transplantations d’'organes
solides (47). Cependant, les concentrations en LGL seront significativement inférieures a
celles retrouvées dans les hémopathies a LGL. En effet, en condition réactionnelle, les
concentrations retrouvées seront inférieures a 0,3 G/L contre 2 & 20 G/L dans les T-LGLL (44)
(46). De plus, comme les LT normaux, les T-LGL leucémiques peuvent étre aff exprimant
CD8*, CD4" ou CD4*/CD8* et plus rarement yd (44-45).

I1.1.2.3. Clinique

Dans les formes CD8", les patients sont généralement asymptomatiques ou peuvent
présenter quelques désordres immunologiques. D’un point de vue non immunologique, les
signes cliniques sont généralement non spécifiques. En effet, il est possible de ne retrouver
au diagnostic qu’une neutropénie, une anémie ou encore une splénomégalie. Dans les cas de
neutropénies séveres, des infections bactériennes, virales ou fongiques récurrentes ainsi que
des manifestations buccales (aphtes ou ulcérations buccales) peuvent étre retrouvées. Des
anémies plus séveres, nécessitant une transfusion, sont également rapportées. Des désordres
auto-immuns hématologiques (anémie hémolytique auto-immune, thrombocytopénie auto-
immune) ou non hématologiques tels que la polyarthrite rhumatoide ou les endocrinopathies
auto-immunes (thyroidite) sont fréquemment observés au diagnostic. Pour finir, des
néoplasies secondaires hématologiques peuvent également étre retrouvées (46-47).

Dans les formes CD4", les patients sont, comme dans les formes CD8", généralement
asymptomatiques. A l'inverse, ils ne présenteront pas de désordres immunologiques, ni de
cytopénies mais principalement des tumeurs solides (46).

Dans les formes y0, les formes sont plus souvent symptomatiques et de moins bon
pronostic avec un recours indispensable a des traitements (46).
11.1.2.4. Diagnostic

Le diagnostic de T-LGLL (Tableau 5) doit étre évoqué devant la présence de
cytopénies inexpliquées chez des patients avec mise en évidence d’une population de LGL en
cytologie et/ou par CMF (46).
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Tableau 5 : Critéres diagnostiques d’apres Semenzato et al. (46)

Criteres diagnostiques

> 2 G/L de clone T-LGLL dans le sang périphérique
> 0,5 G/L de clone T-LGLL dans le sang périphérique associé a des cytopénies inexpliquées

Clonalité T détectée par biologie moléculaire
> 6 mois
Présence de mutations STAT3 ou STAT5B

Par ailleurs, I'étude des caractéristiques cytologiques et moléculaires de la MO peut
étre effectuée afin d’exclure d’autres causes de cytopénies mais, ne fait pas partie des
recommandations pour le diagnostic de T-LGLL (46).

I1.1.2.4.1. Cytologie

Les cellules observées dans les T-LGLL dans le sang présentent un cytoplasme
modéré a abondant contenant des granulations azurophiles, difficilement différenciables des
lymphocytes T cytotoxiques activés suite a une infection ou une maladie auto-immune
(Figure 14) (45).

Figure 14 : Cellules sanguines de T-LGLL du patient 39

Par conséquent, le développement de méthodes moléculaires permettant de confirmer
la clonalité T-LGL est essentielle afin de différencier le diagnostic de T-LGLL, des autres
affections bénignes présentant des caractéristiques cytologiques comparables (45).

11.1.2.4.2. Inmunophénotypage

L’immunophénotypage des cellules retrouvées dans les T-LGLL est celui de cellules T
post-thymiques CD3*, TCRaoB*, CD8*, CD16*, CD57" et CD5%™ Une perte anormale
d'expression de CD5 et/ou CD7 est fréquente et I'expression de CD57 et CD16 se produit dans
plus de 80 % des cas de T-LGLL. L’expression d’autres marqueurs NK est également possible
(CD56, cTIA1, perforine, granzyme B...). D’autres variants peuvent exprimer CD4" ou un
TCRyd", mais ces derniers sont plus rares que les formes CD8" (45).

11.1.2.4.3. Biologie moléculaire

Comme vu précédemment dans la physiopathologie des T-LGLL, les lymphocytes
clonaux présenteront un développement comparable aux LT normaux au détail prés que les
premiers ne présenteront pas de variabilité au niveau des différentes régions des chaines du
TCR du fait de leur caractére clonal. Cette particularité a donc été exploitée pour réaliser le
diagnostic de T-LGLL tout d’abord grace a des techniques de BM telles que le Southern blot
puis, la réaction en chaine par polymérase (PCR) (45-46).
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11.11.2.4.4. Auto-immunité

Il est également possible de retrouver des stigmates de désordres immuns au
diagnostic. En effet, la positivitt du facteur rhumatoide, d’anticorps antinucléaires,
antiplaquettes ou antineutrophiles ou encore des tests de Coombs, des hyper- ou hypo-
gammaglobulinémie, des gammapathies monoclonales et des élévations de taux de
B2-microglobuline sont fréquentes (47).

11.1.2.5. Traitements

La pose du diagnostic d’'une T-LGLL n’entraine pas nécessairement la mise en place
d’un traitement. En effet, seuls les patients neutropéniques (< 0,5 G/L) ou symptomatiques,
dont 'anémie nécessite des transfusions ou avec une pathologie auto-immune présentent une
indication au traitement (Tableau 6) (45-46).

Tableau 6 : Arsenal thérapeutique adapté d’apres Park et al. (45) et Semenzato et al. (46)

Polyarthrite rhumatoide

Methotrexate Mutation STAT3
1% intention Cyclophosphamide Anémie prédominante
Cyclosporine Echec des autres traitements

Analogues des purines

(fludarabine, bendamustine) Echec des autres traitements

Alemtuzumab Echec des autres traitements
. . . Echec des autres traitements et
e
2¢ intention Rituximab polyarthrite rhumatoide
Splénectomie Splénomégalie ou cytopénie réfractaire
Greffe de CSH Patients jeunes avec des formes

réfractaires

Un traitement symptomatique comprenant des antibiotiques, de I'érythropoiétine et/ou
des facteurs stimulant la croissance des granulocytes (G-CSF) peut également étre débuté.
Néanmoins, l'utilisation du G-CSF ne sera possible que dans des situations spécifiques
puisqu’il peut aggraver la splénomégalie ou les symptdmes articulaires (45).

11.1.2.6. Evolution

Cette hémopathie lymphoproliférative indolente se manifeste généralement au
diagnostic par des cytopénies modérées pouvant s’aggraver et favoriser les infections chez
les patients neutropéniques. La survie a 10 ans de ces patients est en moyenne de 70% et les
infections séveres constituent la cause majeure de décés dans cette population. Ainsi les
patients doivent bénéficier d’'un suivi régulier de leurs symptomes et de I'évolution de leur
maladie indépendamment de leur statut de prise en charge (45).

I1.1.3. Syndrome de Sézary

Le syndrome de Sézary (SS) fait partie, avec le mycosis fungoides (MF), des
lymphomes cutanés T les plus fréequemment retrouvés. Alors que le MF constitue une forme
majoritairement dermatologique, indolente et d’évolution favorable, le SS constitue la forme
leucémique de la pathologie (48) pouvant se révéler directement ou évoluer a partir d'un MF
deéja connu par ailleurs.
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1.1.3.1. Epidémiologie

Les lymphomes cutanés T sont des lymphopathies rares représentant 4% des
lymphomes non Hodgkiniens. Le SS et le MF constituent & eux deux les deux tiers des
lymphomes cutanés T. Ces deux pathologies présentent une prédominance masculine et 'age
médian au diagnostic est de 55-60 ans (49). Enfin, I'ethnie est également a prendre en
considération dans ce type de pathologie avec une incidence plus élevée dans les populations
noires et un age médian au diagnostic plus bas par rapport aux populations caucasiennes. A
l'inverse, aucune prédisposition génétique ne semble impliquée dans le développement de ce
type de lymphome (48).

11.1.3.2. Physiopathologie

La physiopathologie reste a préciser mais il semblerait que tout comme pour la T-LGLL,
une stimulation antigénique chronique ou par des super-antigénes soit a l'origine d’'une
expansion clonale des cellules T mémoires. Des études ont cherché a investiguer l'influence
de I'environnement et principalement des radiations, des agents chimiques et des infections
(en particulier par HTLV-1) sans pour autant mettre en évidence d’impact significatif sur cette
lymphopathie (50).

1.1.3.3. Clinique

Dans ses formes typiques, le SS se manifeste par une érythrodermie (érythéme sur
une surface corporelle supérieure ou égale a 80%) (Figure 15) souvent exfoliative,
intensément prurigineuse et chronique sur plusieurs mois, voire années. Une kératodermie
palmoplantaire, des anomalies des ongles, une alopécie ainsi que des lymphadénopathies
sont également fréquemment retrouvées au diagnostic. Plus rarement, les patients pourront
présenter un faciés Iéonin (48) (50).

Figure 15 : Erythrodermie chez un patient atteint de SS d'aprés Spicknall et al. (50)

Pour finir, le SS peut également étre associé a une altération de 'immunité cellulaire
et humorale facilitant I'apparition d’infections opportunistes ainsi qu’a un risque augmenté de
tumeur secondaire (autres types de lymphomes) (48).

11.1.3.4. Diagnostic

Malgré l'arsenal thérapeutique mis a la disposition des cliniciens pour prendre en
charge le SS, son pronostic reste sombre. En ce sens, la précocité du diagnostic est
essentielle a 'obtention d’une bonne réponse thérapeutique (49). Le diagnostic de SS repose
sur les signes cliniques ainsi que les critéres biologiques représentés dans le Tableau 7.
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Tableau 7 : Critéres diagnostiques d’apres Semenzato et al. (46)

Critéeres diagnostiques

Cellules de Sézary > 1 G/L
Ou ratio CD4/CD8 = 10
Ou augmentation des cellules avec un phénotype anormal :
cellules CD4*CD7 = 40% ou CD4*CD26™ = 30%

Réarrangement clonal du TCR

Le diagnostic de SS sera ensuite complété par une stadification de la maladie en
fonction des atteintes cutanées, ganglionnaires, viscérales et sanguines (Tableau 8 et 9).

Tableau 8 : Description des atteintes observées dans le SS d’aprés Lee et al. (48)

Atteintes cutanées (T)

TO : absence de lésions suspectes
T1 : Iésions cutanées limitées érythémateuses non infiltrées, papules ou plaques < 10% de SC
T1a : Iésions érythémateuses non infiltrées (patches)
T1b : plaques
T2 : Iésions cutanées érythémateuses non infiltrées, papules ou plaques > 10% de SC
T2a : Iésions érythémateuses non infiltrées (patches)
T2b : plaques
T3 : une ou plusieurs tumeurs (une tumeur est définie par une taille >a 1 cm)
T4 : érythrodermie (surface corporelle attente > 80 %)

Statut ganglionnaire (N)

NO : pas d'adénopathie périphérique palpable (pas de biopsie)

N1 : adénopathie périphérique palpable (Dutch grade 1 ou NCI LNO-2)
N1a : pas de clone (ou équivoque)
N1b : clone présent et identique a celui de la peau

N2 : adénopathie périphérique palpable (Dutch grade 2 ou NCI LN3)
N2a : pas de clone (ou équivoque)
N2b : clone présent et identique a celui de la peau

N3 : adénopathie périphérique palpable (Dutch grade 3-4 ou NCI LN4)
N3a : pas de clone (ou équivoque)
N3b : clone présent et identique a celui de la peau

Nx : adénopathie périphérique palpable sans confirmation histologique

Statut viscéral (M)

MO : pas d'atteinte viscérale
M1 : atteinte viscérale
M1a : atteinte uniquement médullaire (clone positif, négatif ou indéterminé)
M1b : atteinte viscérale non médullaire (clone positif, négatif ou indéterminé)
Mx : atteinte viscérale ni confirmée ni infirmée par I'évaluation pathologique ou d'imagerie

Atteintes sanguines (B)

BO : pas d'atteinte sanguine significative (< 5% de cellules de Sézary circulantes)
BO0a : pas de clone (ou équivoque)
BOb : clone présent et identique a celui de la peau
B1: faible charge tumorale sanguine (cellules de Sézary circulantes > 5% et < 1 000/uL)
B1a : pas de clone (ou équivoque)
B2b : clone présent et identique a celui de la peau
B2 : charge tumorale sanguine élevée (cellules de Sézary circulantes > 1 000/uL) avec un clone T
majoritaire CD4/CD8 210, CD4*CD7" = 40% ou CD4*CD26" = 30%

SC : surface cutanée
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Tableau 9 : Classification des SS d’apres Lee et al. (48)

Atteintes cutanées (T) T1aT4
~ IVA1(0S a 3,8 ans) Statut ganglionnaire (N) NO a N2
Envahissement sanguin important sans T
adénopathies spécifiques Statut viscéral (M) MO
Atteintes sanguines (B) B2
Atteintes cutanées (T) T1aT4
~ IVA2(0S a2 ans) Statut ganglionnaire (N) N3
Envahissement sanguin important avec T
adénopathies spécifiques Statut viscéral (M) MO
Atteintes sanguines (B) BO a B2
Atteintes cutanées (T) T1aT4
IVB (OS a 1,4 ans) Statut ganglionnaire (N) NO a N3
Atteintes viscérale Statut viscéral (M) M1
Atteintes sanguines (B) BO a B2

OV (overall survival) : survie globale

Cependant, le diagnostic de SS reste complexe. En effet, parmi les diagnostiques
différentiels possibles, peuvent étre retrouvés d’autres causes d’érythrodermie tel que le
psoriasis érythrodermique, la dermatite atopique érythrodermique, I'érythrodermie secondaire
a un médicament ou bien d’autres leucémies présentant des atteintes cutanées telles que la
T-PLLL ou la leucémie a cellules T de I'adulte (48) (50).

11.1.3.4.1. Cytologie

Les cellules de Sézary sont caractérisées par la présence d’un noyau cérébriforme a
chromatine légérement condensé et pouvant contenir des nucléoles peu visibles. Leur
cytoplasme non granulaire quant a lui, peut-étre plus ou moins abondant (Figure 16) (3).

P
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Figure 16 : Cellule de Sézary dans le sang périphérique du patient 7

Les cellules de Sézary peuvent également étre retrouvées dans les ganglions
lymphatiques, les biopsies cutanées mais aussi envahir la moelle osseuse (3).

11.1.3.4.2. Inmunophénotypage

L’immunophénotypage des cellules de Sézary, similaire a celui retrouvé dans le MF,
comprend généralement I'expression de CD2, CD3, CD5, CD4, CD25 et TCRap et I'absence
de CD7 et CD26 caractéristique (3). Un autre marqueur cellulaire de surface, membre de la
famille des récepteurs de type immunoglobuline des cellules tueuses (KIR), KIR3DL2, peut
également étre utilisé dans le diagnostic du SS (49) (51).
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Initialement exprimé par les cellules NK et quelques LT CD8", des études et notamment celle
d’'Hurabielle et al. ont démontré que KIR3DL2 était a la fois le marqueur le plus sensible dans
le diagnostic de SS mais également, qu’il s’agissait d’'un marqueur pronostic de la mort des
cellules de Sézary (49) (51).

11.1.3.4.3. Cytogénétique et biologie moléculaire

Classiquement les patients présentent des aberrations chromosomiques pouvant étre
détectées par analyse cytogénétique. Parmi ces aberrations chromosomiques, seront
fréquemment retrouvées une monosomie du chromosome 10, des pertes de 10q et 17p, des
gains de 8qg24 et 17q ainsi que diverses altérations structurelles impliquant ces régions.
Cependant, aucune anomalie spécifique n’a été mise en évidence a ce jour (3).

11.1.3.5. Traitements

La prise en charge du SS est a la fois complexe, multidisciplinaire et relativement peu
documentée au vu des difficultés diagnostiques de cette pathologie (rareté, manque de
consensus sur les parametres diagnostiques et sous-diagnostic). De plus, les traitements
actuellement disponibles ne permettent généralement pas d’obtenir une réponse compléte et
durable, a I'exception faite de la greffe de moelle osseuse (50).

Plusieurs principes importants sont a retenir dans la prise en charge du SS, parmi
lesquels sont retrouvés la minimisation de [l'utilisation des immunosuppresseurs afin de
maintenir le peu d'immunité qui n'aurait pas été supprimée par la pathologie et ainsi, réduire
les risques d’infection parfois mortelles. L'utilisation d’agent de chimiothérapie doit étre
programmeée sur de courtes périodes afin de minimiser les effets indésirables a long terme au
vu de leur efficacité limitée ainsi que la surveillance et le contréle d’éventuelles infections grace
a l'éradication du portage nasal du staphylocoque, I'utilisation de mupirocine, de bains d'eau
de Javel diluée, de lavages a la chlorhexidine et/ou d'antimicrobiens oraux peuvent étre mis
en place (50).

Les traitements actuellement indiqués dans le SS sont généralement utilisés sous la
forme d’associations entre une thérapie ciblant les Iésions cutanées et un traitement
systémique voire une thérapie intensive ou curative dans certains cas particuliers. Parmi les
traitements de premiére intention, diverses possibilités sont disponibles et comprennent
notamment ['utilisation de la photophérése (ou photochimiothérapie extracorporelle),
technique de thérapie cellulaire permettant de moduler la réponse immunitaire cellulaire. Elle
consiste a traiter des cellules mononuclées par lumiére ultraviolette en présence de psoraléne
avant de les réinjecter au patient (52). D’autres alternatives peuvent également étre utilisées
en association telles que l'interféron a (IFNa), le bexaroténe (antinéoplasique) ou encore de
faibles doses de méthotrexate. A ces thérapies systématiques, des traitements ciblant la peau
pourront également étre associés. Ces traitements comprennent entre autres la PUVAthérapie
(association de rayons ultraviolets a la prise de psoraléne) (52), la méchloréthamine
(chimiothérapie locale), la thérapie par faisceau d'électrons sur la peau totale (TSEBT) ainsi
que les corticoides locaux (50). Concernant les traitements de seconde intention, des
chimiothérapies a agent unique (doxorubicine, gemcitabine, chlorambucil, étoposide,
cyclophosphamide, témozolomide et méthotrexate a forte dose) ou multiples (fludarabine et
cyclophosphamide ou cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine et prednisone ou CHOP),
des inhibiteurs d’histone désacétylase (romidespine, agit sur le prurit) ou des immunothérapies
ciblées (mogalumizumab ou brentuximab védotine) pourront étre proposés.
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Pour finir, la greffe de CSH est une option thérapeutique envisageable a visée curative,
principalement chez les sujets jeunes atteints par des stades avancés de la maladie, au vu de
ses risques de morbi-mortalité élevés (48) (50). De nouvelles molécules, en cours de
développement, ciblant les marqueurs KIR3DL2 (surexprimé dans le SS), CD3 (pan-T), CD25
(récepteur de I'lL-2), PD-1 (point de contrble immunitaire) ou PI-3K (transducteur de signal),
sont également a I'étude pour élargir I'arsenal thérapeutique du SS (50).

11.1.3.6. Evolution

De par son instabilité chromosomique importante, le SS est une hémopathie présentant
un mauvais pronostic. En effet, la survie médiane aprés le diagnostic est de 4 ans, avec une
survie globale de 42,3%, 5 ans aprés le diagnostic (48).

II.2. Lymphome anaplasique a grandes cellules

Les lymphomes anaplasiques a grandes cellules constituent un groupe de trois sous-
entités associant le lymphome anaplasique a grandes cellules ALK négatif (ALK-ALCL), le
lymphome anaplasique a grandes cellules ALK positif (ALK+ALCL) et le lymphome
anaplasique a grandes cellules associé aux implants mammaires (BIA-ALCL). Les signes
cliniques, les modifications génétiques, les pronostics et les traitements étant différents pour
les trois types (53-54), seuls les ALK-ALCL et les BIA-ALCL, sous-entités présentes dans la
cohorte de patients étudiée dans ce manuscrit seront abordés.

I1.2.1. Lymphome anaplasique a grandes cellules ALK négatif

11.2.1.1. Epidémiologie

L’ALK-ALCL est une lymphopathie rare représentant 1 a 3% des lymphomes non
Hodgkiniens. La population la plus touchée par cette pathologie est composée d’adultes agés
de 40 a 65 ans, a noter que généralement, 'ALK-ALCL touche principalement les hommes
dans leur sixieme décennie. En effet, les hommes sont Iégerement plus enclins a développer
la maladie que les femmes (53).

Actuellement, aucun facteur prédisposant n'a été retrouvé comme étant impliqué dans
le développement du ALK-ALCL. En effet, contrairement a la plupart des lymphomes a
cellules T, 'EBV ne semble pas impliqué dans la physiopathologie des ALK-ALCL (53).

11.2.1.2. Physiopathologie

Contrairement a la physiopathologie du ALK+ALCL, celle du ALK-ALCL reste assez
peu connue. A ce jour, deux réarrangements récurrents ont pu étre identifiés dans les
ALK-ALCL. Le premier impliquant DUSP22 sur le chromosome 6 dans 30% des cas et le
second, impliquant TP63 (homologue de TP53) sur le chromosome 3 dans 8% des cas (54-
55). Historiguement, les réarrangements DUSP22 sont de meilleurs pronostiques que ceux
impliquant TP63 (54). DUSP22 (aussi connue sous le nom de phosphatase associée a la voie
de la c-Jun N-terminal kinase) est un suppresseur de tumeur jouant un réle dans I'inhibition de
la voie de signalisation du TCR des LT et ainsi, dans la favorisation de la mise en place d’un
environnement inflammatoire et d’'une expansion cellulaire. A l'inverse, TP63 code pour une
protéine de fusion p63 présentant des structures homologiques avec I'oncogéne ANp63.
D’autres mutations de JAK1 et STAT3 impliquées dans la voie de signalisation JAK-STAT
(Figure 17), ont également été identifiées dans 20% des cas. Cependant, ces mutations ne
sont retrouvées qu’en I'absence de réarrangement de DUSP22 (53-55).
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Figure 17 : Principales mutations impliquées dans les ALK-ALCL d'aprés Zhang et al. (53)
A : mutations JAK1 et STAT3 sans réarrangement de DUSP22 associé
B : réarrangement de DUSP22-IRF4

En utilisant des méthodes de détermination du profil de méthylation des ALK-ALCL, il
a été découvert que celui-ci comportait des similarités avec celui des précurseurs thymiques
doublement positifs, probablement impliqués dans le développement de ce lymphome.
Néanmoins, d’autres sous-types de cellules T sont également envisagés comme pouvant étre
a l'origine des ALK-ALCL tels que les LT matures activés, les LT régulateurs, les LT mémoires
ou encore les LT helpers comme indiqué sur la Figure 18. Cependant, les mécanismes précis
conduisant a la constitution de ce type de lymphome restent a investiguer (53).
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Figure 18 : Physiopathologie possible des ALCL d'apres Zhang et al. (53)

I1.2.1.3. Clinique

Les patients atteints de formes avancées de la maladie présentent généralement des
symptémes B systémiques, une organomégalie ainsi que de multiples adénopathies. En effet,
environ 50% des cas possedent une atteinte des ganglions lymphatiques. A linverse les
atteintes extranodales au niveau de la peau, des tissus mous, du foie ou encore des poumons,
sont moins fréquentes (53).
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De maniére générale, des lésions cutanées sous la forme de papules, nodules ou tumeurs
pourront également étre retrouvées. Enfin, la présentation leucémique de ce lymphome est
trés rare et induira un pronostic défavorable pour le patient (53).

11.2.1.4. Diagnostic

Le diagnostic du ALK-ALCL est basé principalement sur la clinique ainsi que sur
I'examen histopathologique et immunohistochimique des ganglions lymphatiques biopsiés qui
permettra de mettre en évidence I'expression du marqueur CD30 et/ou I'expression ou la non
expression de ALK par les cellules tumorales. Cependant, ce seul critére est insuffisant pour
affirmer le diagnostic étant donné que le lymphome de Hodgkin ainsi que le lymphome a
cellules T périphériques peuvent également exprimer le CD30 (53).

11.2.1.4.1. Cytologie

L’analyse anatomopathologique des ganglions met généralement en évidence la
présence d’une tumeur cohésive pouvant atteindre les sinus, composée de grandes cellules
atypiques avec un abondant cytoplasme, un noyau excentré pléomorphe réniforme, en forme
de fer a cheval ou encore en forme de doughnut et des nucléoles proéminents (54). Les
cellules sanguines et médullaires pouvant également étre observées présentent des
caractéristiques similaires a celles précédemment décrites (Figure 19).

Figure 19 : Cellules d’ALK-ALCL d’aprés Pina-Oviedo et al. (54)

11.2.1.4.2. Inmunophénotypage

L’immunophénotypage des cellules retrouvées dans les ALK-ALCL sera
principalement réalisé en anatomopathologie sur les biopsies ganglionnaires. En effet, la CMF
ne permettra pas a elle seule d’établir le diagnostic en raison du manque de marqueurs et
notamment de CD30 et ALK que l'on peut en revanche étudier sur des biopsies par
immunohistochimie. Les cellules ALK-ALCL expriment généralement CD30 (> 75% des
cellules), CD5, CD3, CD7, CD2 et une expression paradoxale de CD4 et CD8 (53).

11.2.1.4.3. Cytogénétique et biologie moléculaire

Classiquement les patients posséderont un réarrangement clonal des génes du TCR,
une translocation du locus DUSP22-IRF4 du chromosome 6 sur le chromosome 7,
t(6;7)(p25.3;932.3), des mutations de JAK1 et/ou STAT3, des gains ou pertes récurrentes, une
coexpression ectopique des génes ERBB4 et COL29A1 ou encore des réarrangements du
géne TP63 sous la forme d’inversion, inv(3)(g26g28), conduisant a I'obtention d’'une protéine
de fusion TBL1XR1/TP63. Des anomalies chromosomiques complexes peuvent également
étre retrouvées et seront associées a un mauvais pronostic (45) (47).
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11.2.1.5. Traitements

Le traitement du ALK-ALCL repose toujours sur I'utilisation de chimiothérapie selon le
protocole CHOP malgré une efficacité modérée. De nouvelles combinaisons thérapeutiques
incluant notamment I'étoposide, ainsi que des chimiothérapies plus agressives ou encore des
thérapies ciblant les mutations JAK/STAT telles que le ruxolitinib sont en cours d’étude (53).

11.2.1.6. Evolution

Historiquement, 'ALK-ALCL avec réarrangement de DUSP22 était connu pour avoir
un excellent taux de survie a 5 ans contrairement aux formes présentant un réarrangement
TP63 ou aucun des réarrangements cités. Cependant, une étude récente publiée en 2022 par
Qiu et al. tend a modérer I'excellent taux de survie du ALK-ALCL avec réarrangement de
DUSP22, pour le rapprocher de celui ne présentant pas de réarrangement de DUSP22 ni de
réarrangement de TP63 (55).

I.2.2. Lymphome anaplasique a grandes cellules associé aux implants mammaires

1.2.2.1. Epidémiologie

Le BIA-ALCL est une complication trés rare liée a la pose d’implants mammaires
pouvant apparaitre plusieurs années apres l'intervention chirurgicale (8 ans et plus). Seuls
900 cas ont été actuellement rapportés dans le monde. De découverte récente, cette entité
n'a été intégrée a la classification OMS qu’en 2016 (2) (56).

11.2.2.2. Physiopathologie

La physiopathologie de ce type d’ALCL est encore mal connue. Cependant, il
semblerait que linduction par I'implant mammaire d’une inflammation chronique et d’'une
réponse immune a long terme puisse étre a l'origine du BIA-ALCL. Par ailleurs, il semblerait
également que d’autres facteurs de risque puissent se surajouter tels que des facteurs
génétiques, la présence d’une infection bactérienne ou encore la texture des implants (53). En
effet, en 2019, les implants mammaires macro-texturés ont été retirés du marché dans
plusieurs pays a cause de la mise en évidence de leur implication dans le développement des
BIA-ALCL (53).

Parmi les mécanismes de physiopathologiques supposés, le recrutement a proximité
de I'implant de LT et de macrophages est a 'origine de la génération d’'une réponse immune
Th1/Th17 et par conséquent, au recrutement supplémentaire de macrophages et de
polynucléaires neutrophiles. Ce recrutement important de médiateurs de I'immunité entraine
la production et la libération d’'un grand nombre de cytokines mais également I'activation de la
voie JAK/STAT impliquée dans l'initiation de la transcription entrainant ainsi I'activation de la
prolifération cellulaire (Figure 20) (53).

Concernant le lien entre infection bactérienne et BIA-ALCL celui-ci est encore théorique
méme si diverses populations bactériennes ont pu étre retrouvées chez des patientes atteintes
de BIA-ALCL (53).
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Figure 20 : Lien entre réponse immune et BIA-ALCL d’apres Zhang et al. (53)

11.2.2.3. Clinique

Les BIA-ALCL sont généralement des lymphomes indolents se limitant dans la trés
grande majorité des cas a la capsule entourant I'implant mammaire. Une minorité de
BIA-ALCL présenteront une infiltration au-dela de la capsule péri-prothétique voir méme un
envahissement des ganglions loco-régionaux ou d'un site a distance. Les signes cliniques sont
peu spécifiques mais devront étre recherchés chez une femme porteuse d’implants
mammaires, les plus fréquents étant un épanchement péri-prothétique abondant, une
augmentation du volume du sein, des douleurs, une inflammation, la constitution d’'une masse,
des ulcérations ou encore une altération de I'état général (53) (56).

11.2.2.4. Diagnostic

Le diagnostic de BIA-ALCL sera posé grace a la concordance d’un faisceau
d’arguments cliniques, d’'imagerie ainsi qu’anatomopathologique par le biais de I'analyse du
liquide péri-prosthétique, si celui-ci est présent, ou bien par I'analyse du matériel ainsi que des
pieéces biopsiques suspectes (56).

11.2.2.4.1. Cytologie

Lorsqu’il est contenu dans la capsule péri-prothétique, le BIA-ALCL se présente sous
la forme de grandes cellules anaplasiques a cytoplasme variable et au noyau plus ou moins
irrégulier et pouvant étre multiples (Figure 21) (3). A lI'inverse, des amas reposant sur un tissu
plus ou moins fibrotique peuvent également étre retrouvés chez certaines patientes (3).

Figure 21 : Cellule de BIA-ALCL d’apres Naeim et al. (3)
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11.2.2.4.2. Inmunophénotypage

Les cellules de BIA-ALCL sont généralement CD30*, ALK, CD4*, CD43", Bcl-2°,
Ki-67 fort et souvent CD3" et CD2" (3). Ces marqueurs sont généralement étudiés par
immunohistochimie sur des piéces de biopsies, puisque cette entité est le plus souvent
localisée a la prothése.

11.2.2.4.3. Cytogénétique et biologie moléculaire

Dans ce type de lymphome, des altérations de la voie JAK/STAT seront fréequemment
rencontrées. Un certain nombre de cas ont permis de relier des gains 19p mais également des
délétions 1p, 10p et 20p avec le développement de BIA-ALCL. Par ailleurs, plusieurs mutations
ont été retrouvées tel que les mutations STAT3%¢™R JAK1¢107V et JAK3V"??. De plus, on
retrouve également un réarrangement clonal des génes du TCR chez ces patientes (3).

11.2.2.5. Traitements

De maniére générale, les patientes atteintes de BIA-ALCL pourront se voir proposer,
suite a une réunion de concertation pluridisciplinaire, un traitement chirurgical afin de retirer
'implant (capsulectomie totale) et les ganglions lymphatiques du méme territoire de drainage
ou bien des traitements de radiothérapie ou chimiothérapie (53) (56).

11.2.2.6. Evolution

Malgré quelques similitudes, le taux de survie des patients présentant un BIA-ALCL est
supérieur a celui retrouvé dans les ALCL systémiques. De méme, le pronostic des patients
atteints de BIA-ALCL limités a la capsule péri-prothétique sera meilleur que celui des formes
disséminées (56).

I1.3. Lymphome nodulaire a cellules T follicular helper de type angio-immunoblastique

Suite a la publication de la cinquieme édition de la classification des hémopathies
lymphoides de 'OMS en 2022, le lymphome angio-immunoblastique T a changé de nom et
s’intitule désormais lymphome nodulaire a cellules T follicular helper de type angio-
immunoblastique (ou nodal TFH cell lymphoma, angioimmunoblastic-type, en anglais). Ce
type de lymphome appartient & une entité unique de lymphomes systémiques comprenant
trois sous-types, le lymphome de type angio-immunoblastique (AITL), le lymphome de type
folliculaire et le lymphome non spécifié (2) (57) .

11.3.1. Epidémiologie

L’AITL représente le second sous-type de lymphome T cutané le plus fréquemment
rencontré (35% des cas en Europe contre environ 16% aux Etats-Unis) mais ne représente
que 1 a 2% des lymphomes non Hodgkiniens. Il affecte principalement les sujets entre 50 et
60 ans sans prédisposition en termes de sexe ou d’ethnie (58).

11.3.2. Physiopathologie

Les cellules impliquées dans 'AITL sont des LT matures CD4" provenant des cellules
T follicular helpers situées dans le centre germinal des ganglions lymphatiques. Ainsi, ces
cellules présentent initialement un réle important dans la sélection des LB et dans la mise en
place d’'une réponse immunitaire adaptée a I'antigene impliqué (58).
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La physiopathologie de cette lymphopathie n’est pas complétement connue.
Cependant, un certain nombre d’études mettent en évidence un possible lien entre une
infection virale a EBV et le développement d’AITL (57) (58).

1.3.3. Clinique

Les patients atteints d’AITL présentent généralement des adénopathies, des
hépatosplénomégalies, une anémie, une hypergammaglobulinémie ainsi que de possibles
signes cutanés avec ou sans prurit associé. Des symptomes dit B peuvent également étre
fréquemment retrouvés chez ces patients. Une grande variété de troubles immunologiques
peut également étre retrouvée tel que des anémies hémolytiques auto-immunes, des
polyarthrites rhumatoides, des thyroidites auto-immunes ou des vascularites (3) (57) (58).

11.3.4. Diagnostic

Le diagnostic d’AITL repose sur une combinaison de caractéristiques cliniques,
histologiques et biologiques (58). Sur le plan biologique, une anémie ou pancytopénie
associée a une hypergammaglobulinémie, la présence d’auto-anticorps circulants ainsi qu’une
élévation de la concentration en lactate déshydrogénase font partie des anomalies biologiques
retrouvées au diagnostic (3).

11.3.4.1. Cytologie

Dans les phases les plus précoces de la maladie, I'architecture du ganglion est
relativement bien conservée malgré la présence d’une infiltration cellulaire entrainant une
expansion du paracortex nodal. Cette infiltration se compose essentiellement de lymphocytes,
d’éosinophiles, de macrophages, de plasmocytes, de blastes lymphoides, de cellules de
morphologie proche des cellules de Reed-Sternberg ou bien encore, de veinules endothéliales
abondantes (Figure 22).

A linverse, dans les cas les plus avancés, I'architecture normale du ganglion est
presque completement perdue (3). Les cellules tumorales sont généralement de petite a
moyenne taille, pouvant présenter quelques atypies nucléaires et un cytoplasme clair.
Habituellement, ces cellules constituent des petits amas de cellules, piégés par les réseaux
de cellules dendritiques folliculaires a proximité des veinules a endothélium épais présent dans
les ganglions lymphatiques (58). Ces cellules tumorales peuvent étre retrouvées aussi bien
dans la MO, que dans la rate, la peau ou encore les poumons lors de la dissémination
extranodale de la pathologie. La dissémination médullaire de ces cellules peut avoir lieu trés
précocement, compliquant le pronostic de la maladie (3) (58).
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Figure 22 : Cellules d'AITL d’aprés Naeim et al. (2)
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11.3.4.2. Immunophénotypage

L'immunophénotypage des cellules retrouvées dans les AITL est caractérisé par une
expression du TCRaB, de CD4 et de CD10 alors que I'expression des autres marqueurs
pan-T (CD2, CD3 et CD5) est plus incertaine. Ces cellules présentent également une
expression assez variable des marqueurs habituellement associés aux cellules TFH tels que
le Bcl-6, PD-1, ICOS et CXCL13. L'immunophénotypage des cellules peut-étre aussi bien
effectué sur le sang périphérique, la MO que sur les ganglions lymphatiques (3) (58).

Au vu de la présentation clinique, les cellules d’AITL pourront également étre étudiées
en immunohistochimie a partir des coupes ganglionnaires réalisées en anatomopathologie,
permettant de mettre en évidence, de méme que dans les autres compartiments, des cellules
pouvant exprimer au moins deux ou trois marqueurs relatifs aux cellules TFH. L’expression de
CD21, CD23 et CD35 peut également étre évaluée afin de visualiser la présence des cellules
dendritiques folliculaires au niveau nodulaire. Enfin, le marquage de 'EBV par hybridation
in situ sera dans la majorité des cas positif (3) (58).

11.3.4.3. Cytogénétique et biologie moléculaire

Classiquement, les patients atteints d’AITL présentent un réarrangement clonal du
TCR dans 75% des cas. D’autres mutations peuvent étre retrouvées tels que des mutations
de TET2, DNMT3A et IDH2R'"? mais elles ne sont pas spécifiques de la pathologie. La mutation
de RHOA®' est quant a elle, trés fréquemment rencontrée contribuant de maniére
secondaire a la différenciation des cellules TFH (3) (58).

Les aberrations chromosomiques clonales sont trés fréquentes. Parmi les plus
communes, on retrouvera des trisomies 3, 5 et 21, des gains 11q13, 19, 22q, des
réarrangements du 1p, 3p, 14q ou des pertes 6q (3) (58).

11.3.5. Traitements

La prise en charge des AITL comprend en premiére ligne I'utilisation de chimiothérapie
selon le protocole CHOP, a laquelle peuvent étre ajouté d’autres molécules telles que
I'étoposide (inhibiteur des topoisomérases | et Il), 'alemtuzumab, le brentuximab védotine
(anticorps monoclonal anti-CD30 associé a un antimitotique) ou encore le bortézomib
(inhibiteur du protéasome). Enfin, il est également possible de proposer a ces patients une
greffe de CSH. Néanmoins, ce type de traitement est réservé aux sujets jeunes avec des
formes réfractaires (59).

11.3.6. Evolution

L’AITL est un lymphome de pronostic assez péjoratif dont le taux de survie n’a pas
évolué aux cours des dernieres années. Plusieurs index et/ou scores pronostiques sont
actuellement a I'étude afin de permettre une meilleure évaluation du risque de la maladie (59).

I.4. Lymphomes périphériques a cellules T, sans autres précisions

I.4.1. Epidémiologie

Les lymphomes périphériques a cellules T, sans autres précisions (PTCL-NOS)
représentent plus de 25 a 35% des lymphomes périphériques a cellules T constituant le sous-
type le plus commun. Par ailleurs, ils constituent une sous-classe distincte de lymphomes
regroupant un groupe hétérogéne de pathologies.
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Habituellement, les patients atteints de ce type de lymphome sont majoritairement des
hommes d’'une soixantaine d’années. L’Europe et 'Amérique du Nord semblent touchés de
maniére équivalente alors que I’Asie présente une prévalence légérement plus faible (60) (61).

1.4.2. Physiopathologie

Les PTCL-NOS sont un groupe hétérogene de pathologies ne pouvant étre classées
dans les autres catégories de lymphomes. La déterminaison de leur physiopathologie précise
reste a investiguer (3).

1.4.3. Clinique

Au diagnostic, les patients atteints de PTCL-NOS sont majoritairement a un stade
avancé de la maladie. Des symptémes B, nodaux et extranodaux (MO, foie, rate, peau) sont
trés souvent retrouvés (3) (61).

11.4.4. Diagnostic

Le diagnostic de PTCL-NOS est principalement un diagnostic d’exclusion des autres
sous-types de PTCL. Ces patients peuvent présenter une anémie avec ou sans hémolyse,
une thrombocytopénie, une hyperéosinophilie, une hypercalcémie, une hyper- ou une
hypogammaglobulinémie ainsi qu’une élévation de la 32-microglobuline, de la CRP et/ou de
la LDH. De plus, des réactivations du CMV ou de I'EBV peuvent également étre
objectivées (3) (61).

I.4.4.1. Cytologie

Chez les patients atteints de PTCL-NOS, Tlarchitecture ganglionnaire n’est
généralement pas conservée du fait de l'infiltration des cellules néoplasiques. Ces cellules
présentent des caractéristiques cytologiques hétérogénes (Figure 23).
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Figure 23 : Cellules de PTCL-NOS d’apres Naeim et al. (2)
Cependant, trois types de variants morphologiques peuvent étre isolés (3) (61) :

e La variante lymphoépithélioide caractérisée par la présence de nombreux petits
lymphocytes néoplasiques associés a des lymphocytes de taille plus importante, des
histiocytes ainsi que des cellules inflammatoires.

e La variante folliculaire caractérisée par des cellules lymphoides claires constituants
des agregats.

e La variante de la zone T caractérisée par la présence de lymphocytes de petite a
moyenne taille sans atypies particuliéres.
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En dehors des ganglions lymphatiques, les lymphocytes néoplasiques peuvent également
envahir la MO, la rate ou encore la peau et y étre mis en évidence grace aux examens
appropriés (3) (61).

11.4.4.2. Immunophénotypage

L’immunophénotypage des cellules retrouvées dans les PTCL-NOS est celui d’'une
cellule présentant un marquage pan-T aberrant, avec une perte variable du CD5 et/ou du CD7
et une expression du TCRaf, une expression tres variable de CD4 et de CD8 ainsi qu’une
possible expression de certains marqueurs tels que le CD56, CD30, CD15, CD20 ou CD79a
dans de plus rares cas. Pour finir, les cellules de PTCL-NOS sont des cellules n’exprimant pas
les marqueurs de TFH, contrairement aux AITL (3) (61).

11.4.4.3. Cytogénétique et biologie moléculaire

Classiquement les patients atteints de PTCL-NOS présentent un réarrangement des
génes du TCR associé a des aberrations chromosomiques principalement localisées sur les
chromosomes 1, 2, 4, 6, 11, 14 et 17. D’autres mutations peuvent également étre retrouvées
telles que la translocation t(5;9)(q33;922) entrainant la création d’'une protéine de fusion (3).

11.4.5. Traitements

La prise en charge des PTCL-NOS comprend en premiére ligne, I'utilisation de
chimiothérapie selon le protocole CHOP permettant d’obtenir un taux de réponse globale
acceptable mais associé a un taux de rechute élevé. D’autres thérapeutiques sont en cours
d’étude, notamment avec des associations d’étoposide. La greffe de CSH pourrait également
étre envisagée pour compléter un protocole de chimiothérapie. Cependant, aucune étude
randomisée n’a encore permis de démontrer une efficacité de cette association. Pour finir, de
nouvelles molécules sont a I'étude pour améliorer la prise en charge des PTCL-NOS (60) (61).

1.4.6. Evolution

Les PTCL-NOS sont des hémopathies agressives souvent chimiorésistantes pouvant
étre classées grace a divers scores pronostiques (60) (61).
II.5. Syndrome hyperéosinophilique lymphoide

Les syndromes hyperéosinophiliques (SHE) constituent un groupe hétérogene
composeé de diverses entités pouvant avoir une origine clonale, réactionnelle ou idiopathique
(62). Seuls les SHE lymphoides, appartenant aux formes réactionnels seront décrits dans ce
manuscrit.

1.5.1.1. Epidémiologie

Les SHE lymphoides sont des pathologies rares dont 'age médian au diagnostic est
d’environ 44 ans sans prédominance liée au sexe (63).
1.5.1.2. Physiopathologie

La physiopathologie de ce syndrome lymphoprolifératif T clonal indolent périphérique
n’est pas encore complétement élucidé. Cependant, il semblerait que cela soit 'émergence du
clone T qui conduise a I'expansion des éosinophiles, et ce par le biais d’'une production accrue
de facteurs de croissance spécifiques tels que I'lL-5 (64).
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11.5.1.3. Clinique

Les symptdbmes les plus fréquemment retrouvés dans les SHE Iymphoides
correspondent a des atteintes cutanées a type d’eczéma, urticaire, prurit, rash, érythrodermie
ou encore d’angiocedéme facial. Peuvent également étre fréquemment retrouvées, des
atteintes ganglionnaires (adénopathies) ou articulaires et plus rarement digestives,
pulmonaires, neurologiques ou cardiaques (64).

11.5.1.4. Diagnostic

Le diagnostic de SHE repose sur la mise en évidence d’'une hyperéosinophilie
persistante (éosinophiles > 1,5 G/L a deux reprises a un mois d’intervalle) et/ou une
éosinophilie tissulaire associée a une atteinte ou une dysfonction d’organe attribuable a I'excés
et a la toxicité des éosinophiles (62) (65). Une caractérisation étiologique de ce SHE sera
ensuite indispensable afin de mettre en place un traitement le plus rapidement possible (62).

L’origine lymphoide d’'un SHE sera a envisager devant tout SHE inexpliqué et
nécessitera la détection d’une population lymphocytaire T clonale dans la circulation sanguine.
Des examens complémentaires d’imagerie pourront également étre demandés afin de
déterminer la présence de polyadénopathies. De méme, des dosages sériques des IgE totales
généralement augmentées ainsi que des recherches de cryoglobulines faiblement positives
pourront faire partie du bilan au diagnostic (62).

Les principaux diagnostiques différentiels de ces SHE lymphoides sont les lymphomes
T cutanées ainsi que 'AITL. Cependant, a l'inverse du SS, l'infiltrat lymphocytaire ne sera pas
eépidermique mais dermique. La présence de signes généraux et tumoraux ainsi que la
présence d'une auto-immunité biologique et [I'expression de certains marqueurs
caractéristiques tels que le CD10 et/ou CXCL13 et PD-1 seront plutét en faveur d’'un AITL que
d’'un SHE lymphoide (62).

11.5.1.4.1. Inmunophénotypage

L’immunophénotypage des cellules retrouvées dans les SHE lymphoides correspond
a celui d’'une population lymphocytaire circulante aberrante généralement CD3'CD4" (62) (64).
Néanmoins, des phénotypes CD3"CD4"CD7  ou CD3*CD4 CD8 TCRaB" peuvent également
étre retrouvés dans ces pathologies (62).

11.5.1.4.2. Cytogénétique et biologie moléculaire

Classiquement, les patients atteints de SHE lymphoide présenteront un réarrangement
des génes du TCR permettant de mettre en évidence le caractére clonal de la
pathologie (62) (64).

11.5.1.5. Traitements

La prise en charge des SHE est fonction de son origine, sa sévérité, son évolution et
sa réponse au traitement mais aussi des critéres propres au patient. Concernant le SHE
lymphoide, sa prise en charge est résumée dans la Figure 24 (62).

Sarah DECHEIVER | These d’exercice | Université de Limoges | 2024 61
Licence CC BY-NC-ND 3.0



SHE lymphoide
ou

SHE idiopathique

En cas d’ échec

Réponse partielle ou cortico-dépendance :
Peg-IFNa 2a (surtout si SHE lymphoide): débuter a 45ug/semaine, puis augmentation progressive si besoin et
tolérance satisfaisante

Hydroxycarbamide: débuter a 500-1000mg/j, puis augmentation progressive si besoin et tolérance satisfaisante

Biothérapie anti-IL5 ou anti-IL5R: dans le cadre d’un essai thérapeutique
(NB: pour le mépolizumab: AMM obtenue, dossier des conditions de remboursement en cours d’évaluation)

Figure 24 : Prise en charge du SHE lymphoide d'aprés le PNDS 2022 (62)

11.5.1.6. Evolution

Les données de la littérature semblent évoquer une transformation possible des SHE
lymphoides en SS ou en AITL (20%) (66).

I1.6. Lymphomes extra-nodaux

11.6.1. Proliférations lymphoides et lymphomes intestinaux a cellules T et NK

Les proliférations lymphoides et lymphomes intestinaux a cellules T et NK sont des
pathologies rares. Cependant, le tractus gastro-intestinal est le site majeur de développement
des lymphomes extra-nodaux puisqu’il rassemble a lui seul 30 a 40% des cas de ce type de
pathologie (67).

11.6.1.1. Lymphome T associé a une entéropathie

Les lymphomes T associés a une entéropathie (EATL) sont des lymphomes intestinaux
rares (5% des lymphomes T périphériques) dérivant d’'une cellule T intra-épithéliale (67). lls
sont retrouvés chez des patients atteints de maladie cceliaque contrairement aux lymphomes
T intestinaux monomorphes épithéliotropes (MEITL) qui ne sont jamais associés a cette
pathologie. Les EATL sont principalement retrouvés chez les sujets de plus de 60 ans
originaires d’Europe du Nord sans prédominance majeure liée au sexe (3) (67).

Les patients présentent généralement des symptédmes de malabsorption (diarrhées,
pertes de poids, douleurs abdominales...) ainsi qu’'une symptomatologie intestinale bruyante
a type d’occlusion ou de perforation (3) (67).

L’aspect des cellules a la biopsie correspond a des cellules de moyenne a grande taille
avec des nucléoles proéminents pouvant également mimer la morphologie des grandes
cellules anaplasiques. Des cellules inflammatoires ainsi que des zones de nécrose seront
également fréquemment retrouvées a proximité. Les cellules d’EATL expriment habituellement
le CD3 et le CD30, elles peuvent présenter un profil aberrant concernant le CD2 et CD7, un
profil variable sur le CD8 et n’expriment pas le CD4 (3) (67).

Le pronostic de cette pathologie agressive est généralement mauvais. La chirurgie est
frequemment requise au vu des complications a type de perforation ou d’occlusion. Malgré
tous, le traitement est similaire aux autres PTCL a ceci prés que I'ajout d’'un anti-CD30, le
brentuximab vedotin peut étre ajouté en vue d’améliorer la réponse clinique au traitement (3).
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11.6.1.2. Lymphome T intestinal monomorphe épithéliotropique

Les MEITL dérivent, comme les EATL, des Iymphocytes intra-épithéliaux.
Contrairement aux EATL, les MEITL sont principalement retrouvés en Amérique du Sud et en
Asie ou il existe une prédominance masculine. lls peuvent se développer a tout age avec tout
de méme une moyenne au diagnostic a 59 ans (3) (67).

Habituellement, cette pathologie présente des symptdmes similaires aux EATL mais,
peut également disséminer vers d’autres sites tels que le foie, les poumons ou le SNC (67).

La morphologie de ces cellules est celle d’'une population monomorphe, de taille
légérement supérieure aux lymphocytes normaux pouvant apparaitre sous la forme de Iésions
multiples au niveau de la sous-muqueuse et de la musculeuse. Ces cellules expriment
généralement CD3, CD8 et TCRyd mais n’expriment pas CD4, CD5 et CD30 (3).

Le pronostic des MEATL est généralement trés mauvais et sa prise en charge est
similaire aux autres PTCL (67).

11.6.2. Lymphome T/NK extra-ganglionnaire

Les lymphomes T/NK extra-ganglionnaires (ENKTCL) anciennement appelés
lymphomes T/NK extra-ganglionnaires de type nasal dans la quatrieme édition de la
classification de 'OMS sont des formes agressives de lymphomes associées a 'EBV. lIs sont
prédominants dans les régions d’Asie et d’Amérique du Sud et touchent préférentiellement
des hommes entre 46 et 60 ans (68).

Les ENKTCL peuvent étre retrouvés sous deux formes. Une forme localisée (2/3 au
diagnostic) de bon pronostic ou disséminée majoritairement au cours des récidives (10-20%),
de mauvais pronostic. Les formes disséminées sont fréequemment associées aux syndromes
d’activation macrophagique (68).

De maniére générale, les ENKTCL se présentent sous la forme d’obstructions nasales
accompagnées ou non d’épistaxis, d’cedémes, d’ulcérations ou encore de Iésions nécrotiques
au niveau des fosses nasales et de la face (68).

La morphologie de ces cellules est variable. Cependant, ces zones de prolifération
lymphocytaire atypiques sont majoritairement associées a des zones de nécrose. Les cellules
de ENKTCL expriment CD3, CD5, CD8 ainsi que des marqueurs de cellules NK tel que le
CD56, étant donné que la majorité des cas de ENKTCL seront liés a ce type cellulaire, mais
exprimeront rarement CD4, CD8, CD16 et CD57 (68).

Initialement les formes localisées étaient uniquement traitées grace a la radiothérapie.
Cependant, face a un fort taux de récidive, des cycles de chimiothérapie ont été ajoutés a cette
prise en charge afin de diminuer ce risque. Ainsi, a I'heure actuelle, les formes localisées sont
prises en charge selon le schéma MGAD comportant trois étapes. La premiere consiste a
administrer une association gemcitabine, méthotrexate, dexaméthasone et asparaginase puis,
une irradiation en sandwich a champs larges (de 50 Gy) pour finir avec une nouvelle
administration de gemcitabine, méthotrexate, dexameéthasone et asparaginase. En ce qui
concerne les formes disséminées, celles-ci pourront recevoir un schéma MOGAD associant
trois ou quatre cycles de gemcitabine, oxaliplatin, méthotrexate, dexaméthasone et
asparaginase a une intensification (68).
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lll. Cytométrie en flux

lll.1. Principes généraux

La CMF est une technique permettant le tri et 'analyse de cellules individuelles en
suspension dans un flux liquidien (tel que le sang, la MO, le LCR et autres liquides de ponction)
mais également de matrices solides apres traitement (organes solides, par exemple) (69).
Historiquement, le premier cytométre en flux permettait uniquement la détection de la taille
des cellules (70). Cependant, les avancées majeures de ces trente derniéres années ont
permis de développer cette technologie dans de nombreuses applications notamment en
immunologie, en hématologie, en oncologie, en bactériologie et en virologie (71).

Dans le champ de I'hématologie, le principe de la CMF consiste a faire passer des
centaines de cellules par seconde devant un ou plusieurs lasers afin d’étudier les
caractéristiques physico-biologiques de 'ensemble des populations cellulaires présentes dans
I'échantillon (71). Ainsi, la CMF permet de réaliser un immunophénotypage des cellules par
obtention d’informations telles que la taille, la structure mais aussi de déterminer I'expression
précise d’antigénes membranaires (extracellulaires), cytoplasmiques ou nucléaires
(intracellulaires) aprés marquage cellulaire a I'aide d’anticorps monoclonaux couplés a des
fluorochromes (72).
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Figure 25 : Principe général de la CMF d’apreés A. Adan et al. (72)
FSC : forward scatter ; SSC : side scatters ; PMT : photomultiplier tubes

Ordinateur

Schématiquement, la CMF repose sur quatre éléments que sont le systeme fluidique,
le systéeme optique, le systéme électronique et le systéme informatique (Figure 25).

ll1.1.1. Systéeme fluidique

Le systeme fluidique permet de transporter les cellules présentes dans le prélévement
jusqu’au systéme d’analyse. Pour cela, le prélévement est injecté a I'intérieur du flux du liquide
de gaine correspondant généralement a une solution saline de phosphate tamponnée (PBS).
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L’échantillon va ensuite circuler au travers d’un tube de diamétre plus fin dans lequel
la pression de I'échantillon est toujours supérieure a la pression du fluide de la gaine,
permettant ainsi aux cellules de s’aligner en une seule file a travers le faisceau laser. Ceci
prend le nom de focalisation hydrodynamique (Figure 26).

Le taux d’injection des cellules dans le faisceau laser peut étre ajusté par I'utilisateur
en fonction du type danalyse. En effet, un débit élevé sera plutdt utilisé pour
limmunophénotypage des cellules humaines alors qu'un débit faible sera principalement
utilisé pour l'analyse des composants de I'ADN, nécessitant une résolution plus
importante (69) (72).

Echantillon j [— Flux du liquide de gaine

Gaine

Chambre
d’écoulement

Figure 26 : Principe de focalisation hydrodynamique d’aprés A. Adan et al. (72)

lll.1.2. Systéme optique

Le systeme optique est composé de lasers, de filtres et de miroirs (constituant le banc
optique) permettant de générer, amplifier et détecter un signal lumineux. Ainsi, les lasers
interagissant avec les cellules focalisées permettent d’obtenir trois types d’informations :

e Taille des cellules (Figure 27) : diffusion de la lumiére collectée dans I'axe du faisceau.
On parle de diffusion aux petits angles ou forward scatter (FSC) en anglais.

e Granulosité des cellules (Figure 27): diffusion de la lumiére collectée
perpendiculairement au faisceau laser. On parle de diffusion aux grands angles ou side
scatter (SSC) en anglais.

Diffusion aux grands
angles (granulosité)

A A

Diffusion aux petits
angles (taille)

Figure 27 : Principe d’obtention de la taille et de la granulosité d’aprés A. Adan et al. (72)
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e Un troisieme paramétre est obtenu suite a l'interaction de la lumiére émise avec des
anticorps couplés a des fluorochromes spécifiques des marqueurs présents a la
surface des cellules. Ces marqueurs que I'on appelle des clusters de différentiation
(CD) permettrons de préciser I'identité des cellules marquées. La source de lumiére,
suite a son interaction avec le fluorochrome, va passer de son état stable initial a un
état excité, puis retrouver un état stable en émettant un photon a une longueur d’onde
bien spécifique (Figure 28) (70) (72).
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Figure 28 : Principe de fluorescence d’aprés A. Adan et al. (72)

En pratique, un ensemble d’anticorps (appelé panel) sera utilisé dont la composition
sera déterminée par I'équipe de cytométrie en flux, en fonction des populations cellulaires
d’intérét a étudier (par exemple, le typage des blastes dans le cadre d’'une suspicion de
leucémie aigle, I'étude des sous-populations lymphocytaires afin de suspecter la présence
d’un clone lymphoide...).

I11.1.2.1. Fluorochromes

Les principales molécules fluorescentes possedent des noyaux aromatiques. Ces
fluorochromes ne sont excitables qu’a certaines longueurs d’ondes permettant ainsi d’obtenir
des spectres d’absorption et d’émission propres a chaque molécule (72). Historiquement, les
fluorochromes les plus utilisés sont I'isothiocyanate de fluorescéine (FITC), la phycoérythrine
(PE) et l'allophycocyanine (APC). Cependant, afin d’augmenter la quantité d’anticorps
utilisables et donc le nombre de marqueurs étudiés, des combinaisons de plusieurs
fluorochromes ont été développées. Ces fluorochromes que l'on appelle « en tandem »
produisent de la fluorescence grace a la transmission d’énergie du premier fluorochrome au
deuxiéme, lorsque le premier a atteint son absorbance maximale. En réponse, le deuxiéme
fluorochrome est activé et produit une fluorescence. Par exemple, I'association de la PE ou de
I’APC avec des cyanines ont permis la création de la PE-Cy5 et de 'APC-Cy7. Ce processus
appelé transfert d’énergie par résonance de fluorescence (FRET) permet d’augmenter le
nombre de couleur analysées a partir d’'une seule longueur d’'onde émise par le laser (70) (72).

Il existe sur le marché tout un catalogue d’anticorps couplés a des fluorochromes
(Figure 29). Ainsi, un méme anticorps peut étre couplé a plusieurs fluorochromes différents.
La sélection de ces fluorochromes est fonction des lasers utilisés mais aussi des autres
fluorochromes présents dans le panel d’anticorps concgu afin d’éviter tout risque d’interférence.
Ce point sera abordé un peu plus tard dans le manuscrit (72).
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Figure 29 : Principaux fluorochromes en CMF d’aprés abcam (73)

ll.1.2.2. Compensations

Les fluorochromes possédent de larges spectres d’émission pouvant se chevaucher
lorsque ceux-ci se retrouvent associés dans les panels d’anticorps utilisés en routine. Ce
phénoméne génére des interférences dans d’autres canaux spécifiques d’autres
fluorochromes (Figure 30).

Pour pallier a cela, des techniques de compensations ont été développées afin de
soustraire ces interférences. Ainsi, pour connaitre le pourcentage de compensation a appliquer
sur un fluorochrome (par exemple, B), il sera nécessaire de tester de maniére indépendante
le fluorochrome a l'origine de cette interférence (par exemple, A) afin de déterminer le
pourcentage de fluorescence détectée par le canal voisin (72).

Fluorescence
Fluorescence

Wavelength Wavelength

Figure 30 : Principe de la compensation d’aprés Adan et al. (72)
Fluorochrome A est mesuré dans le canal FL-1 tandis que B est dans le canal FL-2
La partie orange indique la proportion de B qui chevauche le canal FL-1
La partie bleue indique la proportion de A qui entre dans le canal FL-2

Ainsi, afin de voir les niveaux d’interférences entre chaque fluorochromes, il existe des
tables, appelées bubble matrix (Figure 31), fréquemment utilisés dans les laboratoires en

routine. Ceci permettant a l'opérateur d’ajuster ces compensations sans réaliser des
expérimentations supplémentaires.
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Figure 31 : Exemple de bubble matrix d’aprés Janmohamed-Anastasakis et al. (74)

11.1.2.3. Banc optique

Le banc optique, composant en partie le systéeme optique, facilite la séparation des
différentes longueurs d’ondes émises et permet de les acheminer jusqu’aux détecteurs du
cytométre. Suite a I'excitation des différents fluorochromes, la lumiére émise sera collectée
dans la lentille de collection puis envoyée sur un systéme de miroirs sélectifs (appelés miroirs
dichroiques) et de filtres optiques permettant de séparer et concentrer une longueur d’'onde
précise de cette lumiére vers un détecteur spécifique du cytométre. Ainsi, la lumiere emprunte
les différents canaux dédiés a chaque fluorochrome utilisé dans le panel. Il existe différents
types de filtres optiques (Figure 32) tels que des filtres passe-haut laissant passer uniquement
la lumiére supérieure ou égale a une certaine longueur d’'onde, des filtres passe-bas ne
laissant passer que la lumiéere inférieure ou égale a une longueur d’onde donnée et des filtres
passe-bande qui laissent passer la lumiére comprise entre deux longueurs d’ondes (70) (72).

700 750 800 460 500 540 460 525

BP 525/50

Filtre passe-haut Filtre passe-bas Filtre passe-bande

Figure 32 : Différents types de filtres optiques d’apres Miltenyi Biotec (75)

ll1.1.3. Systéme électronique

Le signal lumineux est converti en signal électrique. Pour cela, le signal lumineux va
passer a travers un détecteur de type photodiode ou photomultiplicateur afin de générer un
signal électrique proportionnel au nombre d’électrons générés dans le détecteur par le signal
lumineux.
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Toute amplification sera donc a I'origine d’un signal pouvant étre de faible intensité si celui-ci
provient de débris présent dans I'échantillon. Ainsi, des seuils devront étre définis au préalable
afin de ne convertir que le signal électrique d’intérét en un signal digital sous la forme de
valeurs numériques aussi appelées canaux, allant de 0 a 1 023, traités ensuite
informatiquement. (70) (72).

lll.1.4. Systéme informatique

Une fois les données brutes obtenues, celles-ci seront retraitées grace a des logiciels
spécifiques afin d’étre analysées pour répondre a la problématique de départ. Ainsi, les
cellules pourront étre classées simplement en fonction de leur morphologie, de leur taille et de
leur granulométrie (Figure 33) mais également de maniére plus complexe grace 'analyse des
marqueurs qu’elles portent a leur surface (70).
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Figure 33 : Représentation FS/SS

Il existe plusieurs fagons de retraiter les données en CMF. Les histogrammes
monoparamétriques permettent d’étudier I'intensité de fluorescence en abscisse et le nombre
de cellules (ou nombre d’événements) en ordonnée (Figure 34A). Les histogrammes
biparamétriques (appelés également nuages de points ou dot plot en anglais) permettent de
visualiser I'expression de deux paramétres sur une population donnée (Figure 34B).
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Figure 34 : Représentations graphiques des données de CMF
A : histogrammes biparamétriques CD4* et CD8" parmi les cellules CD3*/CD19
B : nuage de points de type dot plot représentant I'expression de CD4 et CD8 parmi
les cellules CD3*/CD19

En hématologie, le principe de I'analyse de données en CMF est de sélectionner une
population cellulaire afin d’étudier I'expression de marqueurs permettant de déterminer la
répartition des sous-populations cellulaires d’intérét, mais également de rechercher la
présence d’'une population anormale.
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Pour y parvenir, des méthodes de gating seront utilisées (76). Par exemple, afin d’étudier
principalement les LT, plusieurs étapes de tri seront nécessaires pour éliminer les autres
populations cellulaires et analyser uniquement cette population d’intérét. Ainsi, une premiére
étape de sélection des cellules viables puis des singulets sera effectuée. Les marquages
successifs au CD45 et CD3 permettront ensuite d’affiner la sélection aux cellules exprimant
les marqueurs correspondant, c’est-a-dire aux LT, contrairement aux LB, qui eux expriment le
CD19 (Figure 35).
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Figure 35 : Principe du gating
En rouge sont représentés les granulocytes, en vert les monocytes, en marron les LT,
les LB en bleu, les lymphocytes CD3'CD19 en orange et les LT yd en noir

lll.2. La cytométrie en flux au service des lymphoproliférations T

Comme abordé dans le chapitre précédent, les syndromes lymphoprolifératifs T
constituent un groupe hétérogéne d’hémopathies agressives au pronostic généralement
péjoratif, de par leur stade de maturation cellulaire (LT ou cellule NK), leur présentation clinique
(cutanée, ganglionnaire, leucémique ou extraganglionnaire non cutanée) ou encore leurs
facteurs étiologiques (2) (1). Ainsi, le diagnostic de ces pathologies repose donc a la fois sur
des criteres cliniques, d’'imagerie (le plus souvent par tomographie par émission de positons),
histologiques et biologiques. Cependant, la confirmation du diagnostic dépend principalement
de la mise en évidence de la nature néoplasique de la prolifération lymphocytaire T.

Le caractére clonal de cette prolifération pourra étre objectivé grace a une combinaison
de plusieurs techniques que sont la cytologie, 'immunophénotypage, la BM ainsi que la
cytogénétique (3). Actuellement, la méthode diagnostique de référence de mise en évidence
de la monoclonalité de la lymphopathie T repose sur I'étude des réarrangements des génes
codant pour le TCR présent a la surface des LT, par des techniques de BM. Cette derniére
peut également étre complétée par des techniques de cytogénétique permettant de déterminer
les anomalies chromosomiques responsables de ces pathologies. Cependant, ces outils
diagnostiques correspondent a des analyses longues et colteuses. Pour finir, 'analyse
morphologique des cellules au microscope par un biologiste méme expérimenté, n’est pas
toujours suffisante a elle seule pour relier les caractéristiques d’une catégorie précise de
syndrome lymphoprolifératif T (3). Cela nécessite par conséquent la réalisation d’examens
biologiques complémentaires.

La place de la cytométrie en flux au diagnostic mais également au suivi de
lymphopathies T est donc essentielle, offrant une analyse simultanée d’'un grand nombre de
marqueurs connus et parfois mémes trés spécifiques de certaines hémopathies (77). Les
principales caractéristiques des pathologies les plus fréquentes retrouvées en CMF sont
indiquées dans le Tableau 10.
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Tableau 10 : Principaux marqueurs exprimés en fonction des types de lymphopathies T

Marqueurs Expression T-PLL | T-LGLL SS @ ALK-ALCL AITL | PTCL-NOS

CD2 LT et NK + + + + t +
sCD3 Marqueur pan-T : maturation T + + + + dim +
CD4 Classification des LT matures + * + Paradoxal + Paradoxal
CD5 Marqueur pan-T + - + + t +
CD7 LT et NK + t dim + - +
CD8 Classification des LT matures * + - Paradoxal - Paradoxal
CD10 LT et LB immatures +
CD16 NK; LT et PNN - +
CD20 Marqueur pan-B + (parfois)
CD25 LT activés - - +
CD26 NK, LT immatures et activés -
CD30 LT et LB activés + * *
CD56 NK - + +
CD57 LT et NK +

CD79%a Marqueur pan-B + (parfois)

cTCL1 Oncogéne *

TCRap 85% des LT matures + + + + + +

TCRyd 15% des LT matures - t - - - -
TFH Marqueur de TFH + -
ALK Kinase du lymphome anaplasique -

sCD3 : CD3 de surface ; LT : lymphocytes T ; LB : lymphocytes B ; NK : cellules Natural Killer ; PNN : polynucléaires neutrophiles ;
TFH : T follicular helper

Les marqueurs d’orientation vers les lymphomes T utilisés historiquement suite a la
Bethesda International Consensus Conference de 2006 et ceux utilisés dans les principaux
CHU de la région Nouvelle-Aquitaine ainsi qu’a Toulouse sont rassemblés dans le
Tableau 11. Par la suite, des panels complémentaires peuvent venir affiner le diagnostic
notamment dans le cadre des SS avec des panels spécifiques au SS (non décrits dans le
Tableau 11). Diverses combinaisons de marqueurs ont été ainsi étudiés dans les différents
laboratoires de diagnostic permettant de cribler le plus large éventail de lymphopathies T.
Ainsi, un syndrome lymphoprolifératif T pourra étre suspecté devant une expansion de la
population lymphocytaire T surtout si celle-ci exprime de maniére isolée le CD4 ou CD8 ou
bien encore la coexpression ou I'absence d’expression du CD4 et du CD8. Cependant, ces
caractéristiques sont aspécifiques et peuvent également étre observés dans des situations
réactionnelles. Ainsi, 'argument le plus en faveur d’'une authentique lymphopathie T sera la
détection d'une population anormale possédant une expression aberrante de certains
marqueurs, et notamment des marqueurs pan-T (77).
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Tableau 11 : Marqueurs T communément utilisés dans les panels T de CMF

Sources Marqueurs utilisés dans les panels T de CMF
Bethesda Principaux CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD8, CD45, CD56
International
(N Secondaires CD1a, cCD3, CD10, CD16, CD25, CD26, CD30, CD34, CD45RA, CD45R0,
Conference CD57, TCRap, TCRyd, cTIA-1, isoforme de la chaine VB du TCR, TdT
Panel T * CD3, CD4, CD5, CD7, CD8, CD10, CD16, CD19/yd, CD45, CD56
Limoges
TRBC1 CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD8, CD10, CD16/56, CD19/TCRyd, CD45, TRBC1
Panel 02 CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD8, CD19, CD45, CD56, CD57, TRBC1, HLADR
Bordeaux Panel T (CD2), CD3, CD4, (CD5), (CD7), CD8, CD10, CD25, CD45, TRBCA,
TCRy®, (HLADR)
SRS SLPT orientation CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD8, CD10, CD45, TCRag, TRBCH
(début avril 2024) ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
Toulouse Orientation CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD8, CD14, CD45, TCRyd, TRBC1
lymphome T + vérification clonalité VB et panels spécifiques

* Correspond a I'ancien panel T du CHU de Limoges (sans TRBC1)

En théorie, il serait possible d’étudier 'ensemble de ces marqueurs pour étre le plus
exhaustif possible et disposer de tous les éléments pour trancher d’'un éventuel diagnostic de
lymphopathie T. En pratique, la configuration technique des automates de CMF disponibles a
I'heure actuelle sur le marché, de surcroit en laboratoire de routine, nécessiterait de monter
plusieurs tubes par panel. Ceci augmenterait considérablement le temps technique mais aussi
le colt de 'analyse.

En pratique, la plupart des panels T utilisent un, voire deux tubes au maximum, et
nécessitant une réflexion fine des marqueurs les plus pertinents a sélectionner, comme
résumé dans le Tableau 11. A I'heure actuelle, la détection d’'une population tumorale se base
sur I'expression de marqueurs aberrants, mais n’incluent pas la mise en évidence de
« monotypies » comme c’est le cas pour les panels destinés aux lymphoproliférations B avec
I'expression des chaines légéres k et A, rendant parfois difficile I'interprétation des résultats.
Par conséquent, le développement de nouveaux marqueurs utilisables en CMF permettrait de
simplifier grandement l'interprétation des immunophénotypages T au diagnostic.

Bien que le suivi de ces différentes entités repose sur I'évolution clinique favorable du
patient, il implique également de suivre I'évolution du clone tumoral tout particulierement chez
les patients atteints de MF ou de SS (78). Enfin, le suivi peut également étre réalisé par le
biais des techniques d’imagerie et notamment la tomographie par émission de positons (79).
Ainsi, l'utilisation de la CMF chez les patients lorsque cela est possible (présence d’un clone
sanguin) faciliterait grandement le suivi du clone détecté au diagnostic.
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IV. Mise en place du marqueur TRBC1 au laboratoire d’hématologie
du CHU de Limoges

IV.1. Généralités

Comme mentionné dans le paragraphe précédent, le développement de nouveaux
outils permettant de faciliter I'obtention d’'une réponse fiable et rapide quant au caractére
tumoral d’une population lymphocytaire T suspecte est un enjeu majeur dans le diagnostic et
le suivi des syndromes lymphoprolifératifs T. Ainsi, de nombreuses équipes de recherche ce
sont données pour objectif de trouver de nouveaux marqueurs permettant de distinguer le
caractére tumoral du caractére réactionnel d’'une lymphoprolifération T.

En 2017, des travaux publiés par Maciocia et al. utilisaient I'expression exclusive du
domaine constant C1 ou C2 de la chaine 8 du TCR (TRBC1 et TRBC2) pour cibler de maniére
spécifique les lymphocytes T tumoraux exprimant majoritairement 'un de ces domaines. Ceci
étant permis par le grace au développement de lymphocytes T génétiquement modifiés pour
reconnaitre exclusivement ces domaines par la technique des CAR-T cells (chimeric antigen
receptor-T cells) (4).

Sur un modéle équivalent au déséquilibre des chaines k et A dans les lymphopathies
B, il a été démontré que I'expression de TRBC1 et TRBC2 était plus ou moins équilibrée en
situation physiologique (35% TRBC1 et 65% TRBC2), alors que celle-ci serait déséquilibrée
en situation pathologique, de par I'expansion d’'un clone TRBC1 ou TRBC2 a l'initiation de la
lymphoprolifération. En effet, I'expression de TRBC1 et TRBC2 étant exclusive (Figure 36)
cette technique permet de cibler précisément les LT clonaux portant TRBC1 ou TRBC2 tout
en épargnant les lymphocytes normaux. Ainsi, afin de pouvoir accéder a une telle technique
d'immunothérapie, cette équipe a développé un nouvel anticorps monoclonal nommé JOV-1
capable de reconnaitre spécifiquement I'expression de TRBC1 a la surface des LT (4).
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Figure 36 : Structure du TRBC1 et TRBC2 des lymphocytes T d’aprés Maciocia et al. (4)
A : structure du TCR (la région constante de la chaine 3 est mise en pointillés)
B : processus de réarrangement des genes pour le locus de la chaine 3

Par la suite, d’autres équipes ce sont intéressées a cet anticorps monoclonal
anti-TRBC1, non pas pour traiter les patients mais pour diagnostiquer d’éventuels syndromes
lymphoprolifératifs T. Plusieurs études ont alors vu le jour et ont permis de démontrer le
caractere monotypique de TRBC1 dans les lymphoproliférations T clonales avec une
sensibilité et une spécificité proche de la technique de référence qu’est la biologie moléculaire,
tout en étant plus rapide et moins codteuse (5-8).
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En paralléle de ces observations, une équipe de la Mayo Clinic (Minnesota, USA) ayant
étudié TRBC1 a ainsi pu déterminer des valeurs seuils pouvant étre utilisées pour statuer sur
le caractere tumoral d’'une population lymphocytaire. Les valeurs de ces seuils ont été fixées
comme devant étre supérieures a 85% ou inférieures a 15% d'expression de TRBC1 dans le
sang mais aussi dans la MO (6) permettant ainsi une analyse harmonisée entre les différents
centres. Enfin, ces études ont également montré que le fait de combiner ce nouvel anticorps
avec les panels déja utilisés en routine permettait d’affiner le phénotype de la population
anormale et ainsi, d’orienter la classification du syndrome lymphoprolifératif T suspecté (5-8).

Sur la base de ces travaux, la mise au point du nouveau panel T incluant ce marqueur
a été lancée, et I'étude de son apport pour le laboratoire d’hématologie dans le diagnostic des
lymphopathies T a également été réalisée.

IV.2. Matériel et méthode

IV.2.1. Recrutement des patients

Le recrutement des patients a été effectué sur la période de mars 2023 a janvier 2024,
et a été scindé en deux périodes (Figure 37) :

e La premiére période, du 28 mars 2023 au 23 aolt 2023, correspondant a la cohorte 1
que I'on appellera « cohorte d’entrainement », qui a permis de tester et de mettre en
place le nouvel anticorps anti-TRBC1 en routine.

e La deuxiéme période, du 24 aolt 2023 au 15 janvier 2024, correspondant a la
cohorte 2 que I'on appellera « cohorte d’étude », permettant d’évaluer I'apport de ce
nouveau panel dans l'activité de routine du laboratoire.
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Q COHORTE D’ENTRAINEMENT 7 COHORTE D’ETUDE
Du 28 mars 2023 au 23 aolt 2023 Du 24 aolt 2023 au 15 janvier 2024
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[l B -
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Ancien TRBC1 |
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Figure 37 : Diagramme résumant I'étude

Les sujets de la cohorte d’entrainement ont permis de valider la mise en place du
nouveau panel en routine. Pour cela, ont été inclus des patients regus au CHU (consultation
ou hospitalisation) pour une suspicion de syndrome lymphoprolifératif T ou le suivi d’'un
syndrome lymphoprolifératif déja connu par ailleurs. Des patients sains (au nombre de 5)
indemnes de syndrome lymphoprolifératif hospitalisés ou consultant au CHU de Limoges pour
un autre motif ont également été inclus.
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Pour 'ensemble des patients de cette cohorte, une étude de la clonalité T par BM ainsi
gu’une étude de 'immunophénotypage des cellules selon I'ancien et le nouveau panel ont été
analysés alors que seul certains patients ont bénéficié d’'un examen anatomopathologique.

Les sujets de la cohorte d’étude ont quant a eux permis de tester le nouveau panel en
condition réelle. Pour cela, les patients ayant bénéficié d’'une prescription pour une exploration
de LT en CMF ont été inclus.

IV.2.2. CMF panel TRBC1

Le panel d’étude incluant I'anticorps anti-TRBC1 est détaillé en Annexe 1 et est
composé de 13 anticorps (Tableau 12). Pour plus de clarté, ce panel sera nommé
« panel TRBC1 » dans la suite du manuscrit.

Tableau 12 : Anticorps utilisés dans le panel TRBC1

Marqueurs Couleurs Expression Marque

CcD2 APC LT et NK Beckman Coulter®

sCD3 PB Marqueur pan-T : maturation T Beckman Coulter®

CD4 PE Classification des LT matures Beckman Coulter®

CD5 APC A750 Marqueur pan-T Beckman Coulter®
CD7 APC A700 LT et NK Beckman Coulter®

CD8 ECD Classification des LT matures Beckman Coulter®

CcD10 V605 LT et LB immatures Beckman Coulter®

(o0k [} PE Cy7 NK, LT et PNN Beckman Coulter®
CD19 PE Cy5,5 Marqueur pan-B Beckman Coulter®

CD45 KO Marqueur pan-leucocytaire Beckman Coulter®
CD56 PE Cy7 NK Beckman Coulter®
TRBC1 clone JOVI-1 FITC LT matures Ancell®

TCRyd PE Cy5,5 LT matures Beckman Coulter®

APC : allophycocyanin ; PB : Pacific Blue™ ; PE : phycoerythrin ; ECD : R Phycoerythrin-Texas Red® ;
KO : krome orange ; FITC : fluorescein isothiocyanate

Les données obtenues ont été analysées grace au logiciel d’analyse de cytométrie en
flux, Kaluza version 2.1 (Beckman Coulter®, Brea, California). Concernant le retraitement des
données, celui-ci est basé sur I'utilisation d’un protocole défini a priori selon les données de la
littérature.

La premiére étape du retraitement des données (Figure 38) consiste a ne conserver
que les cellules passées individuellement devant le laser, c’est-a-dire de ne conserver que les
singulets. Il est également important a cette étape d’éliminer tous les débris cellulaires ayant
traversé le faisceau lumineux pour ne conserver que les cellules d’intérét.
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Figure 38 : Sélection des singulets et élimination des débris

Ensuite les différentes populations cellulaires exprimant le CDA45, c’est-a-dire
'ensemble des globules blancs, seront nommées en fonction de leur granulométrie afin de
pouvoir distinguer les monocytes, les granulocytes et les lymphocytes (Figure 39).
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Figure 39 : Dénomination des populations cellulaires

La population lymphocytaire ainsi individualisée sera divisée en sous-populations et
analysée en fonction de I'expression des divers marqueurs présents dans le panel. Ainsi, il
sera possible de séparer les LB (Figure 41), des LT yd (Figure 42), des NK (Figure 43) qui
n’expriment ni TRBC1, ni TRBC2 a leur surface (6), de la population d’intérét que sont les
LT aB (Figure 44), en fonction de leur expression du CD19 et du CD3 (Figure 40).
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Figure 40 : Caractérisation de la population lymphocytaire
Les LB en bleu, les LT yd en noir, les NK en orange et les LT af3 et marron
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Figure 43 : Etude des NK
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Figure 44 : Etude des LT ap

Enfin, si la présence d’une population suspecte de malignité (appelée ici « population
mystéere ») 'impose, une étude de cette derniére sera également réalisée (Figure 45).
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Figure 45 : Etude de la population mystére pathologique avec déséquilibre de TRBC1

L’étude des caractéristiques de cette population mystére permet de confirmer

(Figure 45) ou non (Figure 46) son caractére pathologique.
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Figure 46 : Population mystére non pathologique sans déséquilibre de TRBC1

IV.2.3. CMF ancien panel

Le protocole utilisé auparavant, appelé, dans la suite du manuscrit, « ancien panel »
est détaillé en Annexe 2. Les données ainsi obtenues ont ensuite été analysées grace au
logiciel d’analyse de cytométrie en flux, Kaluza version 2.1 (Beckman Coulter®, Brea,
California).

IV.2.4. BM

Le protocole de biologie moléculaire utilisé pour déterminer la clonalité T est décrit en

Annexe 3.

IV.2.5. Informations diverses

Les informations concernant les autres laboratoires (sérologies, CRP,
anatomopathologie) ainsi que les renseignements cliniques ont été consignées aprés une
étude minutieuse du logiciel Crossway.

IV.2.6. Statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant des tests non paramétriques de
Mann-Whitney a l'aide du logiciel GraphPad Prism, version 8.0.0 pour Mac (GraphPad
Software, Boston, Massachusetts, USA).

IV.2.7. Figures

Les figures originales présentées dans ce manuscrit ont été créés a I'aide de la banque
d’'images de Servier Medical Art (https://smart.servier.com) sous licence Creative Commons.

IV.3. Résultats

IV.3.1. Cohorte 1

La cohorte 1 établie sur la période du 28 mars 2023 au 23 aolt 2023 est constituée de
19 prélévements appartenant a 17 patients, 11 femmes et 6 hommes ayant effectué un bilan
biologique au CHU de Limoges et ses centres périphériques (CH de Brive).
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Au sein de cette cohorte, 5 patients ne présentaient aucune lymphopathie T, 7 ont
bénéficiés d’un bilan biologique pour suspicion de lymphopathie T et 7 dans le cadre du suivi
de leur lymphopathie T. Sur 'ensemble des prélévements regus au laboratoire d’hématologie,
15 prélévements correspondaient a des prélévements sanguins, 3 a des prélevements
médullaires et 1 a une ponction de liquide d’ascite. Aprés analyse des prélévements, 5 étaient
normaux, 6 non pathologiques, 1 pathologique, 1 suivi négatif et 6 suivis positifs. L’ensemble
des informations recueillies sur les patients de la cohorte 1 sont consignés en Annexe 4 et
exposeées de fagon plus synthétique dans le Tableau 17.

La moyenne d’age des 17 patients de la cohorte 1 est de 58,18 + 22,03 ans avec une
moyenne d’age de 63,80 £ 16,02 ans chez les 5 patients atteints contre 55,83 + 24,29 ans
chez les 12 patients exempts de lymphopathie T. Ainsi, il n'y a pas de différence significative
a 5% (p-value de 0,738) entre les deux groupes de la population.

La moyenne de la concentration en protéine C réactive (CRP) dans I'ensemble de la
cohorte 1 (n=11) est de 22,64 + 25,03 mg/L avec une moyenne de 13,50 + 14,85 mg/L chez
les patients atteints (n=2) contre 24,67 + 27,02 mg/L chez les patients exempts de
lymphopathie T (n=9). Par conséquent, il n'y a pas de différence significative a 5% (p-value de
0,981) entre les patients atteints et exempts de lymphopathie T.

La moyenne de la concentration en leucocytes totaux de la cohorte (n=12) est de
6,62 + 3,48 G/L avec une moyenne de 6,82 + 1,50 mg/L chez les patients atteints (n=3) contre
6,69 + 3,84 mg/L chez les patients exempts de lymphopathie T (n=9). De ce fait, il n'y a pas
de différence significative a 5% (p-value de 0,727) entre ces deux groupes.

La concentration en lymphocytes de la cohorte (n=11) est de 2,02 + 1,35 G/L avec une
moyenne de 1,55 £ 1,00 mg/L chez les patients atteints (n=3) contre 1,99 + 1,37 mg/L chez
les patients exempts de lymphopathie T (n=9). Ainsi, il n'y a pas de différence significative a
5% (p-value de 0,727) entre les patients atteints et exempts de lymphopathie T.

Chez les patients exempts de lymphopathie T (n=12), 'expression du TRBC1 est en
moyenne de 43,74% * 3,97 sur les LT CD4" contre 44,00% + 13,03 sur les LT CD8" avec une
moyenne de TRBC1" sur les LT totaux a 43,95% + 7,45. Par ailleurs, chez les patients atteints
de lymphopathie T (n=7), on retrouvera des déséquilibres d’expression de TRBC1 avec une
moyenne de 99,93% + 0,12.

Les résultats ainsi obtenus (Tableau 17) ont permis de construire les tableaux de
contingence suivants comparant le panel TRBC1 a I'étude avec I'ancien panel de CMF utilisé
mais également avec la BM et 'anatomopathologie pour les patients ayant eu de telles
analyses de prescrites.

IV.3.1.1. CMF ancien panel et CMF TRBC1
Tableau 13 : Tableau de contingence entre la CMF ancien panel et la CMF TRBC1

Ainsi, les résultats obtenus grace au panel TRBC1 (Tableau 13) ont été parfaitement

Positif Ambigu Négatif Total
Positif 6 0 1 7
Négatif 0 2 6 8
Total 6 2 7 15

concordants avec I'ancien panel pour 12 prélévements sur 15.
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Par exemple, pour la patiente 7, suivie en dermatologie pour un SS, I'ancien panel retrouve la
présence une population T anormale CD3*, CD4", CD5" et CD7™"*®. De méme, le nouveau
panel retrouve également cette population avec un déséquilibre clonal du TRBC1 associé, en
faveur d’une négativité de ce dernier (Figure 47).

Ancien panel T:

[CD45 totaux] {Lymphos] [CD3+ CD19-] [CD3+ CD19-] [Pop Mystere]
5 1074CD19+: 3,95% 109CD4+: TTicpgs Cpgs: 1,34% 10 9A-+: Av+: 1,99%
1500 ] " 10°487,69% < 104-493,89%
Gran g w } g.;r:;va Delta: < g0 S < 3
< & : £ 3 I
Q  1000: o = — | D =S
8 =) 3 ‘"1 N = g 3
3 (=}
500 8 / O 107cpy. 3 S oo
Lymphocytesi49 934, 9-CD3- CD19-: & U‘JCDB-- o o] Y
19,31% 03+ CD19-: : A+ 4,
1“Z"°"2" . 000 Foass 100040,20% CD8+: 10,77% 1000 10,12%
010" 10 10 10 10% 100 10 I I 0 PR Pt A 8 40000 0 10000 10° 10° 107 0 P PMR PR Pl
CD45 KO525-A €03 PC5.5A D8 ECD-A CDS APC-A750-A 08 ECDA

Nouveau panel T :

oo [COMS totau] CO45 KOSZSA / SSC-A fo— [CD3+ CD19-] co3. co19:) {Pop Mystere]

[ 19 {co4+: 89,87%| D4+ CDB4: 0,79% b (XS [ mow ] Msiere 4+ [ nystere o: 0,00%

[Gamen et .41 /
. | e 1 / | . ]
L | ! / _—
2 I .| i BN
2 5000 1 | so0o
: ommezin (¥
: of )

o
" ‘ | Mystére ON:
CD4- CD8-: " 0,06% 90% s0004 0,08%

s CD8+: 9,02% a0 2550

SSCA
CD4 PE-A
CD7 APC-AT00-A
CD4 PE-A

Mystére 8+: 0,00%

on om0 con corp: saen 0,32% N R
Lo con: vy _| con oo ey, - -~ —
= . T e e e S T M

- 0
y D8 ECD-A
03 PRASOA COBECD-A CD5 APC-ATS0-A €08 EC

v W v o
D45 KOS25:A

[Pop Mystere]
CD3 PB450-A / TCRB1 FITC-A

0,00%

[CD3+ CD19-]
CD3 PB450-A / TCRB1 FITC-A

2,71%

TCRB1 FITC-A
TCRB1 FITC-A

4 . Y

77,29% 100,00%

° w0 o w0
CD3 PB450-A CD3 PB450-A

Figure 47 : Comparaison de I'ancien vs. le nouveau panel en CMF de la patiente 7

Pour deux prélévements (patients 11 et 14), le panel TRBC1 a permis de trancher en
faveur d’'une absence de lymphopathie T confirmé par la BM, alors que I'ancien panel ne
permettait pas d’avancer cette affirmation. Par exemple, I'ancien panel retrouvait pour le
patient 11, une population T atypique CD3*, CD7™", CD5*, CD4", CD8*, CD10" représentant
environ 60% des lymphocytes totaux, laissant un doute quant au caractére malin de cette
population. Le panel TRBC1 ne trouvait pas de population atypique. Ce résultat a été confirmé
a posteriori par la BM qui ne retrouvait pas de profil monoclonal T.

Pour finir, un seul des prélevements analysés a retrouvé une discordance entre I'ancien
et le nouveau panel. Il s’agit du préléevement de moelle osseuse du patient 17 suivi au CH de
Brive dans le cadre de son lymphome non Hodgkinien T (LNH T) périphérique a grandes
cellules sur parotidectomie droite de stade Il avec localisation parotidienne et sur 'anneau de
Waldeyer diagnostiqué en 2016. Initialement, 'immunophénotypage des cellules T sur la piéce
de parotidectomie droite révélait une population tumorale exprimant les marqueurs CD2, CD3,
CD4 et CD8, CD5 sans expression du CD7 et une absence d’expression du CD30 ainsi que
de ALK. Suite a une suspicion de rechute de son lymphome, un prélevement de MO est
adressé au CHU de Limoges pour un immunophénotypage lymphoide T. L’ancien panel ne
permet pas de mettre en évidence de population cellulaire T anormale (Figure 48).
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Figure 48 : Résultat de I'ancien panel en CMF du patient 17

A l'inverse, I'analyse de ce méme échantillon avec le panel TRBC1 identifie une population
CD45f"e CD107, CD4", CD8*, CD3" et présentant un déséquilibre du TRBC1 (Figure 49).
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Figure 49 : Résultat du nouveau panel en CMF du patient 17

Cette découverte est également confirmée en BM avec un profil monoclonal retrouvant 2 pics.

IV.3.1.2. CMF TRBC1 et BM
Tableau 14 : Tableau de contingence entre la biologie moléculaire et la CMF TRBC1

Biologie moléculaire (méthode de référence)

Méthodes étudiées

Positif Ambigu Négatif Echec Total
Positif 6 0 0 1 7
Négatif 0 1 11 0 12
Total 6 1 11 1 19

En comparant les résultats du panel TRBC1 et de la BM (Tableau 14), 17 prélévements
sur 19 ont été retrouvés concordants. La patiente 9 par exemple, suivie en hématologie pour
un LNH T de type AITL de stade IV médullaire et cutané chez laquelle sera retrouvée a la fois
une population dans le sang présentant un déséquilibre clonal du TRBC1 en faveur du TRBC1"
(Figure 50) ainsi qu’un profil monoclonal en BM (Figure 51).
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Figure 50 : Résultat du panel TRBC1 en CMF du prélévement sanguin de la patiente 9
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Figure 51 : Résultats de clonalité T en BM du prélévement sanguin de la patiente 9
A : profil monoclonal composé de 2 pics monoclonaux
B : zoom de la zone aux alentours de 200 paires de bases (pdb) suspecte

Pour I'un des prélévements restants, la BM n’a pu étre réalisée sur la MO de cette
méme patiente, pour cause de mauvaise qualité de 'ADN (Figure 53). Cependant, I'analyse
effectuée en CMF a la fois avec I'ancien et le nouveau panel (Figure 52) a permis de conclure
a la persistance d’une population tumorale T.
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Figure 52 : Résultat du panel TRBC1 en CMF du prélévement médullaire de la patiente 9
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Figure 53 : Résultats de clonalité T en BM du prélévement médullaire de la patiente 9
A : profil de I'échantillon analysé
B : témoin de qualité de 'ADN, absence des témoins a 100, 200, 300 et 400 pdb

Enfin, pour le prélévement restant, la BM n’avait pas permis contrairement au panel
TRBCA1, de trancher sur le caractére clonal ou non d’'une possible population suspecte. Il s’agit
par exemple du prélevement sanguin du patient 6 vu en consultation pour suspicion de MF/SS
pendant laquelle a été réalisé une biopsie cutanée rendue ambigué a I'anatomopathologie du
fait de la mise en évidence d’'une population considérée comme suspecte. Des examens
complémentaires ont ainsi été demandés a la recherche d’autres arguments en faveur ou non
d’'un MF/SS. Le résultat de la BM n’a pas permis de trancher puisque celui-ci est également
revenu ambigu avec la présence d’'un profil polyclonal irrégulier, comportant de rares pics
d'intensité relativement faible, a contréler a distance (Figure 54).
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Figure 54 : Résultats de clonalité T en BM du prélévement médullaire du patient 6
A : profil polyclonal irrégulier a surveiller, rares pics d'intensité relativement faible
B : zoom de la zone aux alentours de 200 paires de bases (pdb) suspecte

A l'inverse, I'analyse effectuée en CMF a la fois avec I'ancien et le nouveau panel (Figure 55)
n'ont pas permis de mettre en évidence la présence d’une population anormale.
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Comparaison de I'ancien vs. le nouveau panel en CMF du patient 6

De plus, le reste des signes cliniques observés pendant la consultation ne semblait finalement
pas en faveur dun MF/SS d’aprés les informations consignées dans le compte rendu
d’hématologie clinique.
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IV.3.1.3. CMF TRBC1 et anatomopathologie

Tableau 15 : Tableau de contingence entre I'anatomopathologie et la CMF TRBC1

Méthodes étudiées

Anatomopathologie

Positif Ambigu Négatif
Positif 6 0 0
Négatif 0 1 1
Total 6 1 1

Pour terminer, la méthode a l'étude a également été comparée a l'analyse par
anatomopathologie (Tableau 15). A I'issu de cette comparaison, une seule discordance sur 8
prélévements a pu étre retrouvée. Il s’agit du patient 6 pour lequel une relecture du résultat
d’anatomopathologie est toujours en cours au CHU de Bordeaux.

IV.3.1.4. Comparaison de méthodes

En paralléle de ces analyses, une vérification de la corrélation (Figure 56) et de
I'absence de différence (Figure 57) entre I'ancien et le nouveau panel a également été réalisée.
Pour cela, les modalités actuellement en vigueur dans le secteur de CMF au laboratoire
d’hématologie du CHU de Limoges qui consistent a comparer plusieurs paramétres, ici au
nombre de cing (pourcentage de lymphocytes totaux, pourcentage de CD3*CD19,
pourcentage de CD4*, pourcentage de CD8" et pourcentage de CD7"CD5") chez plusieurs
patients (ici trois) selon les deux techniques a I'étude afin d’obtenir un nombre suffisant de
valeurs pour effectuer une comparaison la plus fiable possible ont été appliquées.

Tout d’abord, la vérification de la corrélation (Tableau 16) a permis de mettre en
évidence un coefficient de corrélation (r) trés proche de 1, c’est-a-dire une relation positive treés
forte entre les deux variables. De plus, le calcul du coefficient de détermination linéaire de
Pearson (r?) permettant d’obtenir lui aussi une valeur proche de 1 confirme et renforce la
corrélation entre les deux panels étudiés tout au long de ce travail.

Ensuite, le reste des données obtenues lors de cette analyse de la corrélation a permis
de déterminer la droite de régression (y = ax + b) suivante y = 0,9865x + 0,8914 pour laquelle
la valeur de la pente est comprise entre 0,9 et 1,1 et la valeur de I'origine entre -1 et 1, comme
requis par les organismes de controle de la fiabilité et de la qualité des examens de biologie
meédicale tels que le Comité Frangais d'Accréditation (COFRAC).

Y =0.9865"X + 0.8914

100 &
g o
g o
2 50 « —°
T:, o o
g o
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Figure 56 : Corrélation entre le nouveau et I'ancien panel
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Tableau 16 : Valeurs de corrélation entre le nouveau et I'ancien panel

Parametres Abréviations Valeurs Seuils
Pente [0,9;1,1]

Origine b 0,891 [-1;1]
Coefficient de corrélation r 0,984

Coefficient de détermination
linéaire de Pearson

r? 0,968

Pour finir, la génération d’'un diagramme des différences (ou diagramme de Bland-
Altman) (Figure 57) a permis de mesurer et d’évaluer la concordance entre les deux panels.
Premiérement, la répartition de part et d’autre de la moyenne tend & démontrer I'absence de
biais systématique qui fausserait constamment les résultats. Secondairement, la dispersion
des points étant comprise entre -2 et 2 écart-types est en faveur d’'une absence de valeurs
aberrantes dans cet échantillon.

20 -

————————————————————————————————————— +3SD
10

-10
————————————————————————————————————— -3SD

Difference entre I’'ancien
et le nouveau panel
o

-20 -

Figure 57 : Diagramme des différences entre le nouveau et I'ancien panel

Grace a I'ensemble des données obtenues par le recueil de la cohorte 1 et de I'étude
de corrélation des deux panels, le panel TRBC1 a pu étre validé . Par conséquent, son
utilisation en routine a également pu étre lancée au sein du laboratoire d’hématologie a
compter du 24 aolt 2023 avec la diffusion d’'une note de service dans les jours qui suivirent
(Annexe 6).
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Anatomo-

Tableau 17 : Tableau des patients inclus dans la cohorte 1

Numération formule

Biologie

CMF ancien

Informations patients . : LY CMF TRBC1 Conclusion
pathologie sanguine moléculaire panel
ID Contexte Résultats | GB (G/L) | Ly (GIL) Résultats Résultats %TRCB1* | %TRCB1- | Résultats Résultats
18 4,56 Négatif Négatif 54,63 45,37 Négatif Normal
2S Pas de suspicion de Négatif 33,11 66,89 Négatif Normal
3S syndrome 14,11 3,8 Négatif 45,30 54,70 Négatif Normal
4s | lymphoproliferatif 5,68 163 Négatif 39,60 60,40 Négatif Normal
58 6,16 4,44 Négatif 34,21 65,79 Négatif Normal
6S Suspicion de MF Ambigu Ambigu Négatif 41,79 58,21 Négatif Non pathologique
78 Suivi de SS 5,54 0,75
8S Bilan d'élimination 6,36 2,92 Négatif Négatif 45,16 54,84 Négatif Non pathologique
M
Suivi de AITL
98 8,47 2,67
10M .
Suivi de T-PLL
10S 6,44 1,22
Déséquilibre . , o .
11S CD4/CD8 10,86 1,04 Négatif Ambigu 40,37 59,63 Négatif Non pathologique
Transformation en o o o o .
12S LAM ou MF ? Négatif 2,24 0,68 Négatif Négatif 46,60 53,40 Négatif Non pathologique
13S | Inversion CD4/CD8 Négatif Négatif 37,93 62,07 Négatif Non pathologique
14S Suspicion de LGL 2,42 1,02 Négatif Ambigu 42,95 57,05 Négatif Suivi négatif
158 Suspicion LNH Négatif Négatif 55,68 44,32 Négatif Non pathologique
Suspicion de
16A | ALKALCL
175 |  SUMILNHT Négati
périphérique

ID : identification ; NFS : numération formule sanguine ; GB : globules blancs ; Ly : lymphocytes ; S : sang ; M : moelle ; A : ascite
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IV.3.2. Cohorte 2

La cohorte 2 établie sur la période du 24 aolt 2023 au 15 janvier 2024 est constituée
de 59 prélevements appartenant a 52 patients, 16 femmes et 36 hommes ayant effectué un
bilan biologique au CHU de Limoges et ses centres périphériques (CH de Brive, CH de Saint
Junien et CH de Saint-Yrieix-la-Perche). Parmi ces 52 patients, 2 ont déja eu des prélévements
analysés dans la cohorte 1. Au sein de cette cohorte d’étude, 29 prélévements ont été
analysés pour suspicion de lymphopathie T, 27 dans le cadre du suivi de leur lymphopathie T
et 3 pour un motif inconnu principalement pour des prélévements provenant de centres
hospitaliers périphériques. Sur I'ensemble des prélevements regus au laboratoire
d’hématologie, 45 prélévements correspondaient & des prélévements sanguins, 11 a des
prélevements médullaires, 1 a une ponction de liquide pleural et 2 a des biopsies
ganglionnaires. L’ensemble des informations recueillies sur les patients de la cohorte 2 sont
consignés en Annexe 5 et exposées de fagon plus synthétique dans le Tableau 20.

La moyenne d’age des 52 patients de la cohorte 2 est de 59,71 £ 18,42 ans avec une
moyenne d’age de 69,12 + 11,14 ans chez les 17 patients avec des résultats pathologiques
contre 55,51 £ 19,59 ans chez les 35 patients ne présentant pas de résultats pathologiques.
Par conséquent, il existe une différence significative a 5% (p-value de 0,029) entre les patients
atteints et exempts de lymphopathie T.

La moyenne de la concentration en CRP dans I'ensemble de la cohorte 2 (n=27) est
de 17,26 + 25,54 mg/L avec une moyenne de 16,00 £ 13,79 mg/L chez les patients présentant
des résultats pathologiques (n=8) contre 17,79 + 29,45 mg/L chez les patients exempts de
résultats pathologiques (n=19). Ainsi, il n’existe pas de différence significative a 5% (p-value
de 0,440) entre les patients atteints et exempts de lymphopathie T.

La moyenne de la concentration en leucocytes totaux de la cohorte 2 (n=30) est de
9,37 £ 7,38 G/L avec une moyenne de 10,25 + 4,69 mg/L chez les patients atteints (n=8) contre
9,05 £ 8,22 mg/L chez les patients exempts de lymphopathie T (n=22). De ce fait, il n’existe
pas de différence significative a 5% (p-value de 0,276) entre les deux groupes.

La concentration en lymphocytes de la cohorte 2 (n=40) est de 2,15 + 2,06 G/L avec
une moyenne de 2,10 £ 2,16 mg/L chez les patients présentant des résultats pathologiques
(n=13) contre 2,17 + 2,06 mg/L chez les patients exempts de résultats pathologiques (n=27).
Ainsi, il n’existe pas de différence significative a 5% (p-value de 0,749) entre les patients
atteints et exempts de lymphopathie T.

Chez les patients exempts de lymphopathie T (n=28), I'expression du TRBC1 est en
moyenne de 44,33% + 4,71 sur les LT CD4" et de 36,34% + 8,78 surles LT CD8" avec une
moyenne de TRBC1" sur les LT totaux a 41,15% £ 7,44. En revanche, chez les patients
anciennement connus pour une lymphopathie T mais, chez lesquels aucune population T
anormale n’a été mise en évidence sur le prélevement analysé (n=10), I'expression du TRBC1
est en moyenne de 41,37% + 4,17 sur les LT CD4" contre 34,20% + 7,22 sur les LT CD8" avec
une moyenne de TRBC1" sur les LT totaux a 39,21% + 4,73. Aprés réalisation de tests
statistiques, il a été déterminé qu’il n’existe pas de différence significative a 5% (p-value de
0,217) entre les patients exempts de lymphopathies T et ceux ayant un suivi négatif de leur
pathologie lymphoide T. Par ailleurs, chez les patients atteints d’'une lymphopathie T pouvant
étre mise en évidence sur le prélevement analysé dans la cohorte 2 (n=18), le déséquilibre
d’expression de TRBC1 est de 94,38% + 4,58.
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Les résultats ainsi obtenus (Tableau 20) ont permis de construire les tableaux de
contingence suivants comparant le panel TRBC1 a l'étude, la BM (Tableau 18) et
I'anatomopathologie (Tableau 19) pour les patients ayant eu de telles analyses de prescrites.

Tableau 18 : Tableau de contingence entre la biologie moléculaire et la CMF TRBC1

Biologie moléculaire (méthode de référence)

Méthodes étudiées

Positif Ambigu Négatif Echec Total
Positif 6 0 0 1 7
Ambigu 0 1 1 0 2
Négatif 3 0 11 0 14
Total 9 1 12 1 23

Méthodes étudiées

Positif Négatif
Positif 3 0 3 6
Négatif 1 1 10 12
Total 4 1 13 18

Ainsi, les résultats obtenus avec la méthode a I'étude ont été concordants avec la BM
pour 19 prélévements sur 23 et concordants avec I'anatomopathologie pour 13 prélévements
sur 18. Par exemple, la patiente 23 présente des résultats concordants a la fois entre la CMF
et la BM mais aussi entre 'anatomopathologie et la CMF. En effet, il a été mis en évidence
chez cette patiente ayant consulté pour une suspicion de SS, une population T anormale CD2",
CD3*, CD4*, CD5", CD7" compatible avec un SS en anatomopathologie mais également en
CMF qui retrouve cette méme population T anormale CD3*, CD2*, CD5*, CD7%"*® CD4",
CD8, CD10 et TRBC1 clonal représentant 55% des lymphocytes totaux (Figure 58).
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Figure 58 : Résultat du panel TRBC1 en CMF du prélevement sanguin de la patiente 23
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Pour finir, le caractéere clonal de cette population a également pu étre démontré grace a la BM

(Figure 59) confirmant ainsi le diagnostic de SS.
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Figure 59 : Résultats de clonalité T en BM du prélévement sanguin de la patiente 23

A : profil monoclonal
B : zoom de la zone aux alentours de 200 paires de bases (pdb) suspecte

Les résultats discordants de cette cohorte d’étude ont été analysés minutieusement et
ont permis de discuter I'apport du panel TRBC1 au sein du laboratoire, mais également de
mettre en évidence les points critiques a maitriser quant a sa bonne utilisation. Ces différents
aspects seront abordés dans la discussion de ce manuscrit.
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Informations patients

Anatomo-
pathologie

Tableau 20 : Tableau des patients inclus dans la cohorte 2

Numération formule

Biologie
moléculaire

CMF TRBC1

Conclusion

ID Contexte Résultats GB (GIL) Résultats % TRCB1+ % TRCB1- 2¢ lecture
188 Suivi dune Négatf | 1051 | 155 95,30 470
hyperéosinophilie

19S Suspicion de SS 2,09 Négatif 33,01 66,99 Négatif

Suspicion de o . .
208 lymphopathie T 4,85 0,58 Négatif 34,18 65,82 Négatif Non pathologique
218 Suvidune 892 | 247 Ambigu Ambigu 3973 60,02 Ambigu

hyperéosinophilie

10M Suivi de T-PLL Négatif Ambigu 10,78 89,22 Ambigu Suivi négatif
228 Suivi de MF 10,91 0,66 3.9 96,10
235 | Suspiciondess | Positi | 17,54 6.9 99,61 0,39
24S Suivi d'un SHE 9,49 2,23 Négatif 4514 54,86 Négatif Non pathologique
258 1,14 Négatif 44,61 55,39 Négatif Non pathologique
26M Suivi de AITL 0,00 100,00
278 Suivi de AITL 5,31 1,02 0,00 100,00

Suspicion de o . .
28S lymphopathie T 3,81 Négatif 43,01 56,99 Négatif Non pathologique

Suspicion de
30s | Suseioon deBIA - 1,02 Négatif 37,68 62,22 Négati

neutropénie

Exacerbation de
328 dermatite atopique, Négatif 11,8 2,25 Négatif 42,79 57,21 Négatif Non pathologique
MF ou surinfection ?
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Exploration
33g | NYyperlymphocytose 0,84 Négatif 42,99 57,01 Négatif | Non pathologique

en chirurgie

orthopédique
34M Suivi de T-PLL Négatif Négatif 441 55,9 Négatif Suivi négatif
35M Suivi d'une Neégatif Neégatif Négatif 39,33 60,67 Négatif Non pathologique
355 | hyperéosinophilie Négatif 43,22 3,85 Négatif Négatif 40,19 59,81 Négatif | Non pathologique
365 Suivi de 0,5 Positif 0,57 99,43 Positif Suivi positif

lymphopathie T

378 Suspicion de MF Négatif 7,06 1,75 Négatif Négatif 46,17 53,83 Négatif Non pathologique
388 Suivi de AITL 3,91 1,06 Positif 5,19 94,81 Positif Suivi positif
39S Suivi de T-LGLL 15,82 6,72 Positif Positif 13,27 86,73 Positif Suivi positif
408 S“Sp'(‘)’l'fgge ME 1 Negatif 084 | 375 Positif 10,08 89.02 Positif | Non pathologique
27LP Suivi de AITL Négatif 32,78 67,22 Négatif Suivi négatif
Ms S“Spi"i"gge MFou | Negatit 0,82 179 Positf Positf 10,89 89,11 Positi Pathologique
428 0,65 Négatif 40,22 59,78 Négatif Non pathologique

Suspicion de o . ,
438 lymphopathie T 1,98 Négatif 5,87 94,13 Négatif Pathologique
14S S”Spfgﬂde T 3,24 0,32 Négatif 42,72 57,28 Négatif Suivi négatif
10G Suivi de T-PLL Echec Echec Echec

Suspicion de
448 pityriasis rubra Négatif Prélévement coagulé Négatif Négatif 47,01 52,99 Négatif Non pathologique

piliaire
Suspicion o . ,
45M lymphome gastrique Négatif 42,64 57,36 Négatif Non pathologique
46S Bilan étiologique Négatif 11,09 0,67 Négatif Négatif 42,88 57,12 Négatif Non pathologique
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Suspicion de
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478 . Positif 0,34 Positif 6,29 93,71 Positif Pathologique
lymphopathie T
Suivi de o o L
48S lymphopathie T 13,61 0,48 Négatif 36,88 63,12 Négatif Suivi négatif
498 Suspicion de MF Ambigu 6,56 2,54 Positif Négatif 38,98 61,02 Négatif Douteux
Evaluation projet de . . .
508 CAR-T Cells 541 0,08 Négatif 422 57,8 Négatif Non pathologique
518 Bilan étiologique 418 0,41 Négatif 37,16 62,84 Négatif Non pathologique
528 Bilan étiologique 3,86 1,65 Négatif 41,76 58,24 Négatif Non pathologique
518 Bilan étiologique 4,65 0,64 Négatif 37,77 62,23 Négatif Non pathologique
538 4,89 Négatif 52,09 4791 Négatif Non pathologique
Suspicion de . . o . ,
548 lymphome cutanée Négatif 3,98 2,05 Négatif Négatif 43,89 56,11 Négatif Non pathologique
Lymphome T
s5g | digestiassociéa Positif 7,34 3,98 Négatif Négatif 4418 55,82 Négatif Suivi négatif
une maladie
ceeliaque
56S | Suivi post-allogreffe Négatif 10,04 1,09 Négatif Négatif 42,23 57,77 Négatif Non pathologique
578 8,6 0,84 Négatif 42,65 57,35 Négatif Non pathologique
34M Suivi de T-PLL Négatif Négatif 45,92 54,08 Négatif Suivi négatif
Suspicion de . o . ,
58G lymphorme Négatif 9,3 Négatif 52,7 47,3 Négatif Non pathologique
59S Suivi de SS Positif 1,04 98,96 Positif Suivi positif
Suspicion de o . ,
60S lymphopathie T Négatif 33,14 66,86 Négatif Non pathologique
Suivi d'un
lymphome T/NK
61M | extra-ganglionnaire Négatif Négatif 36,07 63,93 Négatif Suivi négatif
de type nasal avec
SAM
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62S Négatif 44 56 Négatif Non pathologique

63S Neutropénie ? 3,99 1,67 Négatif 42,27 57,73 Négatif Non pathologique

Suivi d'une . . .
64S hyperéosinophilie 11,68 3,94 Négatif 38,38 61,62 Négatif Non pathologique

Suivi d'un SHE

18S I):mpho'l'd(_e T

d'expression
cutanée

8,14 1,68 95,63 4,37

65S Suivi de T-PLL 5,77 1,12 Négatif 35,43 64,57 Négatif Suivi négatif

Contrdle anomalie
66S populations
lymphocytaires

Négatif 40,7 59,3 Négatif Non pathologique

Suivi d'un SHE

18M I):mpho'l'd(.e T

d'expression
cutanée

95,29 4,71

Lymphome T
intestinal
monomorphe
67M épithéliotropique
avec absence de
lymphocytes intra-
épithéliaux

34,3 65,7

ID : identification ; NFS : numération formule sanguine ; GB : globules blancs ; Ly : lymphocytes ; S : sang ; M : moelle ; LP : liquide pleural ; G : ganglion ; SAM : syndrome d’activation macrophagique.
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V. Discussion

Grace a la meilleure compréhension de la physiopathologie des lymphoproliférations,
de nouvelles techniques innovantes permettant de diagnostiquer mais également de mieux
traiter les patients atteints de syndromes lymphoprolifératifs T ont pu étre mises au point ces
derniéres années. Comme abordé précédemment dans ce manuscrit, le diagnostic de ce type
de pathologie n’est pas chose facile de par certaines de ses caractéristiques propres telles
que sa possible présence exclusivement tissulaire ou ganglionnaire et donc sans expression
dans le sang circulant mais également de contraintes techniques liées a I'utilisation de
techniques diagnostiques chronophages, difficiles et colteuses. Ainsi, le développement de
techniques abordables permettant de pallier a ces problématiques est devenu une nécessité.

Dans cet objectif, il a été développé au CHU de Limoges, sur la base des travaux
menés a la Mayo Clinic, un nouveau protocole de CMF qui permettrait de mieux discriminer
les patients atteints de lymphopathies T et ainsi de raccourcir le délai diagnostic et par
conséquent le délai de prise en charge de ces patients.

V.1. Mise en place du panel TRBC1

V.1.1. Compensations

La mise en place dun nouveau panel nécessite tout d’abord de choaisir
précautionneusement les anticorps utilisés. En effet, une des grandes contraintes de la CMF
actuelle, qui constitue aussi I'un de ses avantages, est la possibilit¢ de coupler un grand
nombre d’anticorps dans un méme tube, permettant ainsi de raccourcir le temps de
manipulation pour les techniciens mais qui complexifie légérement la mise en route de
nouveaux panels. Ainsi, le choix des anticorps et surtout des fluorochromes associés constitue
un point crucial dans I'écriture du protocole. Pour ce panel, le panel T déja existant (appelé
ancien panel dans ce manuscrit et présenté en Annexe 2) a servi de modéle pour arriver au
nouveau panel incluant TRBC1 (Annexe 1) ainsi que d’autres marqueurs d’intérét pour le
diagnostic des lymphopathies T et leurs fluorochromes. Une fois le panel mis au point, des
tests sur des sujets exempts de lymphopathies T (cinq premiers patients de la cohorte 1) ont
été réalisés afin de confirmer le choix des fluorochromes et de définir les compensations a
appliquer sur I'automate de CMF. Ceci afin de réduire I'impact des chevauchements des
fluorochromes entre-eux et donc limiter les interférences. Ce point fut critique dans le
développement de ce nouveau panel car I'utilisation de treize anticorps pour onze couleurs en
un seul tube a nécessité un certain temps d’adaptation avant de pouvoir obtenir des images
considérées comme convenables pour retraiter et interpréter les résultats. Ensuite, les douze
patients restant de la cohorte 1 ont permis de vérifier et d’ajuster les compensations afin
d’obtenir des images satisfaisantes.

V.1.2. Situations réactionnelles

Avant de débuter I'utilisation de ce panel en routine, il était nécessaire de s’assurer que
les situations réactionnelles comme les viroses, ne se matérialisaient pas €galement sous la
forme d’un déséquilibre d’expression de TRBCH1.
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Pour cela, la patiente 3 a été analysé. Cette patiente connue pour une suspicion de
mononucléose infectieuse (MNI) objectivée par la présence d’'une hyperleucocytose associée
a une augmentation des monocytes sanguins ainsi qu’a la présence de 20% de lymphocytes
activés et d’'une légére thrombopénie. Le reste du bilan biologique effectué chez cette patiente
montrait également une élévation des transaminases concordant avec une cytolyse hépatique
pouvant étre retrouvée dans les MNI a EBV de maniére transitoire. Un dépistage d’hémopathie
lymphoide T en CMF ainsi qu’une clonalité T en BM ont été ajoutés au bilan afin de confirmer
que les situations réactionnelles n'impactaient pas le nouveau protocole TRBC1. Comme le
montre la Figure 60, la CMF ne met pas en évidence de population T anormale, I'expression
de TRBC1 est équilibrée et aucune expansion des LT yd n’est observée. En effet, les LT yd
peuvent représenter entre 1 et 10% des lymphocytes circulant chez I'adulte et sont
généralement double négatifs pour I'expression des marqueurs lymphocytaires T CD4 et CD8
(23).
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Figure 60 : Résultat du panel TRBC1 en CMF de la patiente 3

V.1.3. Concordance des résultats

Pour finir, cette cohorte 1 d’entrainement a permis d’obtenir des résultats concordants
pour la grande maijorité des patients que ce soit en faveur de la présence d’'une lymphopathie
T (patients 7, 9, 10 et 16) soit au contraire, en défaveur d’'une lymphopathie T (patients 8, 12,
13 et 15). Le nouveau panel TRBC1 s’est aussi révélé décisif pour trancher quant a I'absence
(patients 11 et 14) ou la présence (patient 17) de lymphopathie T. Enfin, concernant le
patient 6, le nouveau panel TRBC1 tout comme I'ancien panel, répondent sans ambiguité sur
I'absence de population T anormale contrairement a la BM ou a I'anatomopathologie qui ne
parviennent pas a trancher entre le caractére réactionnel ou clonal de la situation et
nécessiterait éventuellement de nouvelles explorations si le doute clinique d’'un MF subsistait.

V.2. Utilisation du panel en routine

Une fois les derniéres modifications appliquées, le panel TRBC1 a pu étre utilisé en
routine afin de pouvoir le tester en condition réelle de vie au laboratoire. Cette utilisation en
routine a permis I'inclusion de cinquante-deux patients du CHU de Limoges et de ses centres
hospitaliers périphériques pendant la période d’étude. Pour la grande majorité de ces patients,
les résultats obtenus étaient concordants pour confirmer ou non la présence d’une population
T tumorale.
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Cependant, pour une minorité de patients restants, 'analyse des résultats obtenus a permis,
entre autres, de mettre en évidence diverses situations particuliéres dont certaines nécessitant
une attention plus particulieére du biologiste.

V.2.1. Résultats discordants avec I’'anatomopathologie

L'une des principales causes de discordance entre le panel TRBC1 et
I'anatomopathologie est expliquée par la localisation tissulaire exclusive de certaines formes
de lymphome. C’est notamment le cas de la patiente 30, chez laquelle un BIA-ALCL a été
diagnostiqué uniquement sur la biopsie du sein droit obtenue au moment du retrait de la
prothese mammaire a l'origine du lymphome. En effet, dans cette situation précise,
limmunophénotypage lymphocytaire réalisé a partir d’'un prélévement sanguin (Figure 61) ne
permet pas de retrouver les cellules tumorales dont la localisation est exclusivement extra-
sanguine. Cependant, 'absence de clone circulant sanguin est tout de méme une information

pertinente et rassurante pour la prise en charge de la patiente par le clinicien.
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Figure 61 : Résultat du panel TRBC1 en CMF de la patiente 30

De la méme maniére, des patients présentant des résultats d’anatomopathologie
négatifs sur biopsies de peau, dans des SS ou encore des SHE avec variant lymphoide et
d’expression cutanée alors méme que la cytométrie et la BM retrouvaient bien un résultat
positif ont également été retrouvés. Ce cas de figure, apres réflexion, ne semble pas étonnant.
En effet, la diversité des formes que peuvent prendre les Iésions cutanées rend la sélection
de la zone a biopsier complexe. Cette situation a notamment été rencontrée pour le patient 18
dans le cadre d’un bilan étiologique d’hyperéosinophilie.
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La CMF a permis de mettre en évidence la présence d'une population T anormale sanguine
CD3fbe CcD2*, CD7*, CD5%"® CD8*, CD10" et TRBC1 clonal représentant environ 13% des
lymphocytes totaux (Figure 62) et dont le caractére clonal a pu étre confirmé en BM. Malgré
tout, la biopsie cutanée d'une lésion au pli du coude gauche ne permettait de mettre en
évidence qu’un infiltrat inflammatoire dermique périvasculaire. Ce cas de figure démontre tout
lintérét de la CMF qui sera I'examen rendu en premier parmi les autres réalisés, et qui aura
permis de mettre rapidement en évidence l'origine lymphomateuse de cette hyperéosinophilie.

30000 events [CD45 totaux] CD45 KO525-A / SSC-A

[Pop Mystere]

- [Pop Mystere] CD3 PB450-A / TCRB1 FITC-A
Gran p v
" 171 Mystére 4+: | |Mystére DP: 0,45% "1 /95,28%
< 0,21% |
IV 1000 10 |D'1
“ &
10°4 < 100 i
< [
- w # z
Lymphocytes: 39 824, 16,21% E 10% i é 100004
O 50004 .. S
(S
0 0N 0 10 J . o4
cer cn;s KU:ZS-A e | [Mystére DN: 472%
sono| 006% Mystére 8+: 99,28% . L
T 0 w10 500 0 w10 0 10
CD8 ECD-A CD3 PB450-A
[CD3+ CD19-]
) [lymphos) ) [CD3+ €D19-] [CD3+ CD19-] CD3 PB450-A / TCRB1 FITC-A
Ycorse: 563w / 410% 95,85% 10'1/CD4+: 36,35%| CD4+ CDB+: 6,60% 19 460.67%
: | z
e g /'oamma Deltas: 6,434 1%1Pop Mystere: 17,10% 10 R % 104
/ > %
; B IFE | - /
g L g ; 5 = 3
D a ™ >y
$ e g w0y S c
é g S 50004 e g 10000 4
8 s = ;
o 0 0 o A
200 0,02% 0,03% 5000 CD4- CD8-: CD8+: 56,63% 100004 39:33%
CD3- CD19-: 12,33% CD3+ CD19-: 75,61% 20000+ 0,42%
] S e - SRR - — )
5000 0 %000 10* 4 L " 10000 0 10000 10° 10* 10" o 10¢ 10° 10* 10’ <5000 0 10* 10° 100 10
€03 PBAS0-A CD5 APC-A750-A CD8 ECD-A CD3 PB450-A
[CD3+ CD19-]
44,10 95,85%
1%{Pop Mystere: 17,10%
=
< —
& 2000
g
<
~
8
S
o]
0,02% 0,03%
200004

-10000 0 10000 100 100 107
CD5 APC-A750-A

Figure 62 : Résultat du panel TRBC1 en CMF du patient 18

En conclusion, il est primordial de garder a I'esprit que les prélévements biopsiques
peuvent étre trés informatifs pour confirmer le diagnostic de lymphome localisé mais, peuvent
également étre trés difficiles a obtenir du fait de certaines localisations parfois trés limitées.
Les discordances entre les résultats de biopsie et ceux de CMF ou BM dans des matrices plus
accessibles sont donc des cas de figure que I'on peut rencontrer. L'importance d’étudier
I'ensemble du contexte clinique pour poser ou non un diagnostic de lymphopathie T est
primordial.

V.2.2. Résultats discordants avec la BM

Les discordances entre la CMF et la BM résident principalement dans la différence de
leurs sensibilités respectives. En effet, la BM étant plus sensible que la CMF, celle-ci permet
la détection de plus petits clones sur un méme prélévement analysé. Ceci a notamment pu
étre observé pour les patients 19 et 67 de la cohorte 2.
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Si I'on prend I'exemple du patient 19 chez lequel un SS est suspecté au CH de Brive,
'analyse du prélévement en CMF (Figure 63) ne permet pas la mise en évidence d'une
population T anormale alors que la BM détecte bel et bien un pic monoclonal sur le méme
prélévement. Ainsi, la BM étant toujours le gold standard en matiére de diagnostic des
lymphopathies T, ce patient devra étre considéré comme pathologique jusqu’a preuve du
contraire, en I'absence d’informations cliniques supplémentaires.

Par ailleurs, de nouveaux marqueurs récemment développés en CMF, tel que KIR3DL2
qui semble spécifique des cellules de Sézary, peuvent également étre utilisés en complément
des techniques actuelles pour confirmer un diagnostic de SS ou bien, dans les cas comme
celui-ci trancher quant au caractére clonal d’'une population avec une meilleure sensibilité.
L’inclusion de ce marqueur au panel TRBC1, ou la création d’un nouveau tube spécifique est
a discuter et mérite de plus amples expérimentations au laboratoire, bien que compliquées a
mettre en place en I'état, le recrutement de patients Sézary positif au CHU de Limoges étant
assez restreint.
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Figure 63 : Résultat du panel TRBC1 en CMF de la patiente 19
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Malgré tout, la BM ne permet pas toujours de trancher de fagon certaine sur le
caractére clonal ou non d’'une population. Par exemple, c’est le cas du patient 6, de la
cohorte 1, pour lequel la CMF, a la fois sur I'ancien et le nouveau panel, ne permettait pas de
mettre en évidence de population T anormale. De méme, la BM retrouvait un profil polyclonal
irrégulier comportant de rares pics d'intensité relativement faible, ne permettant pas de
répondre clairement a la question posée par le clinicien. Dans ce type de situation, en fonction
de la suspicion clinique, il sera fortement conseillé de recontréler sur un prélévement a
distance, les résultats rendus.

V.2.3. Population CD7*CD5

Chez trois patients de la cohorte 2 (patients 36, 38 et 39), I'analyse des données
obtenues grace au panel TRBC1 a permis de mettre en évidence la présence d’'une population
T suspecte devant nécessiter une grande précaution. Au cours du développement du panel
TRBCH1, la présence de quelques cellules éparses se localisant fréquemment en CD7°CD5" et
possédant une expression déséquilibrée de TRBC1 a été constatée. Cependant, la seule
expression hétérogéne de TBRC1 ne permet pas a elle seule d’établir le diagnostic de
lymphopathie T. Il faut également que I'ensemble des cellules présentes constituent une
groupement ou cluster d’un certain nombre de cellules pour envisager ce diagnostic.

En effet, dans la premiére cohorte, certains patients, et notamment la patiente 12, agé
de 75 ans, pouvaient posséder une petite population trés éparse CD7*CD5  généralement,
d’environ 200 cellules ou moins, non NK exprimant exclusivement le CD8 et présentant un
déséquilibre de TRBC1 (Figure 64) sans pour autant que la pathogénicité de cette population
ne soit confirmée en BM.
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Figure 64 : Résultat du panel TRBC1 en CMF de la patiente 12
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Dans la littérature, la présence d’'une telle population exprimant exclusivement le CD8 a
eégalement été décrite comme correspondant a une population physiologique de LT
cytotoxiques effecteurs ou mémoires produits en réponse a des stimuli extérieurs (infections,
cancers, présence d’antigénes...). Ce type de population serait présente aussi bien chez les
sujets jeunes que chez les sujets agés avec une tendance a I'augmentation chez ces derniers
(82). Néanmoins, la présence d’'une véritable population clonale n’est pas a écarter
systématiquement pour autant. De fait, ce cas de figure a été retrouvé chez le patient 39
(Figure 65) agé de 66 ans, suivi pour une T-LGLL et chez lequel cette population CD7*CD5,
non NK exprimait quand méme le CD16/CD56 comme cela est parfois le cas dans les T-LGLL.
De plus, cette population représentant 1% des lymphocytes totaux exprimait exclusivement le
CD8 avec un déséquilibre de TRBC1. Dans cet exemple, la BM avait ainsi permis de confirmer
le caractére clonal de cette population.

m’ﬂ‘mr [CD45 totaux) CD45 KO525-A / SSC-A [Pop Mystere]
3 [Pop Mystere] Pop Mystere] CD3 PB450-A / TCRB1 FITC-A
= o o Mystére DP: 0,21% “f13,81%
1500- 10 10 b 10"
p
b Mystére 4+:
< g E 0 § - 1011,56% ; 0 /.
§ - S - g oo g, # | = §
§ : 3 2 ‘
2 E:
500- v o o
Lymphocytes: |45we,46‘4|1ﬁ o Mystére 86,19%
o . DN: 8,44% | mystere 8+: 89,79%
CD3- CD19-: 3,22% CD3+ CD19-: 90,09% 50000 Natural killers: 1,38%; 2000 pstére 100
(s;skt;:zs.Aw o 0 e T " 000 0 0 100 100 10 L 0 v w0 w0 e e e
CD3 PRAS-A D8 ECD-A CD3 PB450-A
\j & / [Pop Mystere]
[CD3- CD19-] [co% €019-] ) [Pop Mystere] v CD3 PB450-A / TCRB1 FITC-A
w0 w{ 5% i 0 Mystére DP: 1,41% 34,44%
106 10 ﬂ 10 >IN o
e 3w SR L e p § "
5 - g £, 4 | ;
: g™ 8 b g 1
3 5 53
S ] Pop Mystere: 1861, 1,42% o
o o4 Mystére 65.56% E
NK: 99,98% 0,00% 0,008 o] OV 0285 | Inystére 8+: 49,96% o]
sowo. . X
00 0 0 00 0t 10 om0 H PV P Y P 0o w0 L o 5000 0 00 00 10
CD3 PB450-A D5 APC-AT50-A CD8 ECD-A CD3 PB450-A
[CD3+ CD19-]
"11,55% 98,45%
1o |POP Mystere: 1,42%
<
g
g "
3
& Pop Mystere: 14,91%
IS
8
>
0,00% 0,00%
-
CD5 APC-A750-A
Figure 65 : Résultat du panel TRBC1 en CMF du patient 39
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Ainsi, afin de ne pas négliger ou incriminer a tort cette population, un arbre décisionnel
(Figure 66) visant a confirmer ou non le caractére clonal de la population suspecte a été
imaginé. Pour cela, il est tout d’abord nécessaire de vérifier 'absence de cellules NK dans
cette population grace a la fenétre CD3 et CD16/CD56, dans le cas ou la distinction entre les
cellules CD3" et celles CD3 n'est pas évidente. Le cas échéant, cela induirait un faux
déséquilibre de TRBC1 du fait de son absence d’expression par ces cellules (6). De plus, un
tel fenétrage permet aussi de distinguer des LT CD3" qui exprimeraient également le
CD16/CD56, possible dans les LGLL. Ensuite, si I'absence de NK est confirmée, il sera
recommandé de demander 'ajout d’une clonalité T en BM pour trancher sur le caractére clonal
ou non de la population suspecte.

V.2.4. Population CD3"

La seconde population particuliére rencontrée au cours de la mise au point du panel
TRBC1 correspond a la présence d’'une population T anormale ayant perdu I'expression du
marqueur pan-T, CD3. Cette population a pu étre détectée chez la patiente 27 grace a la
fenétre habituellement utilisée pour identifier les NK. Dans le cas présent, la population notée
V en rose sur la Figure 67 a perdu I'expression du CD3 mais elle exprime toujours le CD5,
CD7, CD2 et CD4 confirmant leur origine lymphocytaire T et non NK. De plus, cette population
ainsi mise en évidence a hauteur de 0,45% des lymphocytes totaux, pour le suivi de cette
patiente atteinte d’'un AITL, présente un déséquilibre de TRBC1 majeur.
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Figure 67 : Résultat du panel TRBC1 en CMF de la patiente 27

Néanmoins, les données actuelles de la littérature sur le sujet semblent converger vers
une absence d’expression a la fois de TRBC1 mais également de TRBC2, par les LT CD3"
comme les LB, NK et les LT yd, que ce soit les thymocytes bénins, les LT CD3™ néoplasiques
(matures ou immatures) ou encore les LT CD3 réactionnels (76-77). Bien que la cause de
cette diminution d’expression reste encore indéterminée, certaines hypothéses seraient en
faveur d’une diminution de I'expression du TCR causée par a la diminution de I'expression du
CD3 (80).
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Ainsi, ce type de population anormale ne peut pas, actuellement, étre simplement détectée
et/ou suivi grace au panel TRBC1 actuel. Cependant, des études sont en cours au sein de la
Mayo Clinic, pour déterminer si la détection par CMF du TRBC1 intra-cellulaire serait capable
ou non de distinguer les thymocytes bénins des lymphomes et/ou leucémies lymphoblastiques
T ayant perdu I'expression du CD3 (82). Ains, il sera recommandé, dans ce cas de figure, tout
comme précédemment, d’ajouter une recherche de clonalité par BM pour confirmer ou non le
caractére tumoral de cette population.

V.2.5. Suivi particulier

Dans certaines situations, et notamment dans le cadre du suivi post-greffe, le panel
TRBC1 développé se retrouve mis a mal. En effet, suite a une allogreffe de CSH chez les
patients atteints de T-PLL par exemple, la reconstitution du répertoire lymphocytaire T et de
sa diversité, pourra prendre plusieurs années, soit entre 2 et 7 ans en fonction des patients
(83) (84). Par ailleurs, il a été démontré qu’au cours de cette reconstitution, I'allogreffe en elle-
méme possédait un rble contre la leucémie qui ne semblait pas étre médiée par la génération
d’un clone émergeant contre la T-PLL mais plutdét d’'une réponse poly- ou oligoclonale (85).
Ceci complexifie donc le suivi de la réponse au traitement par des techniques moins sensibles
que le NGS. Ainsi, ce type de patient est actuellement suivi au CHU de Limoges grace a I'étude
du répertoire T par identification et suivi des réarrangements clonaux des génes du TCRy par
des techniques de NGS.
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Figure 68 : Résultat du panel TRBC1 en CMF du patient 10
A : prélevement médullaire
B : prélévement sanguin
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C’est le cas par exemple d’un patient suivi pour un T-PLL diagnostiqué en 2020 et en
rémission compléte suite a une allogreffe en 2020 également, que I'on retrouve a trois reprises
dans cette étude avec les prélévements 10 (cohorte 1), 22 et 49 (cohorte 2).

Dans la cohorte 1, une persistance dans le sang et dans la MO du clone CD45%"* CD3*,
CD4*, CD8", CD5", CD7*, précédemment connu, était retrouvée en CMF a la fois sur I'ancien
et le nouveau panel avec un déséquilibre franc du TRBC1 (Figure 68). En accord avec ce
résultat, I'étude du répertoire T en NGS détectait la présence des deux clones connus au
diagnostic (Figure 69).
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Figure 69 : Résultat du répertoire T en NGS sur le prélevement médullaire du patient 10
Point rouge et bleu : clones connus au diagnostic

A linverse, sur un prélevement effectué cinqg mois plus tard et figurant dans la cohorte 2, le
clone connu au diagnostic n'a pas été retrouvé en CMF (Figure 70). Cependant, trois
populations distinctes ont pu étre isolées :

e La premiére représentant environ 30% des cellules CD3*CD19". Par la suite, cette
population a été identifiée comme correspondant majoritairement a des cellules NK
grace a la stratégie décrite précédemment car un continuum de cellule ne permettait
pas une séparation nette des cellules CD3" et CD3".

e La deuxiéme population représentant 20% des cellules CD3'CD19" et exprimant le
CD7, faiblement le CD5 et majoritairement le CD8 avec un déséquilibre du TRBC1.

e Laderniére population, représentant 13% des cellules CD3"CD19" et exprimant le CD5,
faiblement le CD7 et pour une moitié des cellules le CD4 et pour l'autre le CD8 sans
un déséquilibre du TRBC1.

Dans ce cas précis, il est donc difficile de conclure quant au contexte réactionnel ou clonal du
prélevement seulement avec les résultats de cytométrie.

En paralléle, une étude du répertoire T en NGS (Figure 71) a également été effectuée
permettant de trancher entre la situation réactionnelle ou clonale chez ce patient. Ainsi, la
technique de NGS ne retrouve pas les 2 clones connus au diagnostic et ne met en évidence
que la présence de clones observés est probablement secondaire a la reconstitution T et non
pas a une rechute du patient avec un nouveau clone.
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Figure 70 : Résultat du panel TRBC1 en CMF du patient 10 dans la cohorte 2
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Figure 71 : Résultat du répertoire T en NGS du patient 10

Il est ainsi nécessaire d’ajouter aux techniques de cytométrie et de recherche de clonalité T,
une technique plus sensible comme le NGS dans des situations post-greffe pour distinguer le
caractére réactionnel post-greffe d’'une situation de rechute avec un véritable clone.

V.2.6. Résultats discordants et/ou ambigus

Au cours du retraitement des données, certains résultats ambigus ont particuliérement
retenu notre attention. C’est le cas du patient 21, suivi pour une hyperéosinophilie avec
population lymphocytaire T anormale sans atteinte d'organe, non traité. Le diagnostic avait été
établit en 2021 par la mise en évidence d'une population CD7*, CD5%"*® CD3*, CD4*
représentant moins de 1% des lymphocytes totaux sans clonalité T objectivée en BM.
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Sur le prélévement recueilli au cours de la période d’étude, la CMF ne met pas en
évidence de déséquilibre majeur mais identifie la présence d’une petite population de 126
cellules CD7*, CD57, CD8" avec un TRBC1 clonal, différente de la population au diagnostic
(Figure 72). De son c6té, I'analyse par BM a rendu la présence d'un pic monoclonal faible dans
un contexte polyclonal (Figure 73) qui pourrait étre rediscuté car la différence entre la présence
d’'un faible pic monoclonal dans un contexte polyclonal et le caractere oligoclonal d’'un
prélévement n’est pas toujours aussi tranchée.
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Figure 72 : Résultat du panel TRBC1 en CMF du patient 21
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Figure 73 : Résultats de clonalité T en BM du prélevement médullaire du patient 21
A : pic monoclonal faible et la présence d'une population polyclonale
B : zoom de la zone aux alentours de 200 paires de bases (pdb) suspecte
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Par ailleurs, les mémes constatations ont été observées pour le prélévement 49. En
effet, 'analyse en CMF ne permet pas de mettre en évidence la présence d’'une population T
anormale (Figure 74) tandis que la BM détecte la présence d’un pic monoclonal parmi un profil
polyclonal qui pourrait éventuellement, aprés une seconde analyse, étre lui aussi requalifié
d’oligoclonal au vu de la taille et de la localisation du pic (Figure 75).
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Figure 74 : Résultat du panel TRBC1 en CMF du patient 49
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Figure 75 : Résultats de clonalité T en BM du patient 49
A : pic monoclonal faible et la présence d'une population polyclonale ou oligoclonal
B : zoom de la zone aux alentours de 200 paires de bases (pdb) suspecte
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De fagon contemporaine au prélevement sanguin, chez ce patient, plusieurs biopsies ont été
effectuées et analysées en anatomopathologie retrouvant la présence d'un infiltrat
lymphocytaire pilotrope de phénotype T CD4" faisant discuter le diagnostic de MF pour la
biopsie du haut du dos alors que la biopsie du mollet droit reste dans les limites de la normale.
Ainsi, il sera nécessaire, comme indiqué précédemment, de contrbler ces résultats a distance
afin de ne pas méconnaitre la présence d’'une population clonale anormale chez ces patients
présentant des résultats incertains.

V.2.7. Valeurs seuils

Aprés avoir démontré que le nouveau panel de CMF avait toute sa place dans
I'orientation diagnostique des syndromes lymphoprolifératifs T, les seuils définis dans la
littérature ont été questionnés. En effet, la grande majorité des équipes de recherche dans ce
domaine utilisent les valeurs seuils fixés par une équipe nord-américaine de la Mayo Clinic
comme devant étre > 85% ou < 15% en terme d’expression de TRBC1 dans le sang mais
aussi dans la MO (6) pour conclure quant a la présence d’un syndrome lymphoprolifératif ou
non. Ainsi, pour la mise en place et surtout pour l'interprétation de ce nouveau panel TRBC1,
ces seuils d’expression de TRBC1 ont également été utilisés pour analyser les patients du
CHU de Limoges.

A partir des données croisées de CMF, de BM mais aussi des informations cliniques
disponibles, une vérification de la pertinence des seuils fixés a été effectuée afin de s’assurer
de leur efficacité en routine. Pour cela, un tableau de contingence a été établit en tenant
uniqguement compte des prélévements pour lesquels la méthode a I'étude et la BM étaient
conjointement disponibles sous la forme de résultat « positif » ou « négatif » (Tableau 21).

Tableau 21 : Tableau de contingence CMF TRBC1 vs. BM des résultats bruts

CMF TRBC1

Méthodes étudiées

Positif Négatif
Positif VP =12 FN=2 14
Négatif FP=0 VN =21 21
Total 12 23 35

VP : vrais positifs ; FN : faux négatifs ; FP : faux positifs ; VN : vrais négatifs

La sensibilité (Se) et la spécificité (Spe) ont pu étre calculées a 'aide des formules suivantes :

vp VN

Se = Spe =
VP+FN VN+FP

Les valeurs de Se et Spe pour 'ensemble de nos deux cohortes étaient de 86% pour la Se et
de 100% pour la Spe. Cela signifie que le panel TRBC1 de CMF peu méconnaitre certains
patients présentant une BM positive cependant, il n’a pas conclu, au cours de cette étude, a
affirmer a tort, la présence d’'une population suspecte. Ces conclusions ne sont pas vraiment
surprenantes car, comme abordé précédemment, la sensibilité de la CMF est moins bonne
sur des petits clones que celle de la BM. Afin de se rapprocher un peu plus des Se et Spe
proches de 100% retrouvées dans la littérature (6) (25) (83), il sera nécessaire de poursuivre
ces analyses pour déterminer si I'ajout d’'une zone grise déclenchant I'analyse par BM du
prélevement permettrait de détecter ces patients et ainsi de réduire le nombre de FN.
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Par ailleurs, une courbe ROC (Receiving Operator Characteristic) a également été
généré a partir des cohortes 1 et 2. Comme le démontre la Figure 76, le point sur la courbe
permettant I'obtention des meilleures performances correspond aux valeurs seuil comprises
entre 10-15% d’expression de TRBC1, en accord avec les résultats précédemment trouvés
dans la littérature. Pour finir, la somme de nos aires sous la courbe (AUC) étant de 0,998, soit
proche de 1, ce test présente une trés bonne capacité a discriminer les patients pathologiques
des patients non pathologiques.
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Figure 76 : Courbe ROC

Néanmoins, si les résultats de CMF ne sont pas francs, et en cas de doute ou de forte
suspicion clinique et/ou cytologique, I'ajout d’'une analyse par BM peut étre nécessaire et
justifiée d’autant plus si le déséquilibre observé se situe a la limite des valeurs seuil fixées.
Des études complémentaires seraient intéressantes pour fixer avec précision les limites de
cette zone grise.

Ensuite, par souci de vérification des données obtenues, les pourcentages
d’expression de TRBC1 par les LT CD4" et CD8" chez les sujets exempts de syndrome
lymphoprolifératif consignés dans les cohortes 1 et 2 aux valeurs décrites dans la littérature
(Tableau 22) ont été comparés. Pour cela, il a été nécessaire de calculer la moyenne, I'écart-
type et I'intervalle de confiance (IC) a 95% du pourcentage d’expression de TRBC1 par les LT
CD4" et les CD8". Apres fusion des résultats obtenus dans nos 2 cohortes, la moyenne
d’expression de TRBC1 par les LT CD4" était de 44,23% + 4,48 avec un IC a 95% compris
entre 42,81% et 45,66% alors que la moyenne d’expression de TRBC1 par les LT CD8" était
légérement inférieure puisqu’elle était de 38,34% + 10,75 avec un IC a 95% compris entre
34,92% et 41,76% (Figure 77).
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Figure 77 : Dot plot de I'expression de TRBC1 par les LT CD4* et CD8"
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Tableau 22 : Tableau des pourcentage d’expression de TRBC1 par les LT CD4* et CD8*

Références Valeurs retrouvées dans la littérature
CD4 Moyenne + écart-type 44+43
: (n=39) Intervalle de confiance a 95% 36-53
Novikov et al. (7) -
CD8 Moyenne + écart-type 39+ 11
(n=39) Intervalle de confiance a 95% 18-61
CD4 Moyenne + écart-type 46+£6,8
: (n=44) Intervalle de confiance & 95%
Shi et al. (74) -
CDS8 Moyenne + écart-type 3710
(n=35) Intervalle de confiance a 95%
CD4 Moyenne + écart-type 43,4 (écart-type non mentionné)
(n=97) Intervalle de confiance a 95% 36-51
Berg et al. (6) : - R
cD8 Moyenne + écart-type 37,9 (écart-type non mentionné)
(n=97) Intervalle de confiance a 95% 27-51
CD4 Moyenne + écart-type 43+£6,3
Mufoz-Garcia et (n=83) Intervalle de confiance a 95%
al. (8) cD8 Moyenne + écart-type 35+88
(n=83) Intervalle de confiance a 95%

En conclusion, les valeurs obtenues au CHU de Limoges sont comparables a celles
retrouvées dans la littérature.

V.2.8. Utilisation du panel par les différents opérateurs

Aprés interrogation des différents utilisateurs de ce panel, que ce soient les techniciens
(Tableau 23) de laboratoire qui analysent en premiére intention les données obtenues, ou les
biologistes (Tableau 24) qui retraitent et rendent les résultats aux cliniciens, ce panel s’est
révélé plus simple d’utilisation et plus informatif que le précédent.

Tableau 23 : Tableau des avis des techniciens sur le nouveau panel

Opérateur Evaluation du panel TRBC1

En ce qui me concerne, je peux dire que je suis tres satisfait de cet anticorps. En effet, le TRBC1 nous
permet de lever le doute sur le fait d’avoir un clone T ou non sur une population CD4 ou CD8 majoritaire.
G LIEE R /| est 'équivalent des chaines Kappa/Lambda que I'on retrouve sur une recherche d’hémopathie
lymphoide B. Néanmoins, il reste ininterprétable sur les cellules NK ainsi que sur les y® étant donné
que ces deux populations n’expriment pas le TRBC1.

D’un point de vue pratique, je trouve confortable d’avoir le TRBC1 dans le panel de premiére intention.
Il nous permet d’identifier et de séparer des populations clonales beaucoup plus facilement
qu'auparavant; grace notamment a la stratégie de fenétrage basée sur la population mystere
« adaptable » a chaque cas.

Technicien 2

Le TRBC1 permet de repérer de maniere rapide et sans doute, une population T anormale. Associé au
CLTEET I fenéfrage d’une population mystére modulable, il permet également d’identifier une population clonale
minime noyée dans la population normale

Cet anticorps est un gros apport dans notre stratégie de détection d’'un clone T en vérifiant rapidement
I'expression du TRBC1 sur les populations suspectes. Il offre ainsi la possibilité de détecter des clones
méme minimes au Sein de population saine. La question se pose quant a l'intégration de ce marqueur
sur un panel d’orientation B et T.

Technicien 4
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Tableau 24 : Tableau des avis des biologistes sur le nouveau panel

Opérateur Evaluation du panel TRBC1

Globalement tres satisfaisante, cette addition au panel T est d’une aide précieuse lorsqu’il n’y a pas de
phénotype aberrant évident. Il permet ainsi de réduire les incertitudes par rapport & I'ancien panel malgrée
ISR Je fait qu'il existe toujours des cas borderline nécessitant d’avoir recours a la biologie moléculaire pour
trancher. Cependant, la limitation sur les population NK et yd est toujours présente du fait de leur
absence d’expression de ce marqueur.

Ce nouveau panel est une aide pour répondre si absence de clone (ratio CD4/CD8 normal et pas de
trou phénotypique) et présumer de la clonalité d’une population (a confronter a la BM systématique). La
modification du panel T initial a, de plus, entrainer une augmentation des demandes de la part des
cliniciens témoignant ainsi, de son nouveau réle dans le diagnostic des lymphopathies T. Malgré tous,
au moindre doute ou interrogation la BM reste I'examen de référence notamment pour repérer les clones
de petite taille.

Biologiste 2

L'inclusion du TRBC1 est un apport majeur au panel T. C’est un complément trés précieux au diagnostic
des hémopathies et a la stratégie de fenétrage basée sur la notion de population mystére. C'est méme
CIIGLIE G indispensable dans les cas ou il n'existe pas de phénotype aberrant (T-PLL sCD3* par exemple).
L'interprétation est en général simple. Il reste quelques cas ou se pose la question des seuils (85-15) et
oul le recours a la clonalité en biologie moléculaire reste nécessaire.

Je trouve que le panel incluant TRBC1 permet de lever pas mal de doutes sur certaines populations ou
certaines anomalies que I'on retrouvait auparavant sur le panel T et que I'on aurait tendance & signaler
pour ne pas méconnaitre un clone. Je pense par exemple aux déséquilibres CD4/CD8 qui peuvent étre
de simple déséquilibre ou véritable clone sous-jacent mais également aux sous-populations visibles sur
- le diagramme CD7/CD5 condlitionné sur les CD3+ pouvant correspondre a des sous-population T qui
CIUCRIBCERN o priment différemment ces marqueurs ou & un véritable clone ?

Il nécessite par contre un retraitement systématique avant validation, pour pouvoir déplacer la population
mystere a notre guise mais je ne pense pas que cela nous fasse perdre du temps, bien au contraire.
Evidemment et en cas de doute, la clonalité T est incontournable. Ce travail aura permis de relever les
situations dans lesquelles le biologiste doit étre alerte.

Ainsi, les informations apportées par ce nouveau panel et le travail d’interprétation et
de discussion des résultats obtenus sont désormais des éléments clés dans la validation
biologique des immunophénotypages T au laboratoire d’hématologie du CHU de Limoges.
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Conclusion

Le diagnostic des lymphopathies T n’est pas chose facile en pratique courante. En
effet, la rareté de ces entités implique un savoir faire des opérateurs a chaque maillon de la
chaine aboutissant au diagnostic. Qu’il soit clinicien, anatomopathologiste, biologiste, chaque
interlocuteur a son réle a jouer dans la recherche des populations T anormales indispensables
pour conclure quant a la présence ou I'absence de ces hémopathies.

Depuis 'avenement de la CMF ces derniéres années, celle-ci est devenue un examen
indispensable en biologie médicale, notamment en onco-hématologie, de par sa grande
accessibilité ainsi que la rapidité de rendu de résultat. Ainsi, de plus en plus de panels sont
imaginés et développés pour répondre le plus précisément et rapidement possible aux
interrogations des cliniciens afin d’améliorer la prise en charge des patients. C’est donc dans
cette optique que de nouveaux anticorps et par conséquent, de nouvelles cibles telles que
TRBC1 sont recherchées entre-autre dans le domaine des lymphopathies T.

Les résultats de ce travail de thése ont permis de confirmer l'intérét de I'ajout de
I'anticorps anti-TRCB1 a I'ancien panel T utilisé pour faciliter la mise en évidence de population
T anormale et de démontrer son caractére clonal grace a une technique plus rapide que la
BM, qui est cependant toujours indispensable pour confirmer la clonalité T de cette population
suspecte. Ce travail a donc permis d’inscrire ce nouveau panel au catalogue des examens
réalisés par le secteur de CMF du laboratoire d’Hématologie mais également d’observer une
légére hausse des demandes de ce type d’analyse. En effet, sur la période du 24 ao(t 2023
au 22 mars 2024, 268 demandes de panel T ont été prescrites contre 246 'année précédente,
sur la méme période. Ainsi, cette légére hausse observée sur cette courte période laisse
espérer un intérét croissant des cliniciens pour ce nouveau panel et par conséquent, une
augmentation progressive du nombre de demandes.

Tout au long de ce travail, des patients pour lesquels des lymphopathies T étaient
suspectées ont été inclus mais également, des patients chez lesquels des lymphopathies T
étaient déja connues. Ainsi, la question subsidiaire de ce travail serait de s'interroger sur
I'extension des applications de ce nouveau panel TRBC1 au suivi des lymphopathies T et
notamment a sa possible application au suivi de la maladie résiduelle (MRD) déja largement
utilisé dans le versant aigué des lymphopathies et plus récemment dans le myélome et la
leucémie lymphoide chronique. Pour cela, des études menées a plus large échelle seront
nécessaires afin d’assurer une sensibilité suffisante pour une détection la plus précoce
possible des rechutes chez ces patients.
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Annexe 1. Protocole panel TRBC1

Préparation de I'échantillon : marquage de surface.
e Mettre dans un tube a hémolyse tous les anticorps du panel :

FITC PE Cy5,5 PE Cy7 APCA700 | APCA750

' Les anticorps sont positionnés sur le plateau panel T
2Le CD16 est sur le plateau HPN
3 Le CD4 est sur le plateau LAT3

Ajouter 50 uL d’échantillon a 10 G de GB/mL (sinon effectuer une dilution dans le PBS)
Agiter et incuber 15 minutes a I'obscurité

Ajouter 500 pL de Versalyse avec fixateur

Incuber 15 min a I'obscurité

Ajouter du PBS

Centrifuger 5 min a 650g

Vider le tube par retournement

Ajouter 300 pL de PBS

Cytomeétre

Cytomeétre : DxFlex

e Nom de I'experiment : TRBC1 Sarah Decheiver
e Nom du panel : Panel T 2 APC
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Annexe 2. Protocole ancien panel T

Préparation de I'échantillon : marquage de surface.
e Mettre dans un tube a hémolyse tous les anticorps du panel :

PECy5,5 PECy7 APCA700 APCA750

Ajouter 50 uL d’échantillon a 10 G de GB/mL (sinon effectuer une dilution dans le PBS)
Agiter et incuber 15 minutes a I'obscurité

Ajouter 500 pL de Versalyse avec fixateur

Incuber 15 min a I'obscurité

Ajouter du PBS

Centrifuger 5 min a 650g

Vider le tube par retournement

Ajouter 300 pL de PBS

Cytomeétre
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Annexe 3. Protocole de clonalité T en BM

Préparation de I'’échantillon :

e Sang total : extraction ADN
o Moelle : Ficoll puis, extraction ADN

Clonalité T : PCR avec un kit Identiclone™ T Cell Receptor y Gene Rearrangement Assay 2.0.

1 tube échantillon PCR y

1 tube témoin

Ajout de la AmpliTaq Gold™ de chez Applied Biosystems

Prendre 45 yL du mélange et ajouter 5 yL d’ADN

Puis, mettre sur plaque et langer le Gene Mapper (unité de séquencgage)

Témoins :
e Tube échantillon : 1 témoin négatif, 1 témoin positif et 1 témoin poly
e Tube témoin : 1 témoin négatif et 1 témoin poly

Bonne qualité de 'ADN si :

e Témoin a 100, 200, 300 et 400 pdb
e Témoin a 600 pdb (rare) : trés bonne qualité de 'ADN
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Annexe 4. Cohorte de patients inclus dans la cohorte 1

% de CDA | % de CD4 | % de cD8 | % de DB
1D [sexe| %8¢ |Matrice| Statut | identification Pathologie. P Informations autres Anapath - Compte-rendu Anapath- | ornule - Date | Leucocvtes | Lymphocytes | Lymphocytes | Lymphoeytes | oot | g - commentaires | M [o tRacts % TReCL: | s sains | sains CMPTRACL | CMF TRBCL Conclusion Remarque
(ans) (mg/t) Résultats (enGiga/l) | (en%) | (enGiga/) |activés (en%) Résultats Commentaires | Résultats
TReCts | TRBCI- | TRBCI+ | TRBCI-
Lymphopénie, éruption cutanée, .
e 2 Jati I I
1| n | 71| sang | Normal | 231550840 L;’": : :""i':"”:" 3 ‘anémie macrocytaire, 28/03/2023 4,56 Polyclonal Négatif | 5460 | 4540 | 4434 | 5566 | 6646 | 33,19 | Pasdedésequilibre | Negatif | ' % POPUat °': T:’:::':: e détectable en Négatif Normal
e adénopathie "
Profil polyclonal
2| £ | 57| sang | Normal | 230094 689 Suspicion MGUS 1| pic monoclonal, pas de signe B remuer Négatif | 3311 | 6689 | 3950 | 6050 | 21,12 | 7888 | pasdedésequiibre | Négatif Normal
Mononucléose . ’ . ¥
3| F | 16| sang | Nomal | 231658316 s Syndrome mononucléosique 02/08/2023 14,11 269 38 192 Oligoclonal Negatif | 4530 | 5470 | 4886 | su14 | 4478 | 5522 | asde désequilibre | Negatif Normal
4| W | 17| sang | Nomal | 230215753 | Syndrome infectiewx? | 22 17/08/2023 568 287 163 217 Polyclonal Neégatif | 3909 | 6091 | 4935 | 5065 | 3398 | 6602 | asdedésequiibre | Négatif Normal
Hépatite aigué non
S| F |23 sang | Nomal | 231674520 | gravesurinfectiona | 5 22/08/2023 616 71 444 10 Polyclonal Négatif | 3421 | 6579 | 3898 | 6102 | 3356 | 6644 | Pasdedésequiibre | Négatif Normal
En cours de relecture 3 Bordeaux Profl polyclonal
Lésion cutanée érythémateuse | Doute sur Mycosis fungoide avec un s e collles| réBuIer & surveler, s de poputation T e détectab
6| H | 75 | sang |Suspicion| 230086639 Mycosis fungoide 1 | extensive (piqure dinsecte), pas | infiltrat inflammatoir et dermatose | Ambigu 28/03/2023 781 152 119 a; esf’ 151 rares pics dintensité | Ambigu 41,79 | ss21 | 4557 5443 | 3886 | 6114 | Pasdedésequilibre | Négatif s de population ‘?"",:"_‘a © detectable en Négatif Ambigu
de sueurs norcturnes spongiotique avec un infiltrat e SE2aY | elativement faible (3 cytométrie
majoritairement T CD4+ contréler a distance)
Clone T peau et sang dentique : persistance de Ia population T CDA+, CDS+, CD7
7| F | 8| same | suvi | 230085303 S"""m:';:::’ sézary Proit "°‘:“";i'e§"""é'“es Rapport CD4/CD = 16,6 et population| 27/03/2023 554 135 075 Monoclonalité T 000 | 10000 | NA NA NA NA Désequilibre faible représentation 20% des lymphocytes Syndrome de Sézan|
b D3+, CD4+, CD26-, CD158+ totaux
Bilan d'élimination Raideur des membres supérieurs)
8| F | 47| sang |suspicion| 231551506 | devantuntableau | 12 |lésions prurigineuses énythémat 25/03/2023 636 59 29 Polyclonal Negatif | 4sis | s484 | 449 | 5504 | 4649 | 5351 | pasdedésequilibre | Negatif Reéactionnel Négatif | Non pathologiaue
compliqué macculo-squameuses, prurit
Lymphome T de type LAI : Présence de la population T anormale CD3+, moome s
Biopsie axillaire gauche : CD3+, CDd+, ADN de mauvaise D4+, CDS+, CO7 faible, CD10- retrouvé dans le. ce“:::T eestar
9| £ | 70 |moelle | suvi | 230004525 €05+, CD10-, CKCLI34, ICOS+, PDL, 05/04/2023 aualite ne permettant | ¢y oo 033 | %067 | NA NA NA NA Désequilibre 5208, représentant 42% de [ensemble des helper nodulaires.
80% Ki67, NCAM, CD20+ sur la pas une exploration du Iymphocytes médullaires. Au tota, infiltration ey
Lymphome 4 cellules T majorité des lymphocytes, CD30+ et répertoire lymphoide T médulaire associée  une phase leucémique b
folicular helper BCLE+ sur quelques grandes cellules de son lymphome T connu
de type €t CD7+ et CDBssur des petits
immunoblastique Iymphocytes réactionnels Phase leucémique
(2022) Blopsle cutanée : D3, D4+, DS+ Présence dans le sang de la méme population
surla majorité des lymphocytes, T anormale médullaire (sCD3+, CD4+, CDS+,
f i 4 . " 4 4 X 67 i 14 ! NA NA 0 e
9 70 | sang | suv | 230094688 2 rarement CD20+ et CD30+, 80% Ki67 05/04/2023 847 315 26 Monoclonalité T 0,1 9986 | NA NA Désequilibre o alble CO0) repséaentant 405 do el nolares
€t CD7+ et CDB+ sur des petits T'ensemble des lymphocytes de type angio-
Iymphocytes immunoblastique
Présence d'une population T anormale avec le
) ) I . . profil TPLL connu (CD4S faible, CD3+, CD4+, Leucémie
10| H | 53 [moelle | suvi | 230106333 v Nl et i e[S o peu e cellies it 18/04/2023 Monoclonalité T 000 | 10000 | NA NA NA NA Désequilibre o e o) ety chone et wolympontaie T
Jymph T 2020 édul delaTPLL
prol V"‘[zo‘;‘u‘f”e U oo h[ - )ue (a021) |0 faible, D3+, cDas, COB., CoS4, medullalre o minima de 3
prophylactia D7+ (profil connu T PLL) pas de cellules Présence d'une faible population T anormale Leucémie
10| # | 53| sang | suvi | 230106279 3 18/04/2023 640 189 122 Monoclonalité T 000 | 10000 | NA NA NA NA Désequlibre avec le profil T PLL connu (CD5 faible, CD3+,
anormales. prolymphocyaire T
D4+, CDS+, CO7+, CDB-)
sian étioogiase Hyperéosinophilie, Présence d'une population T CD3+, CD7+ fort,
1| F | 79 | sang [suspicion| 230108267 o . éo:n:g :.T.e 54 | thrombocytose, pas de sueurs 19/04/2023 10,86 96 1,08 Polyclonal Négatif 2037 | 5963 | 4037 | 5963 | 5345 | 4655 | Pasdedésequilibre | Négatif | CDS+, CDA+, DS+, CDI0- représentant environ Non pathologique
e i nocturnes, pas d'adénopathies 60% des lymphocytes totaux
Absence d'argument pour MF
Eruption cutanée prurigineuse | Biopsie de la racine de cuisse droite :
Transformation en LAM avec papules disséminées infiltrat lymphocytaire T : Pas de cellules . ’ Pas de profil T anormal détectable en )
i ] w | 4
12| F |75 | sang | supidon| 230109373 UMMM gy | o et péroseutane domete derme | Negat 27/07/2023 224 304 068 e serary Oligoclonal Negatif | 4660 | 5340 | 4371 | 5629 | 5436 | 4564 | Pasde désequilibre | Négatif omitie Négatif | Non pathologiaue |  LAM post SMD
(2021) superficil sans épidermotropisme,
absence de follcule pilosébacé
Pas de population T anormale détectable en
13| F | 63 | Sang | Suspicion| 230199910 Brive 27/07/2023 123 Polyclonal Negatit | 3793 | 6207 | 3929 | 6071 | 2952 | 7048 | pasdedésequiibre | Negatif | cytométrie, a noter une inversion du ratio Négatif | Non pathologique
CD4/CD8 en faveur du CD4
présence d'une expression généralisée du CDS6
Gamma : polyclonal (activation cytotoxique) et d'une population
ranl ¢ Gtah:
) Leucémie & grands Agranulocytose et thrombopéne Asence | Béta A plyclonl ) rmalo o o, (o7 Cos able
1| F | 71| sang | suvi | 230152228 auto-immune, splénomégalie, 07/06/2023 242 a1 102 danomalie | BétaB:polyclonal | Neégatif | 4295 | 5705 | 4080 | 5920 | 4840 | 5160 | Pasde désequilibre | Négatif ¢ Suivi négatif
lymphocytes granuleux T oAb mocing i représente 20% des LT et 16% des lymphocytes
o e oo, ool st anrml s s
P des seuils diagnostics pour la LGL
AEG, IRA, érytheme palmo- ] .
15| F | 79 | sang | suspicion| 231653636 Lymphome non 67 |plantaire, hypercalcémie maligne| Polyclonal Négatif 5568 | 4432 | 4920 | 5080 | 57,07 | 42,93 | Pasdedésequilibre | Négatf | "2 ¢ PopulationTanomale détectable en Négatif Non pathologique
Hodgkinien eytométrie
réfractaire
Asthénie, troubles digestifs, Stade IV péritonéal :
adénopathies axillaire gauche, | Biopsies ganglionnares sus- ) )
230162253 | Lymphome anaplasiae tuméfaction basi-cenvicale | clavicullaires gauches : CD30+, ALK- Population 1 (70%) o OB O OOt a::';“::;’;‘:a
16| w | e [ asate | susidon | 0 At sauche sus-caviaare, 10| Lquide dasit : ombreuses cllues Monoclonal 9997 | 003 NA NA NA NA Désequilibre Popultion2 (30%) o3, €05, COTfie, o tes
700 UI/L, sueurs nocturnes | tumorales d'allure lymphoide, de
i D4+, CDB- et CD10- Ak
Lymphome de la zone marginale | grande taile, noyau irégulier, parfois
2022 ucléolé
Lymphome T Fioure, AEG, splénomégalic €045 faible, CD10-, Rechute lymphome
17| H | 42 [Moelle | Suvi | 230220465 | périphérique a grandes o Monoclonal 000 | 10000 | NA NA NA NA  [coa-, cosret -, D3+ Pas de profil T anormal Négatif T périphérique &
cellules (2016) et TRBC1 clonal grandes cellules
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Annexe 5. Cohorte de patients inclus dans la cohorte 2

% de CD4 | % de CD4 | % de CDB | % de CDB.
Age e Anapath | Leucocytes | Lym, M BM-Résultats | BM % oMF TRBCL
5 T i i Be1- 1.
1056 (apg) [ Matrice | statut Contexte (mg/t) Informations autres (SR Résultats | (enGiga/t) [ (en%) | (enGiga/t) | "™™'® | commentaires |  GUMS | Relecture | TRBCs [ TRECL| 2 | sains | sains | sains CMF TRBCL - Commentaires Résultats CMIF TRBCL- Commentaires GLIMS Résultats GUMS (EEsm
TRBCI+ | TRBCL- | TRBC1+ | TRBCI-
. iopsie cutanée (pli du
yperéosinophilc Eruption cutance étendue et réciarte | *12Pte ctance (Pl du coude gauche) Présence d'une population T anormale D3 faible, CD2+,
18| H | 75 | seng [suspicion pe (mm" 38 associée a une hyper-IgE et Servaseulire Uhypothise i Négatif 1051 17 155 Monoclonal 9530 | 470 NA NA NA NA CD7+, CDS faible, CDB+, CD10- et TRBCL clonal CD3+, CO7+, CDS faible, CD8+ et TRBCI clonal
hyperéosinophilie sanguine etoeyons peut re Slminée représentant 13% des lymphocytes totaux denmresson etande
19| £ [ 67 | sang [Suspicion| Syndrome de Sezary CHde Brive 200 Monoclonal 3301 | 6699 | 3755 | 6245 | 2666 | 7334 | Pas de clone décelable en CMF sur cet échantillon Negatif Pas de déséqilibre Négatif
PAR, AEH, asthénie, anorexie v . 5o e | S¥ndrome de type VEXAs|
20| H | 7 | sang |suspicion|  Lymphopathie T pt 4 11 4,1 2 | e | 52 Bt 12| Pas de clone décelable en M sur ntillon Pa ilbre
0 8 | suspicior ymphopathie 99| | imehome § rom Hodsgkinien associé 85 9 058 3418 | 658 2 5285 | 1688 | 83 as de clone décelable en CMF sur cet échantill Négatif s de déséquilibre Négatif [ Non pathologique T
Détection dun
é 0 éséquil 2 de cel 4
Heréosinophile avec pic monaclonal Déséaquilibre CD4/CDB en faveur de CDA+ mais pas de Déséqulibre CD4/CDS avec excés de cellules CDd+,
population lymphocytaire o lation anormale {population CD7s. COo do 126 une partie des cellules T CD4 avec une expression
21| W | 53| sang | Ssuni |Tanormale sansatteinte| 2 892 277 247 boomee dune | Ambieu | Ofigoconalf 3973 | 600z | 073 | s927 | 3433 | s927 Populati s ﬂ:t"mm o) Négatif un peu diminuée du CD7 mais sans déséquilibre Ambigu Suivi négatif
dorgane non traité o v o . TRBCL. On ne peut pas conclure en CMF sur le
population Probable réaction immunitaire en cours (EP et IFIX) e
(2021) caractére réactionnel ou anormal
polyclonale
Présence d une population anormale CD4-, CDB, CD:
o Absence de faible, CD7+ et déséaquilibre de TRBCI différent du clone Présence d'une sous-population anormale COA-,
A Allo-greffe phéno-identique (2020) au diagnostic représentant 10% des lymphocytes totaux CD8-, CDS-, CD2+, CD7+, TCLL- et déséaquilibre de
10 M| 58 | Moelle | sui | prolymphocytaire T DL prophylactiaue (2021) o s Negatif to78 | B2 | NA A ke A | présence dune population CD7+, CDS- correspondant aux | ATIEY TRBCI différent du clone au diagnostic B Su négatit
connue au NK (expression du CDS6, CD16) présents en grande Réactionnel ou tumoral ?
quantite sur ce prélévement post allo-greffe
Persistance d'une population T CD3+, CD2+, CDS fort,
Mycosis fungoide o Persistance d'une sous-population T SCD3+, CDS .
2| [ 65| sang | suui Ta0s1) 15 1091 6 066 Monoclonal 39 | 9610 | N NA NA NA |cD7+, CDa+, CD10- et TRECL clonal représentant 20% des s O, ot or T domal Syndrome de Sézary
Iymphocytes totaux
Asthénie, xérose cutanée, alopéci
troubles du transit, SMG, adénopathies Présence de
memumoshnonypage suns Sevsenu . | 1OPIE dénopathie rétro-pértonéale mehoepes
population T CD4+, CD7-, CD26- snonathi noyauxirréguliers, Présence d'une population T anormale CD3+, CD2+, CDS+,
+CD2+, CD3+, CDa+, ¢ Population T - 07 faible, CDS+, CDI0-, X
5| ¢ | 6 | s [sumion] siomecesiay | 4 [momwtmatiomenornorsatre ] Ao o ot st | w5 | e | s | worwont s [ o | wn | | e | e | e o oy e o i Co OO i, O, 10 ——
de TCR BC) évaluée 3 47% des . pat v de vacuoles associé| représentant 55% des lymphocytes totaux
Peau : absence d'argument pour
Iymphocytes totaux (soit 3,6 G/L). e dermme
Absence d'expression de CD158k. Critére me hyperéosinophilie
B2 de I'EORTC Sézary
Déséqilibre du ratio CD4/CDS en faveur des CO4
2| W[ 62| san Hyperéosinophiie 3 949 235 223 4514 | 5486 | 4607 | 5393 | 4414 | 5586 | Pas de clone décelable en CMF sur cet échantillon Negagf | 27 nete avgmentation en valeur absolue (136 | gy Non pathologique
® (2022) g g g g ) ' g g g & /1) et sans preuve de clonalité (pas de (RELEE
deéséquilibre de TRBCL sur les LT)
25| [ 34| sang CH de Brive 110 461 | 5539 | 4474 | 5526 | 4388 | 566 |  Pas de clone décelable en CMF sur cet échantillon Négatif Pas de clone décelable en CMF Négatif | Non pathologiaue
Lymphome & cellules T Lymphome & cellules T
T o oo Persistance de la population T anormale de profil CD4S Persistance d'une population T anormale de profil i
26| H | 70 | Moelle | sui " CH de Brive 000 | 10000 | NA NA NA NA  [fort, D3, CDa+, DS+, CO7 faible, CD16-, CDS6- et TRBCL CDas fort, SCD3-, CDA, CD5+, CD7 faible, CD16-, ”
nodulaires de type angio- clonal représentant 16% des lymphocytes totaux CDS6- représentant 29% des lymphocytes totaux rodulires de toe angior
immunoblastique o hmehocyt o fmehocyt immunoblastique
acell rsistance de la population T anormale CD3-, CD2+, a cell
et | Umpbome & grandeclles 8V oo, o 010, e 5. s persistane de  poption sCO3, 4, 05 e e
27| F | 79 | sang | suwi P 2 e & 531 192 102 000 | 10000 | NA NA NA NA < S5 o7, D10, CDIE CO7+ décrite au diagnostic représentant 0,62% des "
nodulaires de type angio- associé (2022) diagnostic et TRBCI clonal représentant 0,45% des s nodulaires de type angio-
immunoblastique (2016) Iymphocytes totaux hmphocytes totaux immunoblastique
yperlymphocytose majoritairement de type T sans
28| H [ 54| sang [Suspicion|  LymphopathieT CHde Brive 381 4301 | 5699 | 4562 | 5438 | 3895 | 61,05 |  Pas de clone décelable en CMF sur cet échantillon ‘anomalie du profil phénatypique, absence de trou Non pathologique
phénotypique et TRBCL équilibré
Présence d une population T anormale CD3+, D2+, CD7 Présence d une population T anormale CDa+, D7
29| H [ 71 | Moelle [suspicion|  Lymphopathie T Pas de suivi & Limoges (06/02/2024) Monoclonal 1266 | 8734 | NA NA NA NA dim, CDS+, CD4+, CDB faible, CD10- et TRBCL clonal dim, CDS+, CDB faible représentant 16% des Lymphopathie T
représentant 14% des lymphocytes totaux Iymphocytes totaux
Prothése mammaire (2016)
Lymphome T anaplasique PET-scan localisaton des foyers [ oo anaplasiaue LNH T anaplasique lié
30| F | 52 | sang [suspicion| ¢ aucimplants 3 hypermétaboliques intra-mammaires | ° %22 (R0 LET 20m 23 102 3768 | 6222 | 3915 | 6085 | 3355 | 6645 Pas de profil anormal T décelable en cytométrie Négatif | Pas de profil anormal T décelable en cytométrie Negatif auximplants
mammaires bilatéraux en rapport avec I'ablation P mammaires
(2023) sans lésions suspectes aileurs
Présence d'une sous-population anormale CD3+,
Pas assez de Présence d'une population anormale CD3+, CD2+, CDS+, ey
31| H | 72 | Moelle |suspicion c“’“;:l;::p:“i“ @ CH de Brive cellules aprés Echec 166 | 8834 | NA NA NA NA | D7+, CDa+, COB faible et TRBCL clonal représentant ds,?:ql'”f:l*d Z‘fngf:;:‘::‘:ﬁi:‘:::i‘d‘e Lymphone NOS
tymy
fieott 2% des ymphocytes totaux cellues lymphaides anormales en cytologie
Exacerbation de la
| dermatite atopique ? surp psi +absence dinfiltrat X . ' | Poussée de dermatite
32| W[ 49| sang [suspicion 1 18 19,1 225 4279 | 5721 | a3ss | 5635 | 376 | 6201 |  Pasde clone décelable en CMF sur cet échantillon Lymphocytose T
L Mycosis fungoide ? atopique lymphopeytaire suspect e g g g g g 8 8 g g e PO MESET || RENEAEEe atopique
Surinfection ?
Exploration Hémopathie 8 non LLC
33| H | 95 | sang |Suspicion| hyperiymphocytoseen | 9 9.8 4299 | 5701 | 4271 | s729 | 3513 | 6487 Pas de clone décelable en CMF sur cet échantillon Negatif Pas de clone Negatif [ Non pathologique | " :’;amzs N :)
chirurgie orthopédique
nophé +CD3+, DA,
Lewceme o e s mocnie T —
34| H | 52 | Moelle | suii prolymphocytaire T Y ity VP ch o Négatif a1 | ss9 | 3014 | 6078 | asa1 | ss3:2 Pas de clone décelable en CMF sur cet échantillon Négatif Absence de clone T TCL1+ identifiable Négatif Suivi négatif Rémission
(2022) Allogreffe phénoridentique (2023)
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% de CD4 | % de CD4 | % de CDB | % de DB
Age P Anapath [ Leucocytes M BM- Résultats | BM % CMF TRBCL CMF TRBCL
10 [sexe| B0 | Matice | statut Contexte (g Informations autres Anapath - Compte-rendu nivaas | (oo |ty | temargarty | Commentaire f (B s retomre | Tracte |6 TRECH| sains | sains | sains | sains CMF TRBC1 - Commentaires Mot CMF TRBCL - Commentaires GLIMS Réoutot s | Conclusion Remarque
TRBCL+ | TRBCI- | TRBCL+ | TRECI-
35| W | 66 | Moelle |suspicion ”V"e'f;‘o“z';‘;"""‘g Maladie de Kimura (hyperplaste | g0 je ¢\ vange : absence d'argument || Négatif Polyclonal Negatif 3933 | 6067 | 4115 | sass | 3288 | en12 Pas de clone décelable en CMF sur cet échantillon Neégatif D““““","h': c:f'/ .cmleb" fa'v::'cf“ ot Négatif | Non pathologique
Hyperéosinophil probablement associée 3 un syndrome | €% {2veur 4un lymehome T ou de Hyperéosinophil P em:jec:; mY—
. peréosinophilie peréosinophilie séauilibre enfaveur des
H ic 1 bl ‘ Hodgkin an Polyclonal a0, 1 17 48 Pas de cl lable en CMF sur cet échantil
35 66 | sang |suspicion 12029, Tnperéceinonhlique tamahlde 8 Négatif 3, 89 385 s oy olyclonal Négatif 019 | 5981 | 40, s983 | 3484 | 6500 as de clone décelable en CMF sur cet échantillon Négatif e s dauiione TRECL Négatif | Non pathologiaue
) ) ’ Persistance dune population T anormale CD4-,
36| H [ 79| sang | suwi Lymphopathie T CH de Brive 05 057 | 9943 | wa NA NA na  |Persistance dlune population T anormale CO4-, CDE, CDS- OB, CDS faible, CD7+ représentant 245% des, Lymphopathie T
, D7+ représentant 7,5% des lymphocytes totaux
lymphocytes totaux
Plaques érythémato-squameuses du
37| H | 65 | Sang [Suspicion|  Mycosis fungoide ane'i:?\;: j:";“:;e‘c:::ixz:i;que Biopsie du cuir chevelu Négatif 7,06 28 175 Polyclonal Negatif 4617 | 5383 | 465 | 535 | 4439 | 5537 |  Pasde clone décelable en OMF sur cet échantillon Neégatif | Pas de profil anormal T décelable en cytométrie Négatif | Non pathologique
infiltre
Lymphome & cellules T Lymphe llules T
" otsarhler présence dune populaton T anormale O3, 0, D7, résence dne populton T anormale 05, o7+ " sarhlr
38| H | 67| sang | suwi pe 14 Allogreffe (2018) 391 27,1 1,06 519 | 9481 NA NA NA NA | cDS., D8+, TRBC1 désequilibré, CD10- et TRBCI clonal popua ; A P
nodulaires de type angio- e 5CD3+, TRBC1 désequilibré, CD2+, CDI0- nodulaires de type angio-
immunoblastique (2017) i mehocytes toras immunoblastiue
3pi
Leucémie 3 grands pes Présence d'une population T anormale CD3+, CD2+, CDS-, Présence d'une population T anormale CD3+, amie s
) monoclonaux : 2 Leucémie 3 grands
39| H [ 66| sang | Suvi |lymphocytes granuiewT| 1 1582 25 672 o 1327 | 8673 | Na NA NA NA D7+, CDB exclusivement, CD10- et TRBCI clonal €05, D7+, CDB exclusivement, CD10-,
déia connuet 1 lymphocytes granuleux T
représentant 1% des lymphocytes totaux déseaquilibré pour TRBCL
nowveau
Biopsies cutandes :discrétre »
. dermatose lichénoide. Absence Présence d'une population T anormale CD3 fort, CD2+, R Pas darguments
s0| 1| 72 | sang |suspicion| M¥eosisfungoide ou 1 Eruption cutanée maculo-papuleuse, |y oo ne dermatose | Négatf 984 381 375 1008 | 8992 NA NA NA NA D5+, CD7+, CD4+, CDB faible, CD10- et TRBCI clonal Déséauilibre d'expression du TREC1 sur 16% des LT Non pathologique | cliniques pour lymphome
Sézary prurit et altération de I'état général : avec phénotype CD3 fort, CDA+
bulleuse auto-immune et de représentant 4% des lymphocytes totaux et recherche de cellules
vascularite. A confronter 3 Ia clnique de Sézary -
Rechute de lymphome &
LT polytypiques au sens du TRBCL sur les 20% de Petite phase leucémique
les T follcul . i
27| ¢ | 7o |liauide | g [cellules T follicular helpe LAIT CD3+, CD5+, CD7+, CXCLL3+, CD10+, 3278 | 6722 | 3739 | 6261 | 2658 | 7340 Pas de clone décelable en CMF sur cet échantillon Négatif LT CD7-. Absence d'arguments Négatif Suivi négatif | circulante du lymphome
pleural nodulares de type any BCLG+, PDONE+, EBV+ (2016) .
immunophénatypiques pour e SLP T T
immunoblastique
Biopsie cutanée : en faveur d'une
2pi présence d' lation T CD3+, CDA, CD7-,
Mycosisfungoide o0 Atopie depuis I'enfance, érythrodermie, [ dermatose spongiotique avec Lyperéosinophie | monoctmu et Présence d'une population T CD3+, CD2+, CDS+, CD7 e ebutre ot TROL 3 525t
av| W[ 71 | sang [suspicion| MYeOSESune 33 Iésions tres kératinosiques xérose | infiltration d'éosinophiles (dermatose | Négatif 982 182 179 e P 1089 | 8311 | NA NA NA NA  [faible, CD4+, CD10- et TRBC1 clonal représentant 14% des o i Manque d'informations
Sezary " (340 G/1) isolée | persistance LT correspondant 3 17% des LT posant la question
cutanée généralisée atopique). Pas d'argument pour un lymphocytes totaux "
} polyclonaux d'un clone T circulant o minima
psoriasis ou mycosis fungoide
Inversion du ratio CD4/CD8, sans autres anomalies
¢ 2%,
2| f | 76| sang CH de Brive 065 4022 | so78 | 4242 | 5755 | 3919 | 6081 |  Pasdeclone décelable en CMF sur cet échantillon Négatif | Phenopiaue avec un rapport TRBCL 4234, Absence | gt | o pathologique
dargument immunophénotypiaue pour une phase
leucémique d'un SLP-T
Présence d'une population T anormale CD3+, CDE=, D7+, o dinformations
43| W | 66 | sang |Suspicion|  Lymphopathie T CH de Brive 19 587 | sa13 | NA NA NA NA DS faible ot TRBCI clonal représentant 22% des Pas de profil anormal T décelable en cytométrie Négatif oot de ey
lymphocytes totaux P
Pas d'expression anormale du CDS6 sur les LT. La
population anormale CD3+, CDB+, D7+, CDS faible,
Leucémie 4 grands Agranulocytose et thrombopénie auto- , . | cDS6- et CO16- représente 7% des LT et 9,2% des : N
wlr|n|s B 324 99 032 4272 | 5728 | a115 | ssss | 4553 | 539 | Pasde clone décelable en OMF sur cet échantil Négatif ool ) Négatif s it
8|S phocytes granuleux T immune, splénomégalie, HTAP modérée a5 de clone décelable en CMF sur cet échantillon 883UE ]y mphocytes totaus. TRBCL équilibré. Expansion A gl
réactionnelle ? Possibilités d étudier e répertaire T
Vbéta (Rennes)
AEG, fiéwre, oedémes, sueurs nocturnes,
Leucémie éruption érythémateuse violacée diffuse,
10| | 53 |Ganglion| Suvi |  prolymphocytaire T plane, centrée sur les vaisseaux Echec Prélévement quasi-acellulaire Echec Echec
(2020) Allo-greffe phéno-identique (2020)
DL prophylactiaue (2021)
Biopsie cutanée lombaire gauche :
Pityriasis rubra piliaire aspect com| :::’JE;I:::" pityriasis
érythrodermie et . .
| # | 52| sang [suspicion| (Enihrodermie et 3 Biopsie jambe droite : limite normale | Négatif Prélevement coagulé Polyclonal Negatif 4701 | 5299 | 4903 | s097 | 4008 | 5973 Pas de clone décelable en CMF sur cet échantillon Négatif | Pas de profil anormal T décelable en cytométrie Négatif [ Non pathologique
Biopsie cutanée dos : discrets si
o) jopsie cutanée dos : discrets signes
de dermatose spongiotique sans
aspect lichénoide ou bulleux
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% de CDA | % de CD4 | % de CDB | % de CDB
Age P Anapath | Leucocytes M BM- Résuitats|  BM % oM TRBCL cMF TRBCL
n [ - m TRBCL-|  sai i i i F TRBCL - Commentai TRBC1 - Commentaires GLI I m;
3% | (ans) | VeS| Stotut Contexte (me/1) nformations autres e ] Résutats [ (enGiga/t) |  (en%) | (enGiga/t) | ™™™ | Commentaires Relecture | TRacLs [ TRECH| salns | sans | sains ] sains CMF TRECL- Commentaires Résultats CMF TRECL - Commenaires GLIMS Resultats Gums [ "lsion CEEE
TRBC1+ | TRBC1 | TRBCL+ | TRBCI-
Bicytopénie profonde
dans un contexte de
45| H | 51 | Moelle |suspicion - w260 | 5736 | 4119 | sss1 | aso2 | sees Pas de clone décelable en CMF sur cet échantillon Négatif | Pas de profil anormal T décelable Négatif
carence en B9 et Iésions
gastriaues suspectes
rmatose neutrophilique urticariant
Dermatose netroplque uticanan: | siopsie utane dos s aiscrets esions Lymphopénie avec déséauilibre CD3 et excés de
46| F | 73 | sang |suspicion n étiologique B3| et o sty o, | € dermatose lichénoide compatible | Neégatif 11,09 6 067 Polyclonal Négatif a8 | 5712 | a9 | 5706 | 3775 | e192 Pas de clone décelable en CMF sur cet échantillon Neégatif | CD4 mais TRBC1 équilibré. Pas d'arguments formel [ Négatif | Non pathologique
» deg . 4 avec une toxidermie en CMF pour conclure 4 une population T clonale
énythrodermic
Adénopathie cervicale : infltration
ganglionnaire par une prolifération
Iymphomateuse T CD4+ difficle a
classer. Le profil cytotoxique est
compatible avec un lymphome T
ériphérique NOS. On ne peut pas Lymphome 3 cellules T
B raloment Shmimer ome. Présence d'une petite population T anormale D3+, CD2+, Présence dune petite population T (0,27%) CD3+, i
47| H | 67 | sang |suspicion|  Lymphopathie T Polyadénopathies " e 034 620 | 9371 NA NA NA NA | CDS+, CD7 int, CD4+ et TRBC1 clonal représentant 7,5% CDS+, CD7 int, CDA4+ avec déséquilibre du TRBC1 per
ocalisation ganglionnaire d'un " nodulaires de type angio-
des Iymphocytes totaux posant la question d'un clone T. A investiguer
lymphome T primitif du tractus gastror| immunoblastique
intestinal ou primitif cutané
18: CD20+
LT £ CD3+, CD23+, CDS+, CDas, CD2+,
CD7+, granzyme+, GATA3+
Expression de PDL, BCLG et MUML"
Asthénie, perte de poids, tou séche, Des sous-populations B, T et NK équilbrées. Ratio
Rechute du lymphome ? malaises et chute CD4/CDBet y5 normau. Absence d'expression du .
a| w7 s ivi 2 1361 4 12 1 51 | 754 Pas de clone décelable en CMF sur cet échantillon Méningite aseptiqu
3 8 | sang | su ey Lymphome foliutare meclire non 36 35 048 3688 | 63, 40, 599 5 5, as de clone décelable en CMI sur cet échantillo Negatit | o Absence de o shenanyone | Né830F Suivi négatif éningite aseptique
Hodghinien (2022) profil TRBC1 équilibré
Biopsie du haut du dos : ifiltrat
Iymphocytaire pilotrope de phénotype
T CD4 faisant discuter le diagnostic de Des sous-populations B, T et NK équilibrées. Ratio
MF. A confronter 3 la clinique 1 pic monoclonal Oligoclonal CD4/CDBet y5 normat. Absence d'expression du
49| H | 34 | Sang |Suspicion| Mycosis fungoide Plagues eczématiformes Slopse du meter drot s dore s | ATIEY 656 387 250 parmin vam otp | %8 | o102 | asse | sso | siss | es1r Pas de clone décelable en CMF sur cet échantillon B | s mocence ge oo svinomaneae | NEBRHF Douteux
limites de la normale polyelons! profil TRBC1 équilibré
BM (biopsie) : polyclonal faible
iégulies
ualuation projet de CAR- Syndrome tumoral Hétérogénité d'expression du CDS et D7 surles
50| H | 44 | sang |suspicion r; /; 36 | Syndrome d'activation macrophagique 541 15 008 422 | s78 | 4237 | s763 | 4120 | sa7 Pas de clone décelable en CMF sur cet échantillon Négatif Iymphocytes CD3+ sans anomalies du TRBC1 Négatif Non pathologique
el DLBCL réfractaire au R-CHOP probablement réactionnelle
Test de Combs + en 1§G sans hémolyse
dans un contexte probable d'nfection a Augmentation relative des sous-populations T y6 et]
51| F | 19 | Sang |Suspicion| Bilan étiologique 3 | Mycoplasma pneumoniae avec anémie 418 %8 041 3716 | 6284 | 4363 | s637 | 324 | 676 Pas de clone décelable en CMF sur cet échantillon Négatif NK au détriment des lymphocytes T, sans Neégatif | Non pathologique
et leuconeutropérie initale de correction| argument de clonalité, probablement réactionnel
spontanée
§ Des sous-populations B, T et NK équilibrées.
Apparition d'un foyer métaboli
pparition dun foyer métabolique au Augmentation du ratio CD4/CDS. Taux des v5
niveau du cotyle droit : progression de la o o o1t
52| H | 81 | sang |Suspicion| Bilan étiologique 2 maladie lymphomateuse ? Autre ? 386 248 1,65 a176 | 5824 | asas | sas1 | 2705 | 7295 Pas de clone décelable en CMF sur cet échantillon Negatif | C:; E“;::;%::T:”;S::m:l - ":: e Négatif Non pathologique
DLBCL avec localisation médulaire et ” .
sndrome dactivation macrophagiaue phénotypiaue (perte du D7) possiblement
i phaeia réactionel car profil TRBC1 équilibré
T mbs + enl hém.
est de Combs + en IgG sans hémolyse Augmentaion relative des lymphocytes v5 (14%)
dans un contexte probable dnfection & d'allure réactionnelle et des LB (32%) au détriment
51| F | 19 | Sang |Suspicion| Bilan étiologique 1| Mycoplasma pneumoniae avec anérmie 465 138 064 3777 | 6223 | asg2 | sa1s | 2853 | 711 Pas de clone décelable en CMF sur cet échantillon Négatif s T pas de preil anermal T ddclable n Negatif | Non pathologique
et leuconeutropénie initale de correction : e
eytométrie. Profil TRBCI équilibré
spontanée
. X i | Ratio CD4/CDB un pew augmenté. Absence de trou ; .
i 4 4 n le en lon
53| F | 36 | sang |suspicion CHde Brive 489 5200 | 4791 | s325 | 4675 | 4s1s | sia9 Pas de clone décelable en CMF sur cet échantilo Négatif S enotymiai oo ot ox TRBCE Saurt Negatif | Non pathologique
Erythrodermie prurigineuse avec
atteintes particuliérement intense des Nette prédominance T CD4 sans déséaquilibre
54| W | 81 | sang |suspicion| Lymphome cutanée 25 | paumes et plantes de pieds, rougeurs |  Biopsie cutanée du bras gauche Neégatif 3,98 23 2,05 Oligoclonal Neégatif 389 | seu | s275 | a725 | 141 | ss71 Pas de clone décelable en CMF sur cet échantillon Négatif P equilib Négatif | Non pathologique
. R ‘expression de TRBCI et sans trou phénotypique.
généralisées laissant place a des
desquamations
Présence d'une
Biopsie colique sur muqueuse e
Lymphome T digestif Diarthées et météorisme abdominal | Mfiammatoire : compatible avec une gere Pas de population T anormale décelable en CMF
55| F | 47 | samg | Suii | associéaunemaladie | 1 e bt ot sttt localisation du lymphome T connu | Négatif 730 542 398 § Polyclonal Négatif 418 | ssg2 | 4968 | s032 | 3592 | 6408 Pas de clone décelable en CMF sur cet échantillon Négatif | (on ne retrouve pas s cellules CD2+, CD10+ et Suivi négatif
coeliaque (2016) ® pe (CD2+, CD3+, CD4-, CDS-, CD7-, CDB-) avec quelques marqueurs T négatifs décrites au diagnostic)
lymphocytes
mais de profil polyclonal
atypique
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% de CD4 | % de CDA | % de CD | % de DB
1D |sexe| "8 | Matrice | statut Contexte P Informations autres Anapath - Compte-rendu Anapath | Leucocytes | Lymphocytes |Lymphocytes | ¢ nire M BM- Résutats | BM % |%mecy| sains sains | sains CMF TRBCI - Commentaires CMF TRECL CMF TRECI - Commentaires GLIMS VP TRECL Conclusion Remarque
(ans) (mg/1) Résultats [ (enGiga/l) | (en%) | (enGiga/t) Commentaires Relecture | TRBCL+ Résultats Resultats GLIMS
TRBCL+ | TRBCL- | TRBCL+ | TRBCI-
Fiéure persistante avec hyperleucocytose
a lymphocytes (180 G/L), anéie,
3| W | 52 |Moelle | suvi vro\w::;:':v:m . throm b“jﬁ"::;fz Gi/:":'}‘;?:; 1500 Gone comu O3, BB, B3t CO7 Polyclonal Negatif 459 | sa08 | 482 | 518 | 3823 | 6134 | Pasdeclone décelable en CMF sur cet échantilon Negati | 0" Setecte pas e done T P DS, CO7- et Négatit Suivi négatif Suii T PLL négatif
Greffe géno-identique (2022)
Allo-greffe phéno-dentique (2023)
Adénopathies mulintes Biopsies ganglionnaires : lymphome
58| H | 17 |Ganglion| Suspicion Lymphome e s ot de Hodgkin classique scléronodulaire | Négatif 527 | 473 | 5305 | 4695 | 4385 | 5559 | Pas de clone décelable en CMF sur cet échantillon Négatif | Pas de clone décelable en CMF sur cet échantillon | Négatif | Non pathologiaue | Lymphome de Hodgkin
yme! ! (riche en cellules tumorales)
Présence d'un population T anormale CD3+,CD2+, CDS+, . '
Hlules dallure fun i
59| F | 98 | sang | Suvi | Syndrome deSézary CH de Saint Junien Cellues dallure 104 | 989 | NA NA NA NA | CO7 faible, CDA+, CD10- et TRCBI clonal représentant Frésence dun clone T (O3, €05+, CO7 faible, Syndrome de Sézary
sézariforme CDa+, CD10- et TRCBI désequiibré
92% des lymphocytes totaux
Sous-populations Iymphocytaires B, T et NK
Eruptions cutanées associde 4 une. éauilirées en proportion. Pas de clone T décelable
60| F | 75 | Sang |Suspicion|  LymphopathieT anémie arégénérative 3304 | 6686 | 3441 | 6559 | 2283 | 77,07 | Pasde clone décelable en CMIF sur cet échantillon Négatif | en CMIF : ratio CD4/CDS et taux de y8 normaux. Négatif | Non pathologiaue
CH de Saint-Yrieix-la-Perche [Absence crexpression du CD10 sur les CDA. Absence
de trou phénotypique sur les T et TRECL équilibré
Rechute d'un lymphome
T/NK extra-ganglionnaire .
61| H | 35 | Moelle | Suvi | detype nasal avec iy Negatif 3607 | 6393 | 3953 | e028 | 25 | e Pas de clone décelable en CMF sur cet échantillon Négatif | Pas de clone décelable en CMF sur cet échantillon | Négatif Suivi négatif sam
syndrome d'activation &
macrophagiaue
Sous-populations Iymphocytaires B, T et NK
éauilirées en proportion. Pas de clone T décelable
62| F | 69| sang CH de Brive a | 56 | asss | se@r | 3836 | 6584 | Pasdeclone décelable en CMF sur cet échantilon Négatif | en OMF : ratio CD4/CDS et taux de 5 normaux. Négatif | Non pathologique
Absence d expression du CDI0 sur les CDA4. Absencel
de trou phénotypique sur les T et TRECL éauilibré
63| H | 48 | sang |suspicion|  Neutropénie ? 4 399 419 167 227 | 5773 | aegs | s3as | 321 | es70 Pas de clone décelable en CMF sur cet échantillon Negait | u::::::: ::Z‘S’:;Z";E:Z:L:::: :; . Négatif | Non pathologique
préc T DA, sans trou phé t
64| H | 41| sang |suspicion|  Hyperéosinophilie 4 1168 337 394 | Ssezary positive 3838 | 6162 | 4051 | 5949 | 3304 | 6658 |  Pas de clone décelable en CMF sur cet échantillon Negaif | Prédominance T 5D sans trou prenoypiaue e Négatif [ Non pathologiaue
sans désequiibre de TRCB1
o Sicome sipse ctnde (vt s ) ersistance de I population T anormale CO3 fable, 02+ snction dpression do TRBC1 sr s ol o Shctome
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Annexe 6. Note d’information mise a jour panel T
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TITRE : Mise a jour Panel T

Bonjour,

Depuis un peu moins de deux semaines, le nouveau panel T incluant le marqueur TRBC1 (TCRf-chain constant
region 1) a été mis en routine.

Ce marqueur est aux lymphocytes T ce qu'est le Kappa/Lambda aux lymphocytes B.

En effet, une restriction ou monotypie d'expression de TRBC1 est volontiers en faveur d'un clone T.

Pour l'interprétation de ce marqueur, elle est pour l'instant qualitative : expression équilibrée, ou expression
déséquilibrée.

Pour ce qui est d'une valeur chiffrée du rapport TRBC1+/TRBC1-, il est pour l'instant difficile de statuer. Je suis
tombée sur deux sources

1 : population TRBC1pos >97% ou <3%

2 : population TRBC1pos >85% ou <15%
Je pense qu'il faut attendre un peu plus de littérature, et continuer le recrutement de patients dans le travail que
I'on réalise avec Sarah Decheiver pour statuer sur de réelles valeurs que I'on pourra alors rendre (comme la valeur
rendue sur le ratio LTCD4/CD8 ou encore le ratio Kappa/Lambda).

Patients « réactionnels » : nous avons testé 2 patients dits « réactionnels » avec des lymphocytes activés, on voit
bien un profil activé dans les LT mais pas de déséquilibre TRBC1, et bien négatif en biologie moléculaire

En annexe, vous trouverez des exemples de patients que nous avons eu pour valider le panel.
Je reste disponible pour tout complément d’'information

PS : le protocole sur Kaluza est toujours en cours de fignolage, et le paramétrage informatique est en cours par
Stéphane qui sera réalisé courant Septembre.

Sarah NASRADDINE

Date de diffusion : 05/09/2023
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Serment De Galien

Je jure en présence de mes Maitres de la Faculté et de mes condisciples :

- d’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et de leur témoigner ma
reconnaissance en restant fidéle a leur enseignement ;

- d’exercer, dans l'intérét de la santé publique, ma profession avec conscience et de respecter
non seulement la |égislation en vigueur, mais aussi les régles de ’honneur, de la probité et du
désintéressement ;

- de ne jamais oublier ma responsabilité, mes devoirs envers le malade et sa dignité humaine,
de respecter le secret professionnel.

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état pour corrompre les
meeurs et favoriser les actes criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle a mes promesses.

Que je sois couvert d’'opprobre et méprisé de mes confreres, si j'y manque.
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Mise en place de la détection de la monotypie du récepteur T par cytométrie en flux
dans les syndromes lymphoprolifératifs T

Le diagnostic des syndromes lymphoprolifératifs T constitue depuis toujours un défi pour les
cliniciens mais également pour les biologistes qui interprétent les examens prescrits dans ce
contexte. En effet, cet ensemble de pathologies rares et hétérogénes regroupe a la fois des
formes tissulaires, ganglionnaires, sanguines et médullaires caractérisées par la présence
d’'une population T clonale qu’il convient d’identifier pour établir le diagnostic de certitude de
la pathologie. Pour cela des techniques d’anatomopathologie, de biologie moléculaire et de
cytométrie en flux seront indispensables. Depuis 'avénement de cette derniére, de nouvelles
perspectives sont apparues afin d’améliorer et d’accélérer le rendu de résultats clairs et
informatifs pour le clinicien. Dans cet objectif, un panel de cytométrie en flux spécifique des
lymphopathies T incluant un nouveau marqueur prometteur, TRBC1, a été développé au
laboratoire d’hématologie du CHU de Limoges. Suite a I'analyse de la cohorte d’entrainement,
le panel a pu étre mis en production en routine puis, le retraitement de la cohorte d’étude a
permis de définir des régles d’aide a la validation biologique de ce panel. Ainsi, ce travail a
démontré les apports majeurs de I'ajout de TRBC1 au panel T classique dans la démarche
diagnostic des hémopathies lymphoides T.

Mots-clés : syndromes lymphoprolifératifs T, TRBC1, cytométrie en flux

Implementation of T receptor clonality detection in T lymphoproliferative syndromes by
flow cytometry

T lymphoproliferative disorders diagnosis has always been a challenge for clinicians, but also
for the biologists who interpret tests prescribed in this context. This group of rare and
heterogeneous diseases includes tissue, lymph node, blood, and bone marrow forms
characterized by a clonal T population which needs to be identified in order to establish a
definitive disease diagnosis. Therefore, anatomopathology, molecular biology and flow
cytometry techniques are required. However, since the advent of flow cytometry, new
opportunities have arisen to improve and accelerate the delivery of clear and informative
results to clinicians. In that aim, a new flow cytometry panel including a promising new marker,
TRBC1 was developed at Limoges University Hospital’s hematology laboratory specifically for
T lymphopathies. Following the analysis of the training cohort, the panel was put into routine
production, and reprocessing of the study cohort enabled us to define rules to help with the
biological validation of this panel. This work has demonstrated the major benefit of adding
TRBC1 to conventional T panel in the diagnosis of T lymphopathies.

Keywords : T lymphoproliferative syndromes, TRBC1, flow cytometry



