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ABREVIATIONS

AA : Acide Aminé

Acm : Anticorps monoclonal

ADN : Acide Désoxyribonucléique

AHAI : Anémie Hémolytique Auto-Immune

AID : association

Ag : Antigéne

ATM : Ataxie Télangiectasie Mutated

BCR : B Cell Receptor (Récepteur a I'antigéne des lymphocytes B)
CC : Caryotype Conventionnel

CD : Cluster de Différenciation

CDK : Cyclin-dependent Kinase

CHUN : Centre Hospitalier Universitaire de Nancy

CKI : Cyclin-dependent Kinase Inhibitor

CMF : Cytométrie en Flux

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité

CMV : Cytomégalovirus

CSP : Cellules Souches Périphériques

DAPK1 : Death-associated protein kinase 1

DLI : Donor lymphocyte infusion

EBV : Epstein Barr virus

EDTA : Ethylenediaminetetraacetic acid (acide éthyléne diamine tétraacétique)
FISH : Fluorescence In Situ Hybridization (Hybridation in situ en fluorescence)
FR : Facteur Rhumatoide

IF : ImmunoFluorescence

IMF : Intensité moyenne de fluorescence



IgS : Immunoglobuline de Surface

IL : Interleukine

ITAM : Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif

ITIM : Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif

IWCLL : Internationnal Workshop of Chronic Lymphocytic Leukemia
LDH : Lactates Déshydrogénases

LB : Lymphocytes B

LLC : Leucémie Lymphoide Chronique

LMNH : Lymphome Malin Non Hodgkinien

LT : Lymphocytes T

MBL : Monoclonal B-cell Lymphocytosis (Lymphocytose B monoclonale)
MFI : Mean Fluorescence Intensity

MGG : May Griinewald Giemsa

MGUS : Monoclonal gammapathy of undetermined significance
MRD : Minimal Residual Disease (Maladie résiduelle minimale)
NCI-WG : National Cancer Institute-sponsored-Working Group
OR : Odd Ratio (Risque Relatif)

OS : Overall Survival (Survie globale)

PFS : Progression Free Survival (Survie sans progression)

PRCA : Pur Red Cell Aplasia (Erythroblastopénie)

PTI : Purpura Thrombobénique Idiopathique

PTK : PhosphoTyrosine Kinase

RIC : Reduced Intensity Conditionning (conditionnement non myéloablatif ou d’intensité
réduite)

SH2 : Src Homology domain-2
SHP-1 : SH-2-domain-containing-protein-tyrosine-phosphatase-1

SLP : Syndrome Lympho-prolifératif
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SRCR : Scavenger Receptor Cystein-Rich

TBI : Total body irradiation

TCR : T-Cell Receptor (Récepteur a I'antigéne des lymphocytes T )
TK : Thymidine Kinase

TNF-a : Tumor Necrosis Factor a

TPO : Thrombopoietin (Thrombopoiétine)

TRM : Transplant-related Mortality (mortalité liée a la greffe)
VEGF : Vascular Endothelium Growth Factor

VZV : Virus Zona Varicelle

ZAP-70 : Zeta-chain-Associated Protein kinase 70
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Introduction

La Leucémie Lymphoide Chronique (LLC) est I'némopathie lymphoide maligne chronique la
plus fréquente de I'hnomme de plus de 50 ans; elle correspond a une accumulation-
prolifération lente et progressive dans le sang, la moelle et certains organes lymphoides de
petits lymphocytes B (LB) "matures " bloqués en phase GO du cycle cellulaire de nature
monoclonale et de phénotype caractéristique. Le diagnostic repose sur I'analyse cytologique
et immunophénotypique des éléments lymphoides circulants. L'analyse
immunophénotypique est essentielle au diagnostic, elle est réalisée par cytométrie en flux
(CMF). Les cellules B de la LLC présentent un immunophénotype caractéristique qui associe
I'expression de la molécule CD19 a plusieurs marqueurs pan-B (CD20, CD22, CD23, CD24,
CD79a) ainsi qu'une faible expression des Ig de surface (IgS) avec expression d'une seule
chaine légere (kappa ou lambda) ce qui prouve la monotypie de ces cellules. De plus les
cellules B co-expriment le CD5, marqueur des cellules T, exprimé également sur une fraction
de lymphocytes B normaux. Enfin, le CD79b est trés faiblement exprimé et |'épitope de CD20
reconnu par l'anticorps FMC7 est en général négatif. Ces caractéristiques
immunophénotypiques permettent d'établir un score diagnostique établi par E. Matutes en
1994 qui porte son nom et qui permet de différencier une LLC "classique" d'autres
syndromes lymphoprolifératifs B (SLP) en fonction du score obtenu. La LLC est caractérisée
par une évolution clinique et biologique trés hétérogene, certains patients ayant une
maladie totalement indolente durant une dizaine d'années et ne nécessitant pas de
traitement immédiat et d'autres qui vont évoluer trés rapidement vers des formes
agressives avec une survie aprés diagnostic inférieure a 2-3 ans. Il existe donc un pronostic
individuel extrémement variable qu'il est utile d’évaluer pour pouvoir surveiller et traiter les
patients de maniére adéquate en fonction de leur stade clinique et du pronostic de leur
maladie. Il existe de nombreux facteurs pronostiques cliniques et biologiques décrits depuis
les années 1980, notamment les classifications clinico-biologiques de Binet et Rai qui sont
aujourd'hui toujours utilisées, le Temps de Doublement des Lymphocytes (TDL), la B,
microglobuline, le taux de CD23 soluble, le taux sérique de tymidine kinase (TK) ainsi que

certaines anomalies cytogénétiques (p53, ATM). Depuis quelques années de nouveaux

30



marqueurs pronostiques comme l'expression de CD38, le statut mutationnel des génes VH

des Ig, I'expression de ZAP-70 sont évalués.

Le travail que nous présentons ici a pour objctif d’évaluer I'apport d’un autre élément qui
pourrait jouer un role important dans le pronostic de la LLC et dans son évolution dans le
temps, il s'agit du CD5 et notamment de son expression en immunofluorescence (IF). Les
généralités de ce travail sont séparées en plusieurs grandes parties. En premier nous
discuterons de la LLC notamment de ses aspects épidémiologiques, cliniques, biologiques,
thérapeutiques puis nous analyserons les différents outils pronostiques mis a la disposition
du clinicien, enfin nous aborderons le CD5, son origine, sa fonction, son impact dans le score

pronostique de la LLC avec description de notre étude rétrospective univariée.

Généralités

I. Historique

Les premieres recherches sur les leucémies datent du XIXeme siecle. Plusieurs noms
peuvent étre cités (1). Dés 1845 un écossais du nom de Bennet publie deux histoires de
patients présentant une splénomégalie et des adénopathies multiples avec description de
"pus" dans leur sang. Le nom de "leucémie" est donné la premiére fois par Virchow quelques
temps apres pour des tableaux cliniques identiques. Cependant le professeur Alfred Donné
avait décrit antérieurement en 1835 un cas "ou les globules blancs sont aussi nombreux que
les globules rouges". La leucémie lymphoide a ensuite été individualisée la premiere fois vers
1878 par Paul Ehrlich grace a I'utilisation de radicaux acides, basiques et neutres qui a
permis de différencier chaque type de globules blancs et ainsi faire la distinction entre
leucémie myéloide et lymphoide (2). Elle était appelée autrefois "lymphadénose chronique",
"lymphomatose" ou "lymphose". |l faut attendre les années 1970 avec une publication de K.
Rai pour permettre la distinction entre formes paisibles et agressives. Les progrés ont

ensuite été rapides tant en terme de diagnostic, pronostic que de traitement.
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II. Définition

La LLC est une hémopathie lymphoide chronique définie par I'accumulation lente et
progressive dans le sang, la moelle osseuse et certains organes comme le foie, la rate et les
ganglions de petits lymphocytes B d'aspect mature et d'origine monoclonale, qui présentent
un phénotype caractéristique. Elle correspond a 11% environ de I'ensemble des
hémopathies malignes dans le monde (3) dont presque 30% des leucémies de I'adulte dans

les pays occidentaux alors qu’elle est 10 fois moins présente en Extréme-Orient.

I11. Epidémiologie

La LLC reste une pathologie du sujet de plus de 40 ans. L’age moyen au diagnostic est
de 70 ans chez les hommes et de 72 ans chez les femmes, moins de 15% des patients ont
moins de 55 ans et moins de 3% ont moins de 45 ans au diagnostic. Deux tiers des patients
sont des sujets masculins. C'est la leucémie la plus fréquente chez I'adulte dans les pays
occidentaux (environ 30% des leucémies). En France pres de 3300 cas incidents de LLC sont
estimés en 2010. L'incidence est de 4/100 000 habitants par an en France, elle est
légerement inférieure chez les individus de race noire et nettement inférieure chez les
patients d’origine asiatique (0.48/100000 habitants) ce qui laisse suggérer des variations
raciales et ethniques. La survie relative a 5 ans, tous stades confondus, est supérieure a 80%.

Un peu plus de 1000 déces annuels sont imputables a la LLC en France (tableau 1).

Nombre de cas
Incidence Mortalité
Classe d'age Homme Femme Homme Femme

[00;14] 0 0 0 0
[15;49] 61 40 4 2
[50;64] 569 271 65 25
[65;74] 600 307 121 57
[75;84] 587 403 245 168
(85;++] 227 212 168 211

Total 2044 1233 603 463
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Tableau 1. Nombre de cas et de décés en 2010 en France par classe d’age chez I’homme et chez la femme
imputables a la LLC (disponible sur www.invs.sante.fr)

Des facteurs génétiques semblent jouer un rdle dans la pathogénie de la maladie.
Effectivement, l'incidence varie en fonction des pays avec 2,5% des leucémies de |'adulte au
Japon et jusqu'a 38% au Danemark. Cette faible incidence dans la population d'origine
japonaise se retrouve également chez les japonais ayant migré a Hawaii et ayant adopté le
mode de vie américain.

Une étude récente de SJ Wu et al. (4) sur l'incidence de la LLC a Taiwan montrait |'existence
de variations géographiques entre I'Est et |'Ouest avec accroissement de l'incidence a Taiwan
depuis quelques années pour les hommes, mais également pour les femmes, avec toutes les
tranches d'age touchées comparativement aux américains de type caucasien ou l'incidence
de la LLC reste stable. Cette étude est intéressante car elle montre l'impact de facteurs
environnementaux et certainement une modification du style de vie des Taiwanais
notamment la nourriture plus riche en calories, les agents chimiques tels les pesticides et les

herbicides.

COLBCL —_J '

Marginal zone lymphoma E‘
Follicular lymphoma : :

CLLUSLL '

Mantle cell lymphoma

Burkitt lymphoma/leukemia

Plasma cell neoplasms

Mycosis fungoides/Sézary syndrome

Peripheral T-cell lymphoma

. , [ 1White
Lymphoblastic leukemia/lymphoma Black
Hodgkin lymphoma 1 Asian

Unknown type lymphoid neoplasms

Figure 1. Incidence des hémopathies lymphoides par ethnie de 1992-2001 (3)
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IV. Etiologies

Contrairement aux leucémies aigués ou il a été prouvé que l'exposition au benzeéne,
pesticides, radiations ionisantes et traitement chimiothérapique antérieure sont des facteurs
de risque au développement de la maladie, plusieurs études réalisées sur des populations
d’agriculteurs ayant dévéloppé une LLC avaient des résultats inconstants. Il existe néanmoins
un article de A. Blair en 2007 reprenant différentes études ayant montré un risque relatif
élevé entre LLC et des expositions chimiques (5). Ainsi il semble y avoir une relation entre
I’exposition a des produits chimiques et le développement d’une LLC (tableau 2). Mais cela
reste a confirmer par d’autres études. Le lien exact entre I'exposition aux toxiques et
I"augmentation du risque de LLC n’est pas clairement défini mais il semblerait qu'une
dysrégulation du systeme immunitaire soit fortement en cause. En effet, la LLC induit des
désordres immunitaires dont les infections virales en rapport avec un déficit fonctionnel T,
un défaut de coopération entre LB et LT, une hypogammaglobulinémie ainsi que des
manifestations auto-immunes. Les auto-anticorps en cause sont souvent produits par le

clone tumoral ce qui prouve la dysrégulation du systeme immunitaire.

Evidence in humans

Haematoxcity
Chemical CLL NHL/ MM in animals
Pesticides Yes Yes Yes
Solvents Yes Yes Yes
Benzene One study Yes Yes
Butadiene Yes Yes Yes
Formaldehyde No No Yes
Dioxins No Yes Yes
Ethylene oxide No Yes Yes

NHL, non-Hodgkin lymphoma; MM, multiple myeloma; CLL, chronic

lymphocytic leukaemia.

Tableau 2 Relation entre hémopathies et exposition a des produits chimiques (5)

Concernant la susceptibilité familiale, des études épidémiologiques ont montré que le risque
de LLC est accru de deux a sept fois pour la famille au premier degré avec phénomene

d'anticipation (apparition de plus en plus tot dans la maladie au cours des générations). Une
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équipe australienne a montré l'existence possible d’une susceptibilité génétique avec
présence d’une agrégation familiale au sein de la LLC contrairement aux autres syndromes
lymphoprolifératifs (6). Les formes familiales représentent 5% des patients (7). Il ne semble
pas y avoir de différence entre forme familiale et forme sporadique avec néanmoins dans les
formes familiales des patients habituellement plus jeunes, des femmes plus volontiers, la
présence d'un profil plus fréquemment muté. Comparativement aux contréles, les
apparentés du premier degré des patients avec une LLC ont un risque relatif (RR) de
développer une LLC de 8,5, un lymphome malin non hodgkinien de 1,9, un lymphome
lymphoplasmocytaire de 4. Cette augmentation de risque peut étre expliquée par des
facteurs environnementaux (il existe des variations géographiques importantes avec une
incidence de la LLC élevée aux Etats-Unis et en Europe comparée a un taux beaucoup plus
bas chez les asiatiques comme indiqué précédemment). Or, le risque ne semble pas étre plus
important chez les migrants asiatiques aux Etats-Unis ce qui laisse suggérer un réle
prédominant de la génétique. Il a été montré dans une étude de Raval en 2007 un déficit
épigénétique d'expression de la DAPK1 (death-associated protein kinase 1) chez sept
personnes d'une méme famille qui pourrait expliquer en partie le mécanisme de

prédisposition a la LLC (8).

Il existe aussi un risque accru de lymphocytose B monoclonale (MBL) parmi les apparentés
du premier degré (13,5%) comparativement a la population générale (3,5%). La susceptibilité
génétique de la LLC a été décrite dans une étude de Di Bernardo en 2008 ayant identifié des

variations sur six locis ce qui augmenterait le risque de LLC de fagon significative (9).

V. Pronostic

La survie médiane globale des patients atteints de LLC est comprise entre 2 et 15 ans mais
variable d'un patient a l'autre en fonction du stade de la maladie et de son comportement
agressif ainsi que de la qualité de la réponse aux traitements. Avant les années 1980, les
traitements par chlorambucil ou cyclophosphamide en monothérapie permettaient
d’obtenir une rémission compléete dans seulement 2% des cas avec au long terme un risque
accru de développer une leucémie aigué ou un syndrome myélodysplasique. A partir de

1980 est apparue la fludarabine qui a permis une amélioration du taux de réponse globale
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(OR) et de la survie sans progression (PFS) mais pas de la survie globale (OS). L'année 1997
est marquée par lintroduction de l'immunothérapie avec ['utilisation de |'anticorps
monoclonal anti CD20 qui, associé a une polychimiothérapie a bouleversé le pronostic de la
maladie. L’association du rituximab a la fludarabine et au cyclophosphamide est devenue le
gold standard dans le traitement de la LLC (10). Néanmoins la LLC est considérée comme une
hémopathie restant actuellement incurable. La survie relative globale est de 73% a 5 ans
mais reste trés hétérogene. Aprés 75 ans la survie est nettement moins bonne
probablement en rapport avec I'age et une prise en charge thérapeutique moins agressive.
Elle reste néanmoins de meilleur pronostic chez la femme. Quelques rares cas de rémissions

spontanées ont été observés a titre exceptionnel (11).

VI. Diagnostic
A. Hémogramme
Le diagnostic de la LLC est basé sur les nouveaux criteres définis par [I'l'WCLL

(Internationnal Workshop on Chronic Lymphocytic Leukaemia) (12) avec :

- présence de lymphocytes monomorphes de petite taille, matures avec une

chromatine dense, parfois mottée, un cytoplasme de surface restreinte,
- moins de 55% de prolymphocytes/ formes atypiques,

- présence d'au moins 5 G/L en valeur absolue de lymphocytes B clonaux (CD19+,

CD20+, CD23+) dans le sang depuis plus de 3 mois,

- présence d’une faible densité des IgS (avec chaines légére kappa ou lamda),

- positivité du CD5
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Figure 2. Frottis sanguin représentant une LLC avec présence de nombreux lymphocytes d’aspect mature avec
rapport nucléo-cytoplasmique élevé associés a des ombres de Gumprecht

On retrouve de plus des ombres nucléaires de "GUmprecht" ou "smudge cells" qui sont
assez caractéristiques de la LLC. Elles ont été décrites pour la premiere fois par Gimprecht
en 1896 et correspondent a des cellules lymphoides lysées avec membrane nucléaire
interrompue et cytoplasme non intact. Ces cellules ne sont pas liées a un artefact de
préparation des lames. La formation de ces "smudge cells" est inversement corrélée a
I'expression de vimentine, une protéine du cytosquelette essentielle pour la rigidité et
I'intégrité du lymphocyte. Il a été prouvé que les patients qui présentaient un pourcentage
élevé de "smudge cells" avaient un temps prolongé entre le diagnostic et le premier
traitement. De plus le pourcentage est significativement plus bas pour les patients avec une
expression de CD38 et ZAP-70 élevée et avec un profil non muté (13). Un autre article
ameéricain a prouvé qu’un taux de "smudge cells" inférieur a 30% est associé a une réduction
de la survie avec une survie a 10 ans pour 50% versus 80% chez les patients avec
respectivement un pourcentage de "smudge cells" inférieur ou supérieur a 30%. De plus les
patients avec une délétion 13q isolée ont un pourcentage de "smudge cells" supérieur par
rapport a ceux a caryotype normal (14).

Il semble exister une relation entre la présence de ces ombres et le stade de la maladie avec

diminution progressive des ombres de Gimprecht entre le stade A et le stade C de Binet.
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La lymphocytose B monoclonale (ou MBL) est une entité récente définie par :
- une population B clonale (restriction des chaines légéres)
- un phénotype spécifique de LLC

- un nombre absolu de lymphocytes B < 5G/L

Sa prévalence est de 3 a 5% chez les sujets sains de plus de 50 ans et de 10 a 15% chez les
apparentés collatéraux des patients atteints de LLC. Il existe un risque de progression en LLC
de 1,1% par an. Pour certains auteurs, la MBL précederait dans tous les cas le diagnostic de
LLC (15). Comme la gammapathie monoclonale de signification indéterminé (MGUS) pour le
myélome, la MBL serait la phase précoce de la LLC mais cela reste encore a prouver.
L'observation clinique et I'analyse biologique des MBL pourraient contribuer a la

compréhension des mécanismes physiopathologiques de la LLC.

B. Immunophénotypage

L'immunophénotypage est réalisé a partir de lymphocytes sanguins par technique de
cytométrie en flux (CMF). Les cellules expriment I'antigéne CD5 et les antigenes de surface
des cellules B a savoir CD19, CD20 et CD23. Typiquement, |'expression des Ig de surface,
CD79b et CD20 est généralement faible contrairement a ce que I'on trouve sur les cellules B
normales, FMC7 est négatif ou trés faiblement exprimé, il existe une expression faible d'une

immunoglobuline membranaire monotypique de type lambda ou kappa.

C. Score de Matutes

C'est I'équipe de Matutes (Royal Mardsen Hospital - Londres) qui a proposé en 1994 un
systeme de score immunophénotypique basé sur 5 marqueurs : Ig membranaire, CD5, CD23,
FMC7, CD22 (ou CD79b qui correspond au score de Moreau) (16, 17). Le score varie de 0 a 5,
un score élevé (> 4) est en faveur d'une LLC. Un score plus faible oriente vers un autre

syndrome lymphoprolifératif (tableau 3).
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Cotation 1 0

CD5 + -
CD23 + -
Expression slg monotypique Faible Forte
FMC7 - +
Expression de CD79b/CD22 Faible Forte

Tableau 3. Score immunophénotypique de E. Matutes (16) pour caractériser la LLC

Nous allons revoir chacun des antigénes qui constituent le score de Matutes :

CD23 est une glycoprotéine membranaire de type Il appartenant a la famille des lectines C
identique au récepteur de faible affinité pour IgE (Fc € RIl), isotype impliqué dans les
phénoménes allergiques et la défense contre les parasites. Il est situé sur les lymphocytes B
activés et les monocytes, les plaquettes et les polynucléaires éosinophiles. Cet antigene est
capté par I'anticorps IgE. Le complexe immun IgE se lie avec CD23 situé sur les lymphocytes B
et l'ensemble est transporté vers les follicules B de la rate. CD23 est nécessaire en
immunophénotypage pour différencier une LLC qui est CD23" d'un lymphome du manteau
qui est CD23". CD23 caractérise donc les cellules B des centres germinatifs et n'est pas
retrouvé sur les LB de la zone du manteau. Initiallement, cette molécule a été apergue sur

des lymphocytes infectés par le virus de I'EBV (18).

CD22 est une glycoprotéine membranaire de type | appartenant a la famille Siglec (sialic-
acid-binding-immunoglobulin-like lectin), famille de récepteurs qui inhibent la signalisation
du BCR par la phosphorylation de leur domaine ITIM (Immunoreceptor tyrosine-based
inhibition motifs). CD22 est une des seules molécules a avoir un domaine ITIM qui régule de

facon négative le BCR(19).

CD20 est une phosphoprotéine transmembranaire qui fonctionne comme un canal calcique.
Cet antigéne joue un réle important dans l'activation et la différenciation des cellules B.
L'expression de CD20 apparait tard dans la lymphogénése B et sa densité augmente au fil de
la différenciation. Les lymphocytes B précurseurs expriment faiblement CD20 par rapport
aux cellules B matures. CD20 est tres faiblement exprimé a la surface des lymphocytes de
LLC alors que son taux est important dans les autres leucémies B (comme la leucémie a

tricholeucocytes par exemple)(20). Plusieurs articles ont montré que I'expression de CD20

39



était corrélée a un autre marqueur retrouvé a la surface des lymphocytes B, FMC7 (21) qui
est un épitope de CD20 (22). Des délétions au niveau de la région intracellulaire de CD20
entrainent une nette diminution d'expression de FMC7 par anomalie de conformation de
CD20. Les taux de réponse a I'anticorps anti-CD20 utilisé en monothérapie dans la LLC sont
inférieurs a ceux observés dans les LMNH. La faible expression de CD20 par les lymphocytes
tumoraux dans le cas de la LLC peut étre une raison de cette différence d’efficacité (23). Il
existe également une perte aigué d’expression de CD20 par les cellules de LLC suite a un
traitement par Rituximab. En effet, 'administration d’'une dose standard de rituximab
(375mg/m?) est suivie d’une diminution rapide des cellules B CD20" circulants dans les
premieres minutes puis d’'un rebond du nombre de lymphocytes tumoraux circulants
survenant 4 a 6 h apres la perfusion qui n’expriment plus le CD20 et ne fixent plus le
rituximab. Le mécanisme en cause serait la trogocytose ou "schaving". Ce mécanisme est
dose-dépendant. Les cellules de LLC, opsonisées par le rituximab seraient prises en charge
par une autre voie conduisant a I'arrachage ou "schaving" du complexe CD20/rituximab au

lieu de la destruction cellulaire (24).

FMC7 est une glycoprotéine exprimée sur les lymphocytes B matures. C'est un marqueur
important pour différencier la LLC des autres SLP. FMC7 a la capacité de se lier grace a sa

conformation a CD20 en formant un complexe multimérique (21).

VIIL Clinique

A. Circonstance de découverte

Cinquante pour cent des patients sont asymptomatiques au moment du diagnostic. La
découverte d'une LLC est souvent fortuite lors d'un bilan sanguin systématique ou est mise
en évidence une hyperlymphocytose isolée (25). Trente a 40% des patients environ n'ont
aucun symptéme au moment du diagnostic. Lorsque les patients sont symptomatiques, les
symptémes sont peu spécifiques : asthénie, perte de poids, sueurs nocturnes sont plus
fréquemment rencontrés que la fievre spécifique (26) mais révelent souvent une
transformation aggressive d'emblée .La découverte d'adénopathies souvent par le patient
est le symptome clinique le plus fréquent suivi de la présence d'une splénomégalie.

L'hépatomégalie est beaucoup moins fréquente. La maladie peut également étre révélée par
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ses complications telles qu’un syndrome anémique, des infections récidivantes (herpes,

zona), ces derniéres n’étant retrouvées que dans 15% des cas.

B. Le syndrome tumoral

1. Les adénopathies

Les adénopathies peuvent étre localisées ou au contraire généralisées a I'ensemble des
aires ganglionnaires, mais sont le plus souvent bilatérales, symétriques et indolores, mobiles
par rapport aux plans superficiels et profonds. Elles sont généralement de taille modérée, ne
dépassant 4 cm que dans 7% des cas. Leur répartition est variable selon les patients et
I'importance de l'atteinte des différents territoires a une valeur pronostique importante
dans la classification de Binet. L'examen de choix pour I'étude des adénopathies profondes
reste la tomodensitométrie. L'augmentation rapide de la taille d’'une adénopathie ou
I"apparition de signes de compression doit faire suspecter une transformation en lymphome

agressif ou syndrome de Richter.

2. La splénomégalie

Elle n’est retrouvée que dans 20% des cas et est prise en compte dans les classifications
pronostiques. Elle est le plus souvent de taille modérée. Des formes purement spléniques
ont été décrites et semblent avoir un pronostic plus favorable mais il se peut que ces formes

aient été des lymphopathies telles que, par exemple, les lymphomes de la zone marginale.

3. L’hépatomégalie

Elle est plus rare que la splénomégalie, présente dans 5 a 10% des cas. Elle est comptée

comme un territoire ganglionnaire dans la classification de Binet.
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4., Autres formes

Il existe également des formes extra ganglionnaires avec atteinte des amygdales, du

cerveau mais aussi du tractus gastro-intestinal, des poumons, de la plévre, des reins, des os,

etc...Mais ces formes sont rares (moins de 1% des cas).

C. Classification

Elle est réalisée selon la classification OMS 2008 (tableau 4). La LLC apparait dans les
lymphoproliférations B a cellules matures.
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Classification OMS des lymphomes (2008)

LYMPHOMES B

Prolifération de Cellules B « précurseurs »

Lymphome fleucémie lymphoblastique B

Proliférations B matures (périphérigues)
Leucémie lymphoide chronigue (LLC) 5/
Lymphome lymphocytique

Leucémie prolymphocytaire B

Lymphome splénique de la zone marginale

Levcémic i tricholeucocytes

Lymphome B splénigue/leucémie inclassable

Lymphome lymphoplasmoc ytaire

Maladies des chaines lourdes

Tumeurs plasmocytaires

Lymphome de la zone marginale extraganglionnaire du
MALT (lymphome du MALT)

Lymphome de la zone marginale ganglionnaire
Lymphome folliculaire

Lymphome primitif cutané centro-folliculaire

Lymphome & cellules du mantean

Lymphome diffus & grandes cellules B

Lymphome B i grandes cellules riche en ¢. T/histiocytes

Lymphome B i grandes cellules du SNC

Lymphome B i grandes cellules primitif cutané, de tvpe

jambe
Lymphome B a grandes celfules EEV+ du sujet dgé

Lymphome B & grandes cellules associé i une

inflammation chroniguc

Granulomatose lymphomatoide

Lymphome B & grandes ccllules du médiastin {thymigue)
Lymphome B & grandes cellules intravasculaire
Lymphome B & grandes cellules ALK+

Lymphome plasmablastique

Lymphome B & grandes cellules associé i une maladie de
Castleman multicentrique HHV 8+

Lymphome primitif des sércuses

Lymphome de Burkitt / leucémie de Burkitt

Lymphome B, inclassable, avec aspects intermédiaires

entre L. B & grandes c. et Burkit

Lymphome B, inclassable, avec aspects intermédiaires

entre L. B & grandes c. et Hodgkin

Les entités en fialigue sont des entités provisoires.

LYMPHOMES T et NK
Prolifération de Cellules T « précurseurs »

Lymphome/leucémie lymphoblastique T

Proliférations T matures (périphériques)

Leucémie prolymphocytaire T

Leucémic lymphocytaire T & gros grains

Svidromes ymphoprofifératifs chronigues a cellules NK

Leucémie agressive i cellules NK

Syndromes lymphoprolifératifs T EBV+ de "enfant

Leucémie/lymphome T de "adulte (HTLY 1+)

Lymphome T/NK extraganglionnaire, de type nasal
Lymphome T associé i une entéropathie

Lymphome T hépatosplénique

Lymphome T sous-cutané de type panniculite

Mycosis fongoide

Syndrome de Sézary

Syndromes lymphoprolifératifs T CD30+ primitifs cutanés

Lymphomes T primitifs cutanés. de sous-type rarc

Lymphomes T primitifs cutanés gamma-delta

Lymphomes primitifs c ufanés agressifs épidermotropes CO8+
cyloloxigues

Lymphomes primitifs cutanés CD4+

Lymphomes T périphériques sans autre précision

Lymphome T angio-immunoblastique

Lymphome anaplasique & grandes cellules ALK+

Lymphame anaplasigue a grandes cellules ALK-

Les entités les plus fréquentes sont surlignées en camctéres gras,

Tableau 4. Classification OMS des lymphomes (2008)
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VIIIL. Complications

A. Complications non infectieuses

1. Syndrome de Richter

La LLC peut évoluer a plus ou moins long terme en un lymphome de haut grade qui
correspond au syndrome de Richter. Ce syndrome a été décrit la premiere fois en 1928 par
Maurice N.Richter qui a rapporté le cas d'un patient avec un tableau de lymphadénopathie
et hépatosplénomégalie rapidement fatal dont I'anatomopathologie montrait deux types de
cellules : des cellules renfermant des lymphocytes de petite taille et d'autres renfermant des
cellules polymorphes plus grandes au rapport nucléocytoplasmique plus élévé et au
cytoplasme plus basophile. Il peut s'agir d'un lymphome B diffus a grandes cellules,
lymphome de Hodgkin, leucémie prolymphocytaire, leucémie aigué. Le syndrome de Richter
se développe entre 2 et 8 % des patients porteurs de LLC (27). Le diagnostic se fait devant
I'apparition de signes généraux (perte de poids, anorexie), d'une fiévre sans infection
apparente et une progression rapide de la taille des adénopathies. Il est prouvé sur
I'histologie de la biopsie d'une adénopathie. Du point de vue biologique il existe
fréguemment une élévation des Lactates Déshydrogénases (LDH), une pancytopénie ou son
aggravation, et quelquefois une hypercalcémie par augmentation de la résorption osseuse.
Les mécanismes notamment moléculaires ne sont pas complétement connus concernant la
transformation des cellules de la LLC en cellules de lymphome de haut grade. Il peut s'agir
d'une deuxieme tumeur indépendante ou une transformation des cellules de la LLC
secondaires a l'apparition de nouvelles anomalies génétiques. Une étude italienne récente a
montré que le variant du gene LRP4 (famille des récepteurs des lipoprotéines de faible
densité) augmentait le risque de Richter (28) ; de méme d’autres facteurs sont connus pour
augmenter ce risque, notamment CD38 >30%, profil non muté ainsi que les anomalies
touchant TP53 soit par délétion, soit par mutation ainsi qu'une amplification ou
translocation de c-myc (29) (30). Le syndrome de Richter peut aussi étre induit par des
infections virales telle les infections a Epstein Bar virus (EBV) ou par des anomalies
génétiques surtout des anomalies de nombre avec gains ou pertes comme la trisomie 12 ou

les anomalies du chromosome 11 (délétion 11q). En effet ces anomalies sont retrouvées plus
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fréquemment chez les patients qui transforment et apparaissent pour la moitié d’entre elles
au moment de la transformation (27). Le pronostic d'un syndrome de Richter reste sombre ;
la médiane de survie ne dépasse pas les 5 a 8 mois. Le traitement du syndrome de Richter
est adapté au type de Richter avec notamment la polychimiothérapie associée a

I'immunothérapie pour les formes agressives.

2. Cytopénies

Les deux causes principales d'anémie et de thrombopénie dans la LLC sont :
= Les conséquences de l'infiltration médullaire

=  Une origine auto-immune

L'infiltration de la moelle par les cellules B est un phénomeéne plutot tardif dans I'évolution
de la maladie contrairement aux cytopénies d'origine immune qui peuvent survenir a
n'importe quel moment. Elles peuvent se manifester par une anémie hémolytique auto-
immune (AHAI), un purpura thrombopénique idiopathique (PTI), une agranulocytose auto-
immune, une érythroblastopénie.

Les classifications actuellement utilisées de Binet et Rai ne font pas la distinction entre les
cytopénies d'origine auto-immune et celles secondaire a I'envahissement médullaire.

Une équipe de Barcelone a écrit une revue concernant les cytopénies immunes observées au

cours de la LLC (31), a savoir :

= |'anémie hémolytique auto-immune (AHAI)
* Lathrombopénie périphérique immune (PTI)
= |’érythroblastopénie (Pure red-cells aplasia : PRCA))

= Le syndrome d’Evans qui associe PTIl et AHAI

Ces dernieres ont été initialement décrites dans les années 1960. La fréquence d’apparition
de ces manifestations varie au cours du suivi de la maladie entre 4,3% et 9,7 %, I’AHAI étant
la complication la plus fréquente (7%), le PTI et PRCA ne représentent que 1,2% des cas. La
fréquence de ces complications lorsqu’elles ont une symptomatologie clinique varie entre 2

et 12% alors que la survenue sérologique sans symptome clinique varie entre 8 et 41%, il
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faut donc savoir rechercher ces manifestations auto-immunes biologiquement de fagon
systématique. Le risque de survenue de LLC serait augmenté chez les patients ayant des
antécédents d’AHAI (Odd Ratio 104). A la fin de l'article, les auteurs discutent d’autres
manifestations immunes comme la maladie des agglutinines froides, le pemphigus
paranéoplasique et les neuropathies avec activité anti-MAG qui sont certes, plus rares mais
qui peuvent étre rencontrées.

Une autre étude réalisée par I'équipe de Carol Moreno montrait que sur 960 patients
atteints de LLC, 70 (soit 7%) patients présentaient une cytopénie auto-immune (dont 19
étaient détectés au diagnostic, 3 avant le diagnostic et 48 pendant I'évolution de la maladie)
(32). Quarante-neuf patients avaient une AHAI, 20 un PTI et un patient présentait a la fois un
PTI et une AHAI.

Il existe aussi une association de ces complications avec un stade avancé de la maladie et un
age plus avancé des patients. L'AHAI et le PTI semblent aussi étre associés a des LLC plus
graves (avec un profil non muté, une expression élevée de ZAP-70 et une augmentation de la
B, microglobuline). Il a été montré qu'il existait un lien statistique réel entre la présence
d'une cytopénie auto-immune et les autres facteurs pronostiques de la maladie (c’est-a-dire
taux de lymphocytes dans le sang, le temps de doublement rapide des lymphocytes, le taux

élévé de B,microglobuline, forte expression de CD38 et de ZAP-70) (tableau 5)

Clinical prognostic factors
Advanced stage

Older age

Male

High white cell count

Short lymphocyte doubling time

Biological prognostic factors
Beta 2 microglobulin

High CD38

High ZAP 70

Unmutated /GVH genes

Poor risk cytogenetics

Tableau 5. Facteurs pronostiques corrélés aux manifestations auto-immunes dans la LLC (31)
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Cependant il ne semble pas exister de réelle différence entre les patients porteurs de
cytopénie auto-immune et ceux indemnes de ces manifestations ni le moment de la
découverte de la cytopénie (c’est-a-dire avant, pendant ou apres le diagnostic). Par contre,
les patients ayant un stade avancé de la maladie (stade C de Binet) avec une cytopénie auto-
immune ont une survie globale meilleure que les patients présentant un stade élevé en

relation avec une infiltration massive de la moelle osseuse (figure 3).
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Figure 3. Survie des patients atteints de LLC en stade C (secondaire a une cytopénie auto-immune versus
secondaire a infiltration médullaire) (32)

Ces résultats soulignent l'importance de connaitre |'origine de la cytopénie (auto-immune ou
par infiltration) qui conditionnera le pronostic et le traitement. La pathogénie de cette auto-
immunité est de mieux en mieux comprise avec la présence de cellules B CD5" qui sécrétent
des auto-anticorps polyréactifs de type IgM qui pourraient étre en cause dans ces cytopénies
auto-immunes ainsi qu’une possible régulation négative des cellules T régulatrices (que nous
exposerons plus loin). Le traitement de ces manifestations est la corticothérapie et les
immunoglobulines polyvalentes en premiére intention. En cas de corticodépendance, de

résistance ou d’échec, le traitement de recours n’est pas bien codifié. La splénectomie peut
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étre envisagée ainsi que les anticorps monoclonaux. Une étude francaise (33) a proposé
I’association de Rituximab/Cyclophosphamide/Dexaméthasone (RCD) chez des patients avec
AHAI, PTI, syndrome d’Evans ou érythroblastopénie dont 81% présentaient une rechute
aprés traitement par corticoides, splénectomie, rituximab ou alemtuzumab. Ces
complications survenaient en moyenne 60 mois apres le diagnostic de LLC et presque 90%
des patients répondaient au traitement par RCD. Ce travail permet de souligner I'intérét de

I'immunochimiothérapie dans les complications auto-immunes de la LLC.

B. Complications infectieuses

1. Mécanismes

Les infections sont la cause la plus fréquente de morbidité et de mortalité au cours des
LLC et surviennent dans 50 % des cas, particulierement dans les stades avancés de la
maladie. Elles restent responsables de 30 a 50% de déces chez les patients atteints de LLC
(34,35).

Les causes sont essentiellement de deux types:

= par incompétence du systeme immunitaire secondaire a la pathologie : déficit
immunitaire humoral avec hypogammaglobulinémie, des anomalies de la lignée
T, un déficit dans I'activité du complément et dans la fonction des polynucléaires

neutrophiles et des monocytes (tableau 6)

‘Hypogammaglobulinemia *Mucosal immune defect
*T-cell dysfunction *Splenectomy
*Deficiency of cytotoxic compartment *Disease duration
Neutropenia and phagocytic cell defects «Advanced disease
*Defective complement activity «Effect of treatment

Tableau 6. Facteurs de risque associés aux complications infectieuses de la LLC (35)

= par |'utilisation de nouvelles drogues immunosuppressives comme les analogues

de purine, les alkylants et les anticorps monoclonaux.
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Les mécanismes de l'immunosuppression sont multiples et sont énumérés ci-dessous.

a. Une hypogammaglobulinémie

Tres fréquente et corrélée au stade et a la durée de la maladie. Elle est liée aux anomalies
fonctionnelles des lymphocytes T mais aussi a une dysfonction des cellules B. Elle
s'accompagne essentiellement d'infections bactériennes parfois séveres notamment dues a
des bactéries encapsulées (comme Haemophilus influenzae et Streptococcus pneumoniae).
La probabilité de développer une hypogammaglobulinémie est de 70 % a 7 ans du
diagnostic. Elle est souvent irréversible méme apres rémission de la maladie. Il existe une
corrélation entre le niveau bas des IgG et la sévérité et la fréquence des infections. Ce sont
les sous-types 1gG3 et 1IgG4 qui sont prioritairement touchés : le déficit en IgG4 induit plutot
des infections du tractus respiratoire alors que les IgG3 protégent contre les infections a la

famille des Herpesvirus.

b. Un déficit immunitaire cellulaire

Caractérisé par un déficit en CD4, induit essentiellement par les traitements
immunosuppresseurs.

c. La neutropénie et le défaut en cellules phagocytaires

La neutropénie est le plus souvent liée a l'infiltration médullaire et chimio-induite. De plus
il existe un déficit en enzymes (myélopéroxydase et lysozyme) dans les monocytes chez les

patients présentant une LLC non préalablement traités.

d. Activité du complément

L'activité du complément est anormale chez les patients porteurs d’'une LLC. Le déficit en
certaines protéines du complément (C1, C4-C2) est associé aux infections a pneumocoque.

Le complément joue un role majeur dans le controle des infections bactériennes.
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e. La splénectomie et I'asplénie fonctionnelle

Certains patients sont d’autant plus sensibles aux infections s’ils ont été splénectomisés
lors d’un épisode auto-immun antérieur par exemple. lls sont plus a risque d’infections a des
germes encapsulés (Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae) raison pour
laquelle une vaccination contre le pneumocoque et I’Haemophilus est obligatoire ainsi qu’un

traitement antibiotique prophylactique par pénicilline V pendant plusieurs années.

2. Germes incriminés

Les infections sont essentiellement bactériennes, affectant I'appareil respiratoire, la peau
et l'appareil urinaire : les septicémies sont assez fréquentes. Les germes les plus
fréguemment retrouvés sont Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,... Les infections
opportunistes a Listeria monocytogenes, Mycobactéries, Cryptococcus sont plus rares. Les
infections fongiques sont le plus souvent dues aux champignons filamenteux (comme
Aspergillus spp) ou des levures comme le groupe des Candida. Les infections virales les plus
fréquentes sont dues aux Herpesvirus : Herpes simplex ou VZV. On peut aussi voir des
réactivations des hépatites B et C. Les infections a CMV sont secondaires a un important

déficit en CD4 plus souvent décrites aprés traitement par alemtuzumab.

3. Facteurs de risque

Les facteurs de risque infectieux démontrés (36,37) sont :

* |e nombre de lignes de chimiothérapie (34% d'infections en premiére ligne vs 58%

en nieme ligne) avec un Odd Ratio a 2,24,

= |e stade de la maladie (essentiellement stade C de Binet ou stade III/IV de Rai)

(OR a 1,98), élévation de la créatinine sérique (OR a 1,98),

= une corticothérapie associée (en cas de manifestation auto-immune par

exemple).
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4. Traitement spécifique

a. Perfusions d'immunoglobulines

Dans une étude multicentrique en double aveugle, 84 patients recevaient soit des
perfusions d’immunoglobulines soit un placebo pendant 3 semaines. Les perfusions
d’immunoglobulines a la dose de 400mg/kg ont permis la réduction de 50% des infections
bactériennes modérément séveres mais n’apportaient pas de bénéfice en terme de
diminution d’incidence des infections non bactériennes (virales, fungiques) et en terme de
mortalité chez ces patients (38). L’utilisation a faible dose d’immunoglobulines (300mg/kg)
permet une réduction des infections (39). Une autre étude a comparé deux doses
d’immunoglobulines (faible (250mg/Kg) versus forte (500mg/kg)) toutes les quatre semaines
et a montré des taux d’infections identiques entre les groupes (40). Ce qui laisse a penser
que les patients peuvent étre aussi bien protégés par des doses plus faibles ce qui réduit le
colt du traitement. Le bénéfice maximum était atteint au bout d’un an du traitement

prophylactique par immunoglobulines (37).

b. La vaccination

Les stratégies de vaccination des patients présentant une LLC reste décevante
notamment pour les patients avec une maladie progressive ou réfractaire (41). La
vaccination n’apporte pas de bénéfices sur l'immunodépression, il n'a pas été démontré
d'augmentation significative du taux d'anticorps protecteurs post vaccination chez les
patients atteints de LLC (42). Seuls les patients avec des taux importants d’lgG présentaient
une réponse a la vaccination. Dans une autre étude qui comparait la réponse vaccinale aprés
vaccination contre Strepotococcus pneumoniae, Haempophilus influenzae et Clostridium
tetani dans un groupe "patients" et un groupe "controle", il a été mis en évidence une
réponse vaccinale maximale dans le groupe "contréle" alors que le groupe "patients" ne
développait que pour 54% d’entre eux un taux d’anticorps suffisant contre Haemophilus
(43). Cette étude a montré que la vaccination par des antigénes polysaccharides est
inefficace chez les patients présentant une LLC. Il n’existe pas a I'heure actuelle de

recommandations internationales quant a la vaccination des patients. Toutefois, les
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vaccinations contre Streptococcus pneumoniae et Haemophilus influenzae sont réalisées

régulierement en pratique courante.

c. Traitement prophylactique

Aucune étude prospective randomisée n’a validé le réle de la prophylaxie anti-infectieuse
chez les patients atteints de LLC, il n’existe donc pas de recommandation claire de cette
prophylaxie. Cela dépend du traitement utilisé, de I'dge du patient, du taux de CD4. Il a été
montré une augmentation du nombre d’infections a Herpesvirus dans le groupe recevant de
la fludarabine par rapport au groupe recevant du Chlorambucil (44). L'utilisation de la
prednisone avec la fludarabine augmente le risque d’infections opportunistes (Listeria
monocytogenes, Pneumocystis jirovecii), la prophylaxie est donc recommandée. De méme
I’adjonction du cyclophosphamide a la fludarabine (dans les protocoles FCR, FC) nécessite
une prophylaxie antivirale et anti-pneumocystose. Une prophylaxie est recommandée lors
de I'utilisation de I'alemtuzumab ainsi qu’un dosage de la PCR CMV hebdomadaire devant un
risque non négligeable de réactivation du CMV lors de son utilisation (45). Lorsqu’elle est
recommandée, la prophylaxie comporte un traitement antiviral par valaciclovir et un
traitement anti-pneumocystose par triméthoprime/sulfaméthoxazole. Ce traitement doit

étre maintenu au long cours au moins jusqu’a récupération d’un taux de CD4 > 200/mm>.

IX. Cancers secondaires

Le risque de cancer chez les sujets porteurs de LLC est plus important que chez les sujets
témoins de méme age et de méme sexe. L'incidence de ces cancers est de 6 a 15 % soit 2 fois
plus que pour la population générale (46) mais cette incidence a été évaluée sur de petites
séries ou des séries rétrospectives. Le mélanome et le cancer du poumon semblent étre les
plus fréquents (47) puis les tumeurs du cerveau et celles de la prostate. Il semblerait que
I'immunosuppression associée a la LLC soit responsable de cette susceptibilité aux
néoplasies secondaires (48). Le traitement de chimiothérapie utilisé parait aussi influencer le
risque carcinogéne. Le groupe coopérateur francais a récemment retrouvé dans les stades A
traités par le Chlorambucil au long cours une augmentation significative des cancers

épithéliaux par rapport au groupe de patients non traités. Une étude de 2008 a repris 2028
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dossiers de patients porteurs de LLC et a comparé I'incidence de cancers associés chez ces
patients a ceux de la population générale. Seize pour cent des patients avaient des
antécédents de cancer et 11,2% en développaient un au cours d’évolution. Les localisations
et types les plus fréqguemment retrouvés étaient cutanés (30%), prostatiques (13%),
mélaniques (8%), mammaires (8%), lymphomateuses (8%), gastro-intestinales (9%),
pulmonaires (6%) et autres (17%). Age avancé, sexe masculin, créatinine, LDH et
B,microglobuline sériques élevés définissaient les facteurs de risque indépendants de
développer une tumeur secondaire. A I'opposé dans cette étude, la nature du traitement

pour la LLC n’influencait pas le risque secondaire de tumeur (46).

X. Pronostic

Le pronostic de la maladie est trés hétérogeéne puisque certains patients meurent dans les
deux premieres années apres le diagnostic alors que d'autres survivent plus de 20 ans et
décedent de causes non liées a la maladie. La survie des patients semble corrélée au stade
clinique (classification de RAI et BINET). Il est donc extrémement important de disposer de
critéres pronostiques permettant des stratégies thérapeutiques adaptées, ce d'autant que,
de facon récente, des procédés d'intensification thérapeutique laissent augurer la guérison
de certains patients alors que la maladie reste globalement incurable. Des facteurs cliniques
ou biologiques isolés ont été rapportés comme indicateurs pronostiques dans des séries
anciennes : sexe, age, importance de la lymphocytose, degré d'atteinte des territoires
ganglionnaires et de la rate, anémie, thrombopénie. Il faut attendre Kanti R. Rai en 1975
pour disposer d'une classification intégrant plusieurs facteurs cliniques (49). Binet en 1981 a
utilisé I'analyse multivariée décrite par Cox pour proposer une classification anatomo-
clinique plus simple se réduisant a trois stades au lieu de cing (50). La classification de Rai

reste trés employée aux Etats-Unis, celle de Binet étant plus populaire en Europe.

A. Classifications pronostiques cliniques

Deux classifications sont actuellement utilisées afin de déterminer les principaux criteres

de décision thérapeutique.
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1. La classification de Binet

La classification de Binet a été établie en 1981 (50) (tableau 7). Elle distingue trois stades
de la maladie en fonction de criteres cliniques et biologiques. Les cytopénies qui sont prises
en compte dans cette classification peuvent étre liées a une manifestation auto-immune ou

a une infiltration médullaire.

Nombre d’aires ganglionnaires . Survie moyenne
Formule sanguine

atteintes* (en années)
. Hémoglobine > 100 g/L
Stade A <3 >10

alres Plaquettes > 100 x 10°1L
s . Hémoglobine > 100 g/L

Stade B > la 3 7
onegaa S ales Plaquettes > 100 x 10°/L
Hémoglobine < 100 g/L

Stade C Indifférent et/ou 5

Plaquettes < 100 x 10%/L

Tableau 7. Classification de Binet selon (50)

*Par aires ganglionnaires atteintes, on entend les chaines ganglionnaires cervicales, axillaires, inguinales (que
I’atteinte soit uni- ou bilatérale), la rate, le foie

L’équipe de Montserrat a proposé de définir les formes indolentes de la maladie comme les
stades A de Binet avec une lymphocytose inférieure a 30 x 10°/L, un temps de doublement
de la lymphocytose supérieur a 12 mois, un taux d'Hb supérieur a 13 g/dL et une infiltration
médullaire de type non diffuse en histologie. Ces malades ont des risques de progression
réduits et ont une espérance de survie proche de celui d'une population normale de méme

sexe et du méme age (51).

2. La classification de RAI

Elle a été publiée en 1975 et révisée en 1980 (49) (tableau 8). Cette classification repose
sur des criteres cliniques (adénopathies, hépatomégalie, splénomégalie) et biologiques

(lymphocytose, anémie et thrombopénie).
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Description Survie moyenne (en années)

Lymphocytose sanguine et

Stade 0 Risque faible . , >15
médullaire
Lymph t
Stade | Risque intermédiaire ym? ocyt0§e © 9
adénopathies
Lymphocytose et
Stade ll Risque intermédiaire splénomégalie et/ou 7

hépatomégalie

. Lymphocytose et anémie
Stade lll R Eleve 5
sque eleve (Hémoglobine < 11g/dL)

Lymphocytose et
Stade IV Risque élevé thrombocytopénie 5
(Plaquettes < 10%/L)

Tableau 8. Classification de Rai selon (49)

3. Groupe de patients en stade A a risque

Le stade A comprend l'effectif le plus important de patients (80%) et est celui dont
I’évolution est la plus hétérogene avec des patients qui vont évoluer tres rapidement avec
nécessité de débuter un traitement précocement et d’autres qui vont étre en abstention
thérapeutique plusieurs années. Or il semble intéressant de tenter de déterminer par un
score pronostique spécifique les patients avec une maladie indolente afin de réduire le
nombre de consultations de suivi. Un article intéressant de I'équipe de Letestu a permis la
mise au point d’un arbre décisionnel (figure 4) afin de déterminer les patients de stade A a
risque élevé de progression et ceux qui ont un risque faible. Pour cela, ils ont analysé 339
patients tous en stade A et ont utilisé 4 parameétres biologiques indépendants prédictifs de
survie sans progression (CD38, lymphocytose, B,microglobuline et taux sérique de thymidine
kinase). Deux groupes ont été individualisés : les patients sans ou avec un facteur de risque
(parmi lesquels 85% de ce groupe n’ont pas progressé 7 ans apres le diagnostic) et les
patients avec 2 facteurs ou plus pour lesquels la PFS médian était de 20 mois. Ainsi grace a

cette stratégie décisionnelle qui est facile et rapide d’utilisation il est possible
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d’individualiser les patients en stade A a risque élevé de progression et ceux pour qui il est

possible de réduire les visites de suivi devant une maladie indolente (52).

CD3as
B2 microglobulin
Lymphocytosis

e

0 risk factor 1 risk factor =1 rigk factor

l

sTK

sl

1sTK 1sTK

Low risk '/ \- High risk

STK : thymidine kinase soluble
Figure 4. Arbre décisionnel permettant d’objectiver chez des patients en stade A un groupe a risque élevé d’un
groupe a faible risque en fonction de facteurs de risque (52)

4., Conclusions

Ces stades clinico-biologiques sont essentiels pour définir des groupes de patients avec
une maladie d'évolution différente et donc de pronostic différent. En particulier, les patients
du stade A de Binet et 0 de Rai ne seront pas traités immédiatement mais bénéficieront
d'une surveillance rapprochée afin de surveiller I'évolution de leur maladie avec utilisation
de nouveaux facteurs nécessaires pour identifier les patients de stade A a risque d’évoluer

rapidement.
B. Facteurs pronostiques biologiques

Depuis plusieurs années, on note une émergence de nombreux facteurs pronostiques qui
s’ajoutent aux classifications gold standard de Rai et Binet connues depuis 30 ans,
notamment des facteurs moléculaires et caryotypiques qui ont modifié la prise en charge

des patients du point de vue thérapeutique (tableau 9). Le but de ces nouveaux facteurs est
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double : tout d’abord pouvoir mieux différencier les formes indolentes des formes agressives

au moment du diagnostic méme si classées dans un méme stade et ensuite essayer d’ouvrir

des pistes de recherche thérapeutique dans la mesure ou a I'heure actuelle le seul

traitement curatif est I'allogreffe qui reste d’indication délicate.

Au moment du diagnostic la plupart des patients sont asymptomatiques et en stade A de

Binet (25) mais cette classification reste clinique et ne rend pas compte de I'évolution de

I’affection.

Clinical risk
Prognostic factor Low High
Clinical features
Sex Female Male
Clinical stage Binet A/Rai 0 Binet C/Rai III-1V
Morphology
Lymphocyte morphology Typical Atypical
Pattern of marrow Nodular or Diffuse
trephine infiltration interstitial
Chromosomal abnormalities Normal 17p-
Trisomy 12 11g-
13g- (sole)
CD38 expression =20%-30% =20%-30%
ZAP-TO expression =20%-30% =20%-30%
IgV, gene status Mutated Unmutated
Markers of tumor burden or
proliferation
Lymphocyte doubling
time =12 mo =12 mo
B -microglobulin levels Low or normal  High
Thymidine kinase Low ornormal  High
Lactate dehydrogenase Low or normal  High
Soluble CD23 levels Low or normal  High
Markers of anglogenesis
Microvessel density Low ornormal  High
Serum VEGF levels Low ornormal ~ High

Tumor suppressors or
oncogenes ph3

MNormal

Loss or mutation/
dysfunction

Tableau 9. Facteurs pronostiques dans la LLC (53)

Les différents marqueurs identifiés actuellement peuvent étre classés en plusieurs groupes :

1- Les caractéristiques cliniques (age, sexe, PS)

2-

Les parametres biologiques qui refletent la masse tumorale ou l'activité de la

maladie (lymphocytose, taux de LDH, type d’infiltration médullaire ou TDL)

Des marqueurs sériques (le CD23 soluble, la B2 microglobuline ou la thymidine

kinase)
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4- lLes marqueurs génétiques des cellules tumorales (anomalies cytogénétiques,

anomalies géniques)

5- Etat mutationnel des génes codant pour la partie variable des chaines lourdes des
Ig (IgVH) et/ou les marqueurs considérés comme corrélés a ce facteur (CD38, ZAP-

70)

Dans le chapitre suivant, nous allons nous intéresser exclusivement aux parametres

biologiques, génétiques et moléculaires qui ont connu un grand essor ces derniéres années.

1. Le temps de doublement des lymphocytes (TDL)

Le TDL est déterminé en calculant le nombre de mois nécessaires pour que le nombre
absolu de lymphocytes sanguins double. Plusieurs études ont démontré que les patients
pour qui le TDL est supérieur a 12 mois ont une durée de vie plus longue et donc un meilleur
pronostic que ceux avec un TDL inférieur ou égal a 12 mois. Le TDL inférieur a 12 mois est
donc caractéristique de maladies évolutives mais il faut que le taux de lymphocytes initial
soit supérieur a 15G/L. L'équipe de E. Montserrat a rapporté que les patients de stade A ou B
avec un TDL inférieur a 12 mois ont une médiane de survie plus courte que les patients avec
un TDL supérieur a 12 mois (48 mois vs 66 mois) (figure 5) (54). Le TDL manque cependant
de pertinence. Effectivement, la valeur du TDL est toujours rétrospective et son évolution
peut étre variable dans le temps. Il est donc difficile de faire un choix thérapeutique sur ce
seul critére puisque ce taux peut évoluer par palier successif pour une maladie plus ou moins
agressive. Néanmoins a un temps t, le TDL est un trés bon marqueur pronostique mais reste
malheureusement infaisable en routine. L’équipe de Messmer a mis au point un marquage
isotopique non radioactif des cellules B de LLC par méthode de marquage a I'eau lourde.
Cette technige a permis de montrer que la LLC n’est pas une maladie statique mais qu’il
existe un processus dynamique avec des cellules qui proliférent et meurent a des moments

différents (55).
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Figure 5. Représentation de la PFS en fonction du TDL (> ou < a un an) (54)

2. La 2 microglobuline

La B, microglobuline est une petite globuline produite par toutes les cellules nucléées de
I'organisme. Elle est retrouvée sur la membrane de ces cellules ou elle est liée au complexe
majeur d'histocompatibilité (CMH) de classe | dont elle constitue la chaine légere.
Cependant les 3 sites essentiels de sa synthese sont le lymphocyte T CDS8, le lymphocyte B et
les cellules tumorales. La B, microglobuline synthétisée par les lymphocytes est libérée dans
le milieu extracellulaire raison pour laquelle elle correspond a un marqueur sérique pour les
patients atteints de LLC corrélé a I'importance de la tumeur et au stade de la maladie. Cette
molécule est utilisée dans d’autres hémopathies malignes (myélome multiple, lymphomes)
car elle reflete I'importance de la masse tumorale. Une étude rétrospective sur 302 patients
non traités du MD Anderson Cancer Center a montré que la B, microglobuline est le meilleur
marqueur de survie en étude multivariée a 5 ans, notamment chez les patients de stade | et
Il de Rai (54 mois de survie pour les patients avec un taux élevé vs 116 mois pour les patients
avec un taux normal)(56). Cependant une étude prospective n'a pas trouvé que la B,
microglobuline seule soit un marqueur significatif de survie (57). Ainsi la B, microglobuline
semble avoir un impact pronostique dans la maladie mais il est nécessaire de recourir a
d'autres études pour démontrer son role exact comme facteur indépendant et son lien avec

le TDL et le stade clinico-biologique de la maladie.
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3. La thymidine Kinase (TK) et le CD 23 soluble

a. La thymidine kinase

C’est une enzyme cellulaire impliquée dans la réparation de I’ADN lors de sa synthése. La
forme prédominante de la TK est présente sur les cellules en division alors qu’elle est
absente sur les cellules quiescentes. La concentration de thymidine kinase sérique est
corrélée a la masse tumorale et a I'activité proliférative de la LLC ; elle permet de prédire la
progression de la maladie chez les patients atteints de la forme précoce de LLC. Des études
rapportent qu’un taux élevé de TK est corrélé avec une maladie progressive (58). De méme,
la médiane de survie de patients en stade A de Binet avec un taux de TK élevé (> 7,1 U/L) est

significativement inférieure par rapport aux patients avec un taux faible (figure 6) (59).

= : TE =7 WL (n=3T)

9 : TK <=7 WL {n=78)

progession-free survival

0 12 24 36 48 B0 72 B4 OB 108

Figure 6. Représentation de la PFS chez des patients en stade A selon un taux de TK différent (59)

b.Le CD23

La molécule CD23 est un marqueur de surface des cellules de LLC, récepteur de basse

affinité des Ig d’isotype E. C’est une glycoprotéine transmembranaire qui peut étre clivée en
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fragments solubles de tailles variées (les CD23 solubles ou sCD23). Une concentration
sérique élevée de sa forme clivée (sCD23) indique un pronostic péjoratif : cette élévation de
sCD23 sérique est associée a des caractéristiques défavorables comme une infiltration
diffuse de la moelle osseuse, un temps de doublement court et une progression de la
maladie dans les formes précoces de LLC. Pour M. Sarfati |'élévation du CD23 sérique est un
élément majeur du pronostic. Dans les stades A, le temps médian de progression est lié au
taux de CD23 initial (figure 7), et lors du suivi régulier de ce dosage, la multiplication par
deux du taux augmente le risque relatif de progression de la maladie de 15 et
I"augmentation du taux précede de 48 mois la progression de la maladie (60). Dans une
étude multivariée, Molica a accordé une valeur prédictive importante a I'augmentation
simultanée des taux de CD23 et B, microglobuline (57). De méme une étude nancéienne a
confirmé la valeur pronostique du CD23s avec un taux plus élevé de CD23s chez les patients

présentant une maladie progressive et une survie plus courte (61).
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Figure 7. Représentation de la PFS chez des patients en stade A selon le taux de CD23 soluble (60)

C. Nouveaux outils pronostiques

1. Mutation des IgVH

Initialement, il avait été supposé que dans la LLC les lymphocytes B étaient des
lymphocytes naifs qui n'avaient jamais rencontré d'antigénes et donc n'avaient pas subi de

réarrangement des genes de leur Ig. Or, la moitié des clones de LLC présentent un
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réarrangement somatique de leur Ig de surface. Certains clones proviendraient donc de
cellules B mémoires (statut muté) et d'autres dites "naives" ne présentent pas de mutation
somatique (non muté). Les Ig sont des glycoprotéines constituées de deux chaines lourdes et
deux chaines légeres. Chaque chaine comprend une région constante et une région variable.
Les génes qui codent pour la chaine lourde se trouvent sur le chromosome 14 sous forme de
segments géniques. Trois de ces segments codent pour le domaine variable D, V et J et un
pour le domaine constant C. |l existe de nombreux segments des différents domaines et le
réarrangement de ces segments ainsi que les processus hypersomatiques expliqueraient le
nombre important d'lg différentes reconnaissant les divers Ag qui peuvent étre synthétisées.
Le caractére non muté est défini par une homologie de séquence de 98 % ou plus. Deux
publications simultanées dans Blood en 1999 ont mis en évidence que le statut mutationnel
de la partie variable du géne des chaines lourdes des Ig (IgVH) a une valeur pronostique dans
la LLC (62,63).

Il existe dans ces études une différence significative de survie pour les patients de stade A de
Binet en fonction du statut mutationnel. Par exemple la survie pour les patients présentant
une mutation du gene de leur IgVH est de 24 ans contrairement a ceux dont le géne est non
muté qui ont une survie de 8 a 9 ans (figure 8). Il semble également exister un lien entre le
statut non muté et la mise en route d'un traitement, la réponse au traitement et la présence
d'anomalies génétiques de mauvais pronostic. D’autres études ont identifié des sous-
groupes de patients avec des mutations somatiques spécifiques de la séquence IgVH (VH3-
21) et ayant un pronostic identique c’est-a-dire défavorable a ceux n’ayant pas de mutation
du géne (64,65). D’apres une étude publiée dans Blood en 2002, la survie globale est
identique pour les patients non mutés et ceux présentant la mutation spécifique VH3-21

c’est-a-dire faible par rapport aux patients mutés pour I'lgVH (figure 9).
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Figure 8. Représentation de la survie globale selon le statut mutationnel des Ig avec une médiane de survie
estimée a 293 mois pour les formes mutées vs 117 mois pour les formes non mutées (p=0,001) (63)
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Figure 9. Représentation de la survie globale entre des LLC avec statut muté/non muté et avec la mutation du
géne VH3-21. Il existe une différence significative en terme de survie entre les statuts muté/non muté
(p<0,001) et entre mutés et les mutés VH3-21 (p=0,018) (65).

Ces études montrent que la LLC est une maladie hétérogene avec vraisemblablement 2 types

de populations lymphocytaires bien distincts. Ainsi la population B des LLC de bon pronostic
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exprime les genes mutés codant pour les Ig et correspondrait a la prolifération d'une cellule
B ayant été en contact avec un antigene dans le centre germinatif, elle serait donc d’origine
post-germinale ; au contraire, dans les LLC de mauvais pronostic il s'agit de cellules naives
n'ayant jamais rencontré leur antigene et ne présentant pas de mutation au niveau des
génes codant pour les Ig c’est-a-dire d’origine pré-germinale, a un stade de différenciation
plus précoce. Cependant il existe de nombreuses données sur le principe que la LLC est une
accumulation d'un seul et unique clone cellulaire ce qui se prouve par l'aspect cytologique et
phénotypique identique pour toutes les cellules quel que soit le statut mutationnel. Des
études du profil des génes exprimés par les lymphocytes B de LLC par la technique des puces
a ADN (microarray) sous-tendent l'idée que tous les cas de LLC auraient une origine
commune ou suivraient un processus commun de transformation maligne (66). Concernant
la réalisation de ce test, il reste malheureusement long, difficile et onéreux et ne se fait pas

de maniére systématique sauf dans le cadre de protocoles.

2.ZAP-70 (zeta-associated protein 70)

C’est une protéine intracellulaire tyrosine kinase de la famille Syk qui favorise le signal
d’activation délivré par les récepteurs de surface des lymphocytes T et NK a |'état normal
(67). Elle est absente des lymphocytes B matures normaux mais retrouvée dans les cellules B
de patients atteints de LLC. L'équipe américaine de A. Rosenwald en 2001 a montré en
utilisant des puces a ADN que certaines cellules de LLC exprimaient ZAP-70 (ZAP-70 semble
également étre exprimé dans un grand nombre d’autres hémopathies malignes) (68). La
protéine ZAP-70 peut étre phosphorylée et activée, apres stimulation du BCR des cellules de
LLC. Une fois activée elle peut coopérer avec Syk, une tyrosine kinase intervenant a I'état
normal au niveau du signal de transduction du BCR, favorisant ainsi la prolifération des
cellules B tumorales (figure 10) (69). Des études plus récentes ont montré que la protéine
ZAP-70 était majoritairement exprimée chez les patients avec des genes IgVH non mutés et
chez les patients CD38". Ainsi, la présence de la protéine ZAP-70 dans les LB de la LLC serait
corrélée a un mauvais pronostic (70,71). Il a également été rapporté que la valeur
pronostique de I'expression de ZAP-70 apparait supérieure a celle du statut mutationnel
IgVH (72).

Outre son intérét clinique dans le pronostic des LLC, cette découverte suggérerait que le
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récepteur a I'antigene (BCR) des cellules de LLC serait susceptible d’utiliser ZAP-70 pour
induire une signalisation. La démonstration d’une phosphorylation de ZAP-70 et d’une
association de ZAP-70 au CD79a, apres pontage du BCR, sont venues confirmer cette

hypothese (69).

BCR = L |
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Figure 10. Facteurs ayant un réle dans la signalisation par le BCR d’aprés (73)

Il existe donc deux situations distinctes :

= LLC non mutée : le BCR est relativement fonctionnel, il y a stimulation active par

I'antigene ce qui induit une prolifération et une évolution vers une forme
agressive méme si cette stimulation est moins efficace pour les lymphocytes
normausx.

= LLC mutée : le BCR est incompétent, il y a une anergie avec évolution indolente.

Une étude américaine confirme la forte association entre I’expression de ZAP-70 et |'absence
de mutation des génes des IgVH et montre que ZAP-70 est un puissant indicateur de la
nécessité d’un traitement (72). ZAP-70 semble donc un marqueur pronostique prometteur,
toutefois il existe toujours des difficultés quant au seuil choisi pour classer les patients, le
seuil de 20% reste arbitraire et le seuil optimal reste a déterminer. La détection de ZAP-70
par CMF reste une technique difficile car cette protéine est un antigene intracellulaire dont
la détection nécessite une perméabilisation de la membrane cellulaire. Une standardisation

des techniques est en cours (choix de I'anticorps, seuil de positivité, expression des résultats)
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mais les techniques restent difficiles a corréler pénalissant la détection de ZAP-70 en

routine.

3. Expression de CD38

Le CD38 est une glycoprotéine transmembranaire de 45kDa qui agit comme un complexe
enzymatique adénosine diphosphate-ribose cyclase. Elle est exprimée sur de nombreuses
cellules dont les cellules T et B. C'est une molécule qui est présente trés précocement dans
I’'hématopoiese des le premier engagement des cellules progénitrices dans la différenciation.
Fortement exprimé sur les thymocytes, le CD38 diminue sur les thymocytes circulants et
réapparait au moment de I'activation (CD4 et CD8). Le méme profil d’expression est retrouvé
au cours de I'ontogénie B. Il est aussi présent sur les cellules NK. Son role exact n'est pas
encore completement élucidé, I'équipe de Deaglio a montré que le CD38 bloquait la
prolifération lymphoide au niveau médullaire mais paradoxalement il les maintient en survie
dans le centre germinatif (74). L’activation de CD38 par des anticorps monoclonaux induit un
faible influx calcique dans la cellule qui protege les cellules contre I'apoptose, induit la
production d’IL-2 et provoque la prolifération des lymphocytes B lorsqu’ils sont en présence
de co-stimulateurs (75). Deux fonctions ont été attribuées au CD38 sur les lymphocytes B et
T celui de transducteur de signal et d’ecto-enzyme. Premiérement, le CD38 est une molécule
de signalisation du lymphocyte avec des signaux contradictoires puisqu’il entraine I'apoptose
des lymphocytes pro-B mais provoque la prolifération des cellules B matures et
deuxiemement, c’est une ectoenzyme qui a la capacité de catalyser la production d’ADP-
ribose cyclique (qui est un métabolite du NAD et qui est aussi impliqué dans la réponse
cellulaire calcique). Le role de CD38 (et des autres ectoenzyme a activité nucléotidase) serait
de participer a la fourniture d’énergie nécessaire aux lymphocytes en cours de sélection
positive et d’activation en recyclant les nucléotides extracellulaires provenant de la mort des
lymphocytes issus de la sélection négative (76,77). De plus en 1999, une étude de I'équipe
de Damle a déterminé que les lymphocytes B de LLC exprimant fortement le CD38 (> 30%)
présentaient dans 64% un gene IgVH non muté et que I'expression de CD38 avait également
une valeur pronostique dans la survie globale similaire au statut mutationnel de IgVH (62).
Dans une étude de Blood en 2001 qui étudiait 118 patients de stade faible ou intermédiaire

75% d'entre eux qui étaient CD38 n'ont pas évolué vers un stade clinico biologique plus
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avancé a 5 ans du diagnostic contre seulement 37% des patients CD38". De méme la survie
globale est de 92% pour les patients CD38™ versus 50% pour les patients CD38" (78). Dans
deux analyses multivariées |'expression de CD38 semble étre un facteur de prédiction de la
progression de la maladie, la réponse au traitement et la survie. Cette molécule est un
marqueur pronostique significatif vis a vis de la survie globale (79,80). Il a été montré que
I'association de I'expression de CD38 au statut mutationnel d' IgVH a un pouvoir pronostique
supérieur par rapport a I'un ou l'autre pris séparément. Les patients avec un géne de IgVH
non muté et 30% ou plus de cellules CD38" ont une médiane de survie de 8 ans alors que les
patients présentant la mutation du géne de IgVH et moins de 30% de cellules CD38 ont une
médiane de survie de 26 ans. A noter que le seuil de 30% pour lequel le patient est classé en
CD38" ou CD38 est arbitraire; le seuil optimal reste & déterminer. Il faut noter que
contrairement a la recherche du statut mutationnel du géne des IgVH, la mesure de CD38 est

facilement réalisable par CMF et est disponible en routine.

4. Les anomalies cytogénétiques

Les cellules de la LLC sont le siege d’aberrations génomiques récurrentes qui sont
néanmoins non spécifigues a la maladie. Contrairement aux autres pathologies
lymphoprolifératives matures, les translocations sont rarement observées, tandis que perte
et gain de matériel génétique sont plus typiques. La cytogénétique conventionnelle par
caryotype standard n’est pas un outil vraiment utile au diagnostic de ces anomalies
essentiellement du fait de la difficulté a obtenir des mitoses anormales (non division des
cellules ou clones minoritaires) avec un index de prolifération des cellules faible ainsi que la
présence d’anomalies cryptiques récurrentes. Le caryotype conventionnel (CC) permet de
retrouver environ 40 a 50 % d’aberrations chromosomiques (81). Depuis 1990 se sont
développées de nouvelles techniques de cytogénétique moléculaire notamment
I’'Hybridation In Situ par Fluorescence (FISH) qui a permis la détection d’anomalies
récurrentes dans plus de 80 % des cas (82). Les anomalies récurrentes les plus souvent
observées dans la LLC (tous stades confondus) et le pronostic qui leur est a ce jour associé

sont rapportées dans le tableau 10.
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Incidence

Incidence

par étude par étude Région critique Remarques
caryotypique FISH Igéne cibles
Caryotype anormal 48% 82 %
del/t(13q) 9.5% 55 % 13q14.3 Bon pronostic
del(11q) 1% 18 % 11q22-23.1 Polyadénopathies
ATM Résistance thérapeutique
Mauvais pronostic
Trisomie 12 17 % 16 % 12q13-q21 LLC atypique
del(6q) 55% 6% 6q21-23
del(17p) 3.4% 7% 17p13 (P53) Pronostic le plus défavorable
Résistance thérapeutique
t(11:14)(q13:q32) ? <5% CCND1 - ICH Vérifier le diagnostic
t(14;18)(q32;q21) ? 1-2% BCLZ - IGH Vérifier le diagnostic
t(14:19)(q32:q13) ? <1% BCL3 - IGH LLC agressive
t(2;14)(p13;q32) ? <1% BCLI11A - IGH LLC agressive sujets jeunes

(enfants parfois)

Tableau 10. Anomalies cytogénétiques récurrentes observées au cours de la LLC (83).

La plupart de ces anomalies peuvent étre présentes au diagnostic mais peuvent aussi
apparaitre au cours de |'évolution de la maladie, ce qui peut suggérer leur caractére
secondaire.

Les anomalies récurrentes connues comme ayant une valeur pronostique sont : la
del(13)(q14.3) qui est souvent cryptique (la plus fréquente des anomalies), la del(11)(q22), la
del(17)(p13), la trisomie 12, la del(6)(q21-g23). En revanche, la del(17p) a une incidence
défavorable et la del(11q) un impact tres défavorable avec une survie inférieure a 80 mois
pour ces derniers patients.

Nous allons revoir en détail les anomalies les plus souvent rencontrées et voir leur impact

pronostique.

a. Délétion 13q14

La délétion impliquant la bande 13q14.3 est souvent cryptique (non visible par CC) et
présente dans 55 a 63 % des cas (9,5% en CC et 55% en FISH). Selon les études, elle
représente une des anomalies cytogénétiques les plus fréquentes. Dans I'étude par FISH
interphasique de I'équipe de Dohner, il a été montré que les patients avec délétion 13q14
isolée (sans autres anomalies retrouvées avec les différentes sondes utilisées) ont la
meilleure survie globale (134 mois vs 111 mois) et la plus longue médiane d’intervalle sans
traitement. Il a été montré dans cette étude une incidence favorable de cette délétion sur
les courbes de survie qui d’ailleurs semblent les mémes que pour les caryotypes sans
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anomalie (82). Cette région fait actuellement I'objet de nombreuses recherches sur le plan
moléculaire afin d’identifier le géne cible. Ce gene serait un géne suppresseur de tumeur qui
comprend un microARN dont des délétions chez la souris |'améne a développer des
syndromes lymphoprolifératifs (84). La délétion 13q semble donc avoir un réle spécifique

dans la pathogénie de la LLC.

Délétion 13q14
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Figure 11. Caryotype conventionnel présentant une perte d’une partie du bras court du chromosome
acrocentrique 13

Figure 12. Représentation par FISH avec sonde tel 13qV du noyau C présentant une del(13q) (3 signaux) et du
noyau D sans del(13q) (4 signaux)
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b. Trisomie 12

La trisomie 12 est retrouvée dans approximativement 13 a 25% des cas (17% en CC et
16% en FISH). C'est la premiére anomalie récurrente décrite. Elle correspond a une
duplication totale d’'un des deux chromosomes 12. La valeur pronostique de cette anomalie
est controversée. Dans les premiéres études cytogénétiques univariées réalisées, les
patients avec une trisomie 12 isolée avait la survie la plus courte (81). La trisomie
correspondrait aussi a une forme de LLC atypique sur le plan cytologique (avec notamment
la présence de plus de prolymphocytes) ou immunologique (expression de FMC7 ou des IgS
plus forte) avec une évolution plus rapide (plus de stades B et C)(85). Cette anomalie est
rencontrée chez des patients a risque (infiltration diffuse de la moelle, TDL< 12 maois, taux

sériques de TK et de B2-microglobuline élevés).
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Figure 13. Caryotype conventionnel présentant une trisomie 12

c. Délétion 11q22-23

Les délétions 11g22-23 sont retrouvées dans environ 11 a 18 % des cas (1% en CC et 18%
en FISH). Cette délétion 11q est souvent associée a la présence d’adénopathies
périphériques multiples, abdominales et médiastinales, une progression plus rapide de la

maladie, un intervalle sans traitement plus court (9 mois vs 43 mois) (figure 14) et une survie
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globale diminuée (86).

Sur le plan moléculaire, cette région délétée contient le gene ATM (Ataxia Telangiectasia
Mutated) qui est responsable de I'ataxie télangiectasie, maladie génétique appartenant aux
phacomatoses. Ce gene joue un role dans la réparation de I’ADN, la régulation du cycle

cellulaire et I'apoptose.
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Figure 14 Intervalle de temps sans traitement pour les patients avec del(11q) vs sans del(11q) [Déhner 1997]
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Figure 15. Représentation en FISH de la del(11q) avec sonde ATM marquée en rouge

d. Délétion 17p13

Les anomalies structurales du bras court du chromosome 17, responsables le plus
souvent de la perte de la bande 17p13 sont observées dans environ 4 % des cas au
diagnostic mais augmentent avec les rechutes (81) (3,4% en CC 7% en FISH). Cette bande
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porte le locus du gene suppresseur de tumeur TP53; le gene p53 est un facteur de
transcription se liant a I'ADN régulant les genes adjacents qui interviennent dans la
prolifération cellulaire. Cette perte s’accompagne de la délétion/mutation du second alléle
de P53 dans la majorité des cas. L'altération de I'ADN (par exemple dans les cancers)
entraine une activation de p53 qui permet I'apoptose d'ou I'efficacité de la chimiothérapie,
I'arrét du cycle cellulaire et la réparation de I'ADN. A I'opposé, I'inactivation de p53 qui se
produit le plus souvent dans les tumeurs humaines par des mutations dans le domaine de
liaison a 'ADN entraine un défaut d’apoptose et une expansion clonale et diminue la
sensibilité des cellules tumorales a la chimiothérapie. Les anomalies au niveau de TP53 ont
un impact pronostique majeur avec une survie globale plus courte et une non-réponse aux
agents alkylants et aux analogues de purines (figure 16) (87). En analyse multivariée, la
délétion TP53 est le facteur pronostique le plus puissant. Plusieurs études ont montré la
résistance au traitement des formes avec del(17p), notamment I'étude CLL4. Le pourcentage
de cellules présentant une del(17p) semble influencer le traitement : 39, 22 et 13% de RC et
18, 17 et 87% de non réponse ou de progression selon que le pourcentage de cellules
présentant la del(17p) est inférieure a 5%, entre 5 et 20% et supérieur a 20% (88). Plusieurs
études ont montré que l'inactivation de p53 était associée a un stade avancé de la maladie,
un TDL court, a un faible intervalle sans traitement et a une résistance a la chimiothérapie.

Concernant les patients présentant des mutations de p53 sans délétion 17p, ils se
comportent de la méme fagon que les patients avec délétion a savoir, une survie globale
diminuée, une survie sans progression plus faible et une résistance au traitement par

analogues des purines (89).
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Figure 16. Représentation de la survie apres le début d’un traitement par analogue des purines chez des
patients avec délétion de p53 vs ceux sans délétion (p<0,001)(87)
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Figure 17. Carytoype conventionnel avec del(17p)
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Figure 18. Représentation par FISH de la délétion p53

e. Délétion 6 q

Son incidence est évaluée a 6% environ (5,5% en CC et 6% en FISH). La délétion 6q est
associée a une lymphocytose plus élevée, des adénopathies plus nombreuses mais il n’existe

pas de différence en terme de survie par rapport aux LLC sans délétion 6q (82,90).

f. Synthése

Il n"existe pas d’anomalies génétiques spécifiques de la LLC. Par contre certaines
anomalies que nous avons énumérées plus haut sont récurrentes et de pronostic différent

(figure 19).
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Figure 19. Représentation de la survie selon les anomalies génétiques retrouvées dans la LLC (82)

5. Autres facteurs pronostiques

Divers autres facteurs pronostiques corrélés au statut mutationnel ont été proposés mais
avant de les utiliser en pratique clinique ils nécessitent d’étre validés par des travaux
complémentaires sur des plus larges séries de patients et dans le cadre d’études

prospectives.

= |’expression de la sous-unité catalytique de la télomérase (hTERT), déterminée par
RT-PCR quantitative, permettrait de discriminer les LLC mutées des LLC non mutées
dans 89%. Le niveau d’expression d’hTERT est plus important avec un stade avancé
de la maladie (91),

= Une relation directe entre le niveau plasmatique de la thrombopoiétine (TPO) et les
autres marqueurs pronostiques (B2-microglobuline, stade de Rai, génes des IgVH) a
été récemment rapportée (92),

= Un niveau sérique élevé de VEGF (vascular endothelial growth factor), déterminé par
Elisa, serait prédictif du risque de progression des formes précoces de LLC. Il existe
une corrélation positive entre le niveau de VEGF circulant et I'expression de ZAP-70,
I’expression de CD38 et le statut mutationnel des IgVH (93),

= Une étude du profil d’expression de microRNA (petits ARN non codants de 19 a 24
nucléotides qui régulent I'expression des protéines cibles en empéchant la traduction
et/ou en provoquant la dégradation de leur ARN messager) a montré une signature
unigue composée de 13 génes sur 190 analysés. Cette signature est associée a la
présence ou a l'absence de progression de la LLC et permet de différencier les
patients exprimant ou n’exprimant pas ZAP-70, ainsi que les patients mutés ou non
mutés (94),

= || a été mis en évidence récemment que lI'expression du géne antiapoptotique
myeloid-cell-leukemia-1 (MCL-1), évaluée par RT-PCR quantitative en temps réel, est
un indicateur du pronostic pour les patients tous stades confondus (méme en stade
A), les patients exprimant faiblement MCL-1 constituant un groupe de patients dont
la survie globale est prolongée. L’expression de MCL-1 est également prédictive de la

survie sans traitement des patients en stade A (95).
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D. Conclusion

La grande hétérogénéité clinique caractéristique de la LLC a justifié depuis des décennies

la détermination de nombreux marqueurs pronostiques. Malgré I'avénement de nouveaux

marqueurs de plus en plus spécifiques, conclure sur le bilan pronostique de la LLC s’avere

d’une grande complexité a I'heure actuelle. De nouvelles études multivariées doivent voir le

jour pour étudier la valeur pronostique indépendante de chaque marqueur donné. Mais une

vision schématique peut étre proposée ci-dessous (figure 20).

Pronostic
défavorable

IgVH non muté

Zap 70+

(40%)

Figure 20. Schéma de I'incidence des nouveaux facteurs pronostiques (96)

XI. Diagnostics différentiels

Pronostic
favorable

IgVH muté
50%)

Zap 70-

(50%)

Le diagnostic de LLC est aisé lorsque la cytologie et I'immunophénotypage sont typiques.

Il existe certaines formes a la cytologie atypique correspondant aux LLC « atypiques » et

d’autres hémopathies lymphoides B qui disséminent dans le sang et qui peuvent mimer une

LLC (97).
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A. Les LLC "atypiques"

Il existe des variants morphologiques de la LLC dite "classique" deés le diagnostic ou bien
au cours de I'évolution de la maladie. Comme nous I'avons évoqué précédemment I'aspect
cytologique de la LLC correspond a de petits lymphocytes d’allure mature avec une

chromatine dense sans nucléole avec peu de cytoplasme (rapport NC<0.9).
Il existe des variants avec :
» La LLC mixte (15% des cas) constituée de petits et grands lymphocytes

(cytoplasme abondant) ou essentiellement de grands lymphocytes

= La LLC atypique (20% des cas) correspond a une LLC mixte mais on trouve une
irrégularité du contour nucléaire dans plus de 15% des cellules (encoche

profonde ou clivé) (LLC pléimorphe)

= la LLC prolymphocytaire ou prolymphocytoide ou le nombre de
prolymphocytes est compris entre 10 et 55% (si il est supérieur a 55% on

parle alors de leucémie a prolymphocytes)

Un cas de LLC associée a une leucémie T a grands lymphocytes a grains (LGL) a été décrit par
I'équipe Nancéienne de JF Leseve (98). Cette pathologie peut accompagner certaines

hémopathies malignes B comme la MGUS, le lymphome folliculaire, la LLC (99).

B. La phase leucémique des lymphomes B a petites cellules

On retrouve essentiellement 3 entités: le lymphome folliculaire, le lymphome du

manteau et le lymphome de la zone marginale.
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1. Le lymphome folliculaire

Il représente 25% des lymphomes malins B non hodgkiniens. La cellule tumorale provient
du centre du follicule. C'est un lymphome d’évolution souvent ganglionnaire lente sur
plusieurs années. Il existe un envahissement dans le sang dans seulement 10 a 20% des cas
(mais quelques fois de maniére franche), par contre I'envahissement médullaire est quasi
constant. Il s’agit de petites cellules rondes de la taille d’'une hématie, avec un noyau sans
nucléole a la chromatine dense, il existe une encoche nucléaire étroite et profonde évoquant
une forme en grains de café. L'immunophénotypage permet le diagnostic différentiel avec la
LLC dans les formes douteuses avec un score de Matutes < ou= a 2. Le CD5 et le CD23 sont
absents et I'lgS est exprimé fortement. Le CD 10 est quant a lui positif de maniére

caractéristique.

2.Le lymphome de la zone du manteau

Il représente 15% des lymphomes B. Souvent diagnostiqué au stade IV avec atteinte
fréguente des muqueuses (ORL, digestive), il présente une dissémination médullosanguine
dans 1/3 des cas. Plusieurs aspects morphologiques peuvent étre rencontrés. Les cellules
peuvent avoir la taille d’un petit lymphocyte avec un noyau a la chromatine dense avec
présence d’un sillon ou une encoche ou étre de taille moyenne avec un noyau au contour
irrégulier quelques fois d’aspect plurilobé avec chromatine plus fine et plus jeune sans
nucléole et enfin avoir un aspect dit blastique avec cellules moyennes a grandes a la
chromatine jeune évoquant celle des lymphoblastes. L'immunophénotypage montre des
cellules CD5* mais CD23 et exprimant fortement I'lgS. Seule la forme rare dite "pseudo-LLC"

pose un réel probléme de diagnostic différentiel biologique.

3. Le lymphome lympho-plasmocytaire et la maladie de Waldenstrom

Ce lymphome dissémine rarement dans le sang. Les cellules en cause ont souvent un
noyau latéralisé avec un cytoplasme plutdét basophile prenant un aspect

pseudoplasmocytaire.
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4. Le lymphome de la zone marginale

Les cellules peuvent apparaitre avec un aspect "villeux" sinon elles prennent un aspect
"monocytoide" avec cytoplasme abondant de couleur bleu gris. Le diagnostic différentiel

peut étre difficile avec parfois des formes CD5".

XII. Principes de traitement de la LLC

La LLC reste incurable a I’heure actuelle, le seul traitement permettant la guérison étant
la greffe allogénique qui reste un traitement difficile et risqué. La stratégie thérapeutique
traditionnellement adoptée pendant des années reposait sur le principe "primum non
nocere". Cette approche était basée sur le fait que les patients appartenaient a une
population relativement agée qui devait vraisemblablement mourir d’'une autre cause que la
LLC (mourir "avec" et non "a cause"). En dehors des intensifications thérapeutiques, les
progres observés durant les 10 derniéres années concernent essentiellement I'apparition de
nouvelles molécules (comme les analogues des purines, les anticorps monoclonaux) et une
meilleure caractérisation des patients a traiter en fonction des différents marqueurs
pronostiques permettant I’élaboration de groupes de patients a haut risque de progression
rapide et de déces suite aux complications de la maladie et ceux qui relevent d’une simple
surveillance. Un guide standardisé pour déterminer le moment approprié pour initier un
traitement au moment de |’évolution clinique de la LLC a été définie par le National Cancer

Institute sponsored Working Group (NCI-WG) (tableau XI) :
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Présence de signes généraux
Perte de poids > 10 % du poids du corps dans les six mois antérieurs
Asthénie intense (PS > 2)
Fievre depuis plus de deux semaines sans infection évidente
Sueurs nocturnes sans infection évidente

Insuffisance médullaire avec apparition ou aggravation d’une anémie ou d'une
thrombopénie

Anémie ou thrombopénie auto-immune ne répondant pas a la corticothérapie

Splénomégalie massive (débord >6 cm au dessous de I'auvent costal) ou
progressive

Adénopathie(s) massive(s) (>10cm) ou progressive(s)

Lymphocytose rapidement progressive : augmentation de plus de 50 % sur
deux mois ou temps de doublement lymphocytaire estimé a inférieur a six
mois

Une profonde hypogammaglobulinémie ou I'apparition d’un pic monoclonal ne
représente pas un critére de mise en route d’'un traitement en eux-mémes.

Tableau 11. Critéres de mise en route du traitement selon le NCI-WG. Au moins un des critéres doit étre
présent (si présence de signes généraux, un des signes doit étre présent a savoir : perte de poids ou asthénie
ou fieévre ou sueurs)

L’évolution de la réponse repose traditionnellement sur les criteres du NCI-WG. Depuis ces
derniéres années, |’évaluation de la maladie résiduelle (MRD) s’est imposée comme objectif
majeur dans la prise en charge thérapeutique de la LLC. En effet, 'absence de détection de
MRD est corrélée a la survie, alors que les approches morphologiques traditionnelles ne sont
pas assez sensibles pour prédire une telle évolution. Cette notion sera développée plus loin.
Il existe a ’heure actuelle un consensus pour que les patients en stade A qui représentent
presque deux tiers de tous les patients ne soient pas traités en premiére intention devant
I'absence de différence de survie entre un traitement par chlorambucil ou une simple

surveillance chez des patients de stade A (100).

A. Moyens thérapeutiques actuels

1. Corticoides

Les corticoides peuvent étre utilisés seuls, ils ont un effet anti-tumoral dans 40% des cas

mais cet effet est de courte durée. lls sont le plus souvent utilisés en association et font
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partie de la majorité des protocoles de polychimiothérapie. lls ont surtout un effet
bénéfique sur I’état général du patient mais en contre partie, leurs utilisations augmentent
le risque accru d’infections. Ils sont également utiles dans le traitement des complications

auto-immunes de la maladie.

2. Alkylants

a. Le Chlorambucil (CLB)

C'est le premier agent alkylant connu depuis 1960 et le plus largement utilisé pendant de
longues années. Son mode d’action consiste a ponter des guanines des chaines d’ADN afin
de former des liaisons covalentes fortes entre les brins. Souvent associé a des corticoides, il
peut étre administré en continu ou discontinu. La durée exacte du traitement n’est pas
clairement établie ni la poursuite du traitement en cas de bonne réponse. Plusieurs essais
dans les années 1990 ont été réalisés comparant Chlorambucil a une simple surveillance qui
concluaient en une absence de différence en terme de survie globale pour des patients en
stade A de Binet ou O-1 de Rai (100-102). Le groupe francais a réalisé deux essais
thérapeutiques randomisés incluant 1535 patients, comparant une attitude d’abstention
thérapeutique a un traitement par Chlorambucil (CLB) en continu (protocole LLC-80) ou a
une association CLB et prednisone (PRD) en discontinu (LLC-85). Les résultats obtenus ont
montré que ni le CLB en continu ni I'association CLB/PRD n’allongeaient la survie par rapport

a I'abstention thérapeutique (figure 21) (102).
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Figure 21. Représentation de la survie globale entre les patients ne recevant pas de traitement et ceux
recevant chlorambucil et prednisone. Pas de différence significative (p=0,74) (102)

b. Le Cyclophosphamide

Utilisé seul, son efficacité se rapproche de celle du Chlorambucil

c¢. La bendamustine

Cette vieille molécule est réapparue depuis quelques années dans le traitement de la LLC
en rechute. Elle a l'avantage d’étre active sur les cellules malignes la ou les autres
traitements alkylants sont inefficaces (103). Une étude prospective a comparé un traitement
par de la bendamustine 100mg/m? pendant deux jours consécutifs versus chlorambucil
0,8mg/kg a J1 et J15. Le taux de rémission était respectivement de 59% et 26%. La PFS était
de 18 mois avec la bendamustine contre 6 mois avec le chlorambucil (104). Il a été prouvé
une activité synergique entre le rituximab et la bendamustine avec un taux de rémission de
67% chez des patients présentant une LLC réfractaire (105). La bendamustine fait
maintenant partie de nombreux protocoles associant de I'immunothérapie (rutiximab,
alemtumumab), analogues de purines. Il a été montré dans |'étude pivotale de 2009 qui

comparait bendamustine a Chlorambucil qu’il y a avait 31% de RC dans le bras bendamustine
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contre 2% dans le bras chlorambucil, que la PFS était 3 fois supérieure dans le bras
bendamustine que dans le bras chlorambucil. Cette étude concernait des patients non
préalablement traités. La bendamustine a eu ’AMM en premiere ligne chez les patients non
éligibles a un traitement par analogues des purines en monothérapie toutes les quatres

semaines.

3. Analogues des purines

L'arrivée des analogues des purines en particulier de la fludarabine dans les années 1990
a constitué une avancée majeure dans le traitement de la LLC. Aprés démonstration de son
efficacité en traitement de deuxieme ligne, plusieurs essais randomisés ont illustré
I'efficacité en traitement de premiere ligne par rapport au chlorambucil seul ou associé a

d’autres drogues.

a. La fludarabine (FDR)

La fludarabine est un analogue nucléosidique qui inhibe la DNA polymérase et la
ribonucléotide reductase favorisant I'apoptose. C'est MJ Keating qui a développé Iutilisation
de la FDR dans la LLC selon le schéma classique de 25mg/m? /j, 5 jours consécutifs par mois
(37,106). Les taux de réponse sont de |'ordre de 55 % pour des patients préalablement
traités et 80 % pour des patients non traités. Le temps médian de progression aprées arrét du
traitement est de 30 mois. L'intérét des analogues des purines a été démontré au cours de
plusieurs études randomisées dont celle de Rai (107). La tolérance est globalement meilleure
que celle des schémas de polychimiothérapie, la myélosuppression semble identique au
CHOP dans le protocole LLC-90, il n'y a pas d’alopécie et les troubles digestifs sont moindres.
Il a été rapporté des infections opportunistes et complications auto-immunes avec la FDR
mais en général chez des patients multitraités. Son association avec d’autres antimitotiques
(anthracyclines, cytarabine ou CLB) permet une réponse supérieure mais pas de différence
en terme de survie globale (108). Seule son association avec le cyclophosphamide semble
intéressante avec une synergie démontrée entre ces deux molécules en terme de

cytotoxicité avec amélioration significative du taux de rémission compléte (24 versus 7%), du
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taux de réponse globale (94 versus 83%) et de la survie sans progression en premieére ligne

thérapeutique (109) (figure 22).
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Figure 22. Représentation de la PFS entre des patients traités par fludarabine seule versus association

fludarabine/cyclophosphamide (p=0,001) (109).

Les premieres données suggéraient un bénéfice de qualité de la durée de réponse non

seulement chez les patients en premiére ligne thérapeutique mais aussi chez les patients

déja traités voire réfractaires a la fludarabine (110).

b. Le LMP-420

Une nouvelle molécule le LMP-420 a été étudiée in vitro sur les cellules de patients

atteints de LLC. Cet agent aurait un effet anti-inflammatoire, il empécherait la production de

TNF par les cellules sanguines mononuclées en conservant la viabilité cellulaire (molécule

anti-TNF). Il n’aurait pas d’effet apoptotique sur les lymphocytes B et T normaux méme a

forte dose ce qui semble prometteur avec action spécifique sur les cellules tumorales sans

toxicité sur les cellules normales, mais cela reste a étre démontré in vivo (111).

4. Association de chimiothérapie
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Diverses associations ont été proposées telles COP, MOP, CHOP,...

Dans le cadre d’études randomisées le COP a été fréquemment comparé au CLB et il a été
établi qu’il n’apportait pas de bénéfice supplémentaire (51,112). Par contre, |'utilisation des
anthracyclines dans la LLC a fait I'objet de controverses. Dans le protocole LLC-80 le COP a
été comparé au mini CHOP chez 70 patients de stade C. La survie médiane était de 22 mois
pour le COP et de 62 pour le CHOP (113). De nombreux schémas a base d’anthracyclines ont
alors été testés (COP vs CLB; CHOP vs CLB+PRD) et ont montré un bénéfice en terme de

réponse mais aucun en terme de survie (51,114).

5. Immunothérapies

a. L’'alemtuzumab

L'alemtuzumab est I'anticorps monoclonal le plus utilisé dans la LLC. Cet anticorps
monoclonal IgG1l humanisé non conjugué reconnait le CD52, récepteur exprimé sur les
lymphocytes B et T normaux et leucémiques, les macrophages et les monocytes.
L'alemtuzumab, actif en monothérapie, représente le seul anticorps officiellement approuvé
en France dans le traitement de la LLC, son efficacité en monothérapie a été mise en
évidence par I'étude pivot CAM211 rapporté par Keating qui retrouvait sur une population
de 93 patients présentant une LLC réfractaire ou en rechute apres fludarabine 33% de
réponse globale durant une médiane de 9,5 mois (115). L'intérét reconnu de cette molécule
réside dans son efficacité chez les malades résistants ou réfractaires aux analogues de
purines, c’est-a-dire ne répondant pas ou rechutant dans les six mois apres traitement par
fludarabine. Le traitement par alemtuzumab est d’autant plus efficace que le nombre de
lignes de traitements antérieurs a été faible. Pour cette raison il parait pertinent d’utiliser
I"alemtuzumab en traitement de consolidation afin de diminuer la MRD. Une étude menée
par O’Brien retrouve 38% de rémissions moléculaires et 86% de réponses médullaires apres
une consolidation par alemtuzumab pendant 4 semaines (116). L'alemtuzumab a aussi été
proposé en premiere ligne thérapeutique : I'équipe de Lundin a rapporté un taux de réponse
de 87% dont 19% de RC sur une série de 41 patients traités par cet anticorps en sous-cutané

jusqu’a 18 semaines (117). Concernant sa toxicité, I'administration par voie sous-cutanée
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aurait I'intérét de diminuer la toxicité générale (toxicité hématopoiétique et immunitaire
avec immunodépression sévere). Une étude de phase Ill (CAM307) a comparé |'utilisation de
I"'alemtuzumab versus le chlorambucil chez des patients en premiére ligne présentant une
maladie progressive (118). Le taux de réponse globale, la réponse compléte et la survie sans
progression étaient supérieurs dans le bras alemtuzumab avec respectivement 83%, 24% et
14,6 mois versus 55%, 2% et 11,7 mois avec cependant plus d’effets indésirables dans le bras

alemtuzumab avec davantage de neutropénie fébrile et d’infections ou réactivation de CMV.

Une prophylaxie par sulfaméthoxazole/triméthoprime et valaciclovir doit étre
systématiqguement instaurée des le début du traitement et poursuivie environ quatre mois
aprés la fin de récupération d’un taux de lymphocytes CD4 supérieur a 200/mm?. Les
perspectives d’utilisation de I'alemtuzumab commencent a s’élargir avec notamment le
protocole du groupe frangais GCFLLC/MW/GOELAMS qui vise a évaluer l'intérét de

I’association alemtuzumab/FC par rapport au traitement de référence RFC.

b. Le rituximab

Le rituximab est un anticorps monoclonal chimérique dirigé contre le CD20 humain qui
est exprimé a la surface des lymphocytes B normaux ou malins. Son mode d’action repose
principalement sur le déclenchement de la cytotoxicité dépendante des anticorps (ADCC)
mais également sur 'activation du complément et une induction directe de I'apoptose. En
monothérapie a posologie conventionnelle, il est peu efficace avec des taux de réponse

partielle de moins de 15% chez des patients déja traités (110,119).

C'est en association a la chimiothérapie que le rituximab a montré son efficacité.
L’association fludarabine/rituximab a une action synergique et a permis par rapport a la
fludarabine en monothérapie d’augmenter les taux de réponse compléte (38 versus 20%), de
survie sans progression (67 versus 45%) et surtout de survie globale (93 versus 81%) a deux

ans (120).

Enfin, I'association rituximab/fludarabine cyclophosphamide (RFC) a donné les meilleurs
résultats thérapeutiques ce qui en fait le gold standard a I’heure actuelle dans le traitement

de premiere ligne de la LLC. L'équipe allemande du GCLLSG a montré dans une étude
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randomisée de phase Il une PFS supérieure dans le bras FCR vs FC (52 mois versus 33 mois)
ainsi qu’une meilleure CR (44% versus 22%) (121). Dans une autre étude, le taux de réponse
compléte est de 70% et la réponse globale de 95% ; la survie globale sans progression a
quatre ans est estimée a 69% (122). Le principal effet secondaire du rituximab est la réaction
de type allergique a l'injection due au relarguage des cytokines (fiévre, frissons, hypotension,
nausées) (123). Cette réaction est surtout fréquente lors de la premiere injection et peut
étre limitée par I'administration d’antihistaminiques et corticoides et par 'adaptation de la

posologie.

¢. L'ofatumumab

L’'ofatumumab est un nouvel anticorps monoclonal humain de type IgG1 anti CD20 que se
lie spécifiguement a un épitope distinct, différent de celui du rituximab, incluant a la fois la
petite et la grande boucle extracellulaire de I'antigéne CD20. La liaison de I'ofatumumab a
I’épitope membranaire proximale de la petite boucle de I'antigene CD20 induit le
recrutement et I'activation du complément a la surface de la cellule pouvant conduire a une
cytotoxicité dépendante du complément provoquant la lyse des cellules cancéreuses. Dans
une étude internationale de phase Il publiée dans JCO de 2010, I'équipe de Wierda a
montré chez 138 patients atteints de LLC doublement résistante (a la fludarabine et a
I"'alemtuzumab) une réponse globale de 47 a 58% avec survie jusqu’a progression de 5,7 a
5,9 mois et survie globale de 13.7 a 15.4 mois (124). Cette molécule a été globalement bien
tolérée, quelques infections ont été reportées néanmoins (25%). D’autres études sont a
I"heure actuelle encore en cours mais ces résultats montrent une efficacité de cette
molécule chez les patients porteurs d’'une LLC réfractaire a la fludarabine et a
I’'alemtuzumab, avec des options thérapeutiques limitées. Il peut étre utilisé en association

avec du mini CHOP.

d.Le GA101

Le GA101 (RO5072759) est un nouvel anticorps monoclonal humain de type IgG1 qui a

I’heure actuelle fait I'objet d’études de phase | et Il (125,126). Les premiers résultats sont
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encourageants avec un taux de réponse de 55% chez des patients lourdement pré-traités,
résistants au rituximab. L'étude CLL11 actuellement ouverte compare chez des patients
agés, en premiere ligne non éligibles a un traitement par fludarabine CLB vs CLB+RTX vs CLB+

GA101.

6. Intensification thérapeutique

Malgré les avancées thérapeutiques majeures de ces derniéres années, la LLC demeure
néanmoins une pathologie incurable : seule la greffe allogénique a permis d’obtenir des

rémissions moléculaires prolongées notamment en cas de maladie réfractaire.

Trois raisons principales ont conduit depuis une dizaine d’années a proposer dans la LLC des

essais d’intensification thérapeutique suivis d’autogreffe ou d’allogreffe de CSH :

= Cette maladie reste pour l'instant incurable,

= Des progrés dans la réanimation hématologique permettent d’envisager ces
traitements jusqu’a un age de plus en plus avancé,

= Des traitements plus actifs sont apparus permettant d’obtenir une meilleure qualité

de rémission prégreffe.

a. L’autogreffe

L'intensification suivie d’autogreffe est une méthode avec un taux de mortalité inférieure
a 10%. Elle permet d’obtenir de bonnes rémissions completes mais les courbes de survie ne
montrent pas de plateau suggérant que la maladie ne peut étre guérie par ce traitement
(127). Cependant, dans une étude de cas appariés, il a été montré un bénéfice de survie
apres autogreffe par rapport a une chimiothérapie conventionnelle (128). De méme, un
essai prospectif randomisé réalisé pour le GOELAMS (LLC-98) a évalué l'intérét d’une
autogreffe de cellules souches en intensification aprés une chimiothérapie initiale par trois
cures de CHOP (129). Les bons répondeurs étaient ensuite randomisés entre autogreffe ou
trois cures supplémentaires de CHOP. Les patients non répondeurs recevaient six cures de

fludarabine puis I'autogreffe était effectuée a I'issu de ce traitement. Les résultats finaux ont
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été publiés récemment : la survie sans progression était en faveur du bras autogreffe versus
chimiothérapie conventionnelle (53 vs 22 mois), la mortalité liée au traitement était faible
(<5%) mais la survie globale était de 104,7 mois dans le bras chimiothérapie standard contre
107,4 mois pour le bras autogreffe. Cette étude montre un impact majeur de l'autogreffe sur

la PFS mais n'a pas montré d'avantage en terme de médiane de survie.

Une autre étude de M. Michallet en 2011 a comparé I'autogreffe (apres conditionnement
myéloablatif par BEAM ou ICT/ENDOXAN) a une simple surveillance chez des patients en
premiere ou deuxiéme rémission compléte. La PFS était supérieure dans le bras autogreffe
(51 mois) contre 24 mois dans le bras surveillance (130)

Le probleme essentiel de l'autogreffe est la constitution du greffon autologue. Il est
nécessaire avant d’envisager un prélévement de Cellules Souches Hématopoiétiques (CSH)
d’obtenir une rémission maximale sanguine et médullaire. Les patients regoivent souvent
des combinaisons de chimiothérapie ou des anticorps pour obtenir une rémission compléte
ce qui entraine un déficit immunitaire profond et une myélosuppression importante qui rend

difficile le prélévement de CSH.

b L’allogreffe

L'allogreffe de moelle est a ce jour le seul traitement curateur de la LLC, elle a permis
d’obtenir des rémissions moléculaires persistantes permettant de parler de guérison (131).
Pourtant les transplantations allogéniques sont greffées d’une mortalité importante (jusqu’a
50%). Le taux de rechute est moins important que dans |'autogreffe suggérant un effet
"greffon contre leucémie". Une étude rétrospective portant sur 691 patients greffés (482
autogreffes et 209 allogreffes) a montré un taux de RC de 78% dans les deux types de greffes
avec une survie globale a 3 ans de respectivement 79% apres autogreffe et 55% apres
allogreffe (127), toutefois le taux de rechute persiste apres autogreffe passant de 20% a 20
mois a 60% a 60 mois alors qu’il n’y a pas d’augmentation du risque de rechute avec le
temps pour les allogreffes avec un plateau constaté au-dela de 24 mois. En 1996 une étude a
porté sur 54 patients porteurs de LLC ayant bénéficié d’'une allogreffe géno-identique (132).
Au moment de la publication en 1996, 31 patients étaient décédés apres greffe et 23

étaients vivants. La survie a 3 ans était de 46%. Cette étude a été réactualisée avec un suivi
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médian de 10 ans : parmi les 23 patients en vie et en RC en 1996, 19 (83%) étaient encore en
vie en 2004. Ce suivi montre la réalité d’'une curabilité de la maladie grace a I'allogreffe, le
probleme essentiel étant la mortalité liée a la greffe. En effet, le bénéfice attendu a été
longtemps effacé par les taux de mortalité lié au traitement (TRM) de I'ordre de 50% induits
par les conditionnements myéloablatifs. L'utilisation par la suite des conditionnements dits
"atténués" (RIC) a permis de réduire considérablement le TRM a 20% (131). Ce type de
conditionnement permet d’envisager une allogreffe jusqu’a I'dge de 65 ans et méme chez
des patients ayant recu une autogreffe précédemment y compris avec irradiation corporelle
totale (133). La survie sans maladie a long terme peut étre envisagée chez un tiers a deux
tiers des patients atteints d’une maladie de pronostic défavorable (134). Mais la toxicité de
ce traitement reste majeure et cette procédure doit étre réservée aux patients de mauvais
pronostic c’est-a-dire présentant une maladie réfractaire a la fludarabine responsable d’une
durée de rémission courte et un taux de survie a 4 ans inférieure a 20%. D’autres critéres

cliniques entrent en ligne de compte :

= |a nécessité de mise en route d’un traitement dans les 12 mois suivant le
diagnostic,

= une réponse incompléte au traitement de premiére ligne comportant des
analogues des purines,

= une évolution de la maladie dans les 24 mois suivant une chimiothérapie
intensive avec consolidation par autogreffe.

Enfin la présence d’une délétion 17p (p53) représente comme nous l'avons vu

précédemment un indicateur d’évolution défavorable.

Ainsi il semble logique et raisonnable de proposer une allogreffe dans les situations

suivantes (134) :

1- en cas de non réponse a la fludarabine ou en cas de rechute précoce (dans les 12

mois),

2- en cas de rechute dans les 24 mois aprés association d’immunochimiothérapie ou

apres autogreffe,

3- avec présence d’'une délétion 17p avec critéres de mise en route d’un traitement.
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Il faut savoir proposer l'allogreffe de facon rapide en cas de maladie de pronostic
défavorable afin d’éviter I'accumulation des thérapeutiques cytotoxiques qui viendraient

rendre la greffe plus toxique qu’elle ne I'est déja.

B. Nouveaux outils thérapeutiques

1. Les molécules pro-apoptotiques

Les molécules antiapoptotiques de la famille Bcl-2 sont surexprimées dans la LLC et
constituent donc de bonnes cibles thérapeutiques potentielles. Il existe a I’"heure actuelle
des essais thérapeutiques de phase I/l sur I’Oblimersen, un oligonucléotide antisens dirigé

contre Bcl-2 (135).

2. Les molécules antiangiogéniques

Les cellules de la LLC expriment les trois récepteurs VEGF et il semble que le VEGF soit un
facteur de croissance autocrine de ces cellules. Plusieurs inhibiteurs du VEGF sont
actuellement essayés c’est le cas de la thalidomide et du lénalidomide. Ces molécules sont
actives par leurs effets antiangiogéniques et anti-IL6. De nombreux articles ont été publiés
sur ces molécules et sur leur efficacité dans la LLC (136,137). Une étude de phase Il a montré
des résultats prometteurs chez des patients recevant du lenalidomide alors qu’ils avaient été
préalablement traités. Le taux global de répondeurs était de 72% dont 15% de réponse
compléte (138). Une autre étude de phase |l réalisée sur des patients de plus de 65 ans qui
recevaient du lénalidomide en monothérapie a montré aussi des premiers résultats
encourageants puisque la survie sans progression a 2 ans était estimée a 60%, 65% des
patients répondaient et il y avait 10 % de rémission compléte, 5 % de RC avec cytopénie et
43% de réponses partielles avec une bonne tolérance du traitement (139). Dans un article
récent publié dans Blood en septembre 2011, les auteurs reviennent sur les traitements peu
toxiques de la LLC adaptés aux patients agés avec comorbidités comme le Chlorambucil qui

ne donne pas des résultats tres convaincants et le Iénalidomide qui montre une amélioration
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de la survie certes longue a obtenir mais qui dure (140). La cible intracellulaire du
Iénalidomide est la voie de signalisation PI3K qui active les facteurs de transcription NFKB et
NFAT dont I'une des cibles des cellules de LLC est le CD154 (ligand du CD40). Le CD154 joue
un réle important dans la pathogénie de la maladie puisque la présentation du CD154 a la
surface de la cellule leucémique réactive les cellules B et T ce qui entraine I'augmentation de

production des Ig par la population résiduelle de cellules B normales (figure 23).
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Figure 23. Effet du Iénalidomide (len) in vivo sur la cellule de LLC (140).

3. Thérapie par des Lymphocytes T génétiquement modifiés

Les lymphocytes T sont des acteurs majeurs du microenvironnement ; les méthodes de
stimulation et d’amplification des lymphocytes T font partie des nouvelles voies
thérapeutiques. L'injection de cellules T autologues manipulées génétiquement (appelées T
CART 19) a un patient avec une LLC réfractaire aux traitements conventionnels a été réalisée
dans une étude de Porter et al (141). Ces cellules T autologues sont prélevées puis
manipulées génétiquement in vitro avec un lentivirus exprimant un anticorps chimérique de
troisieme génération. Apres injection de ces cellules, les patients ont présenté un syndrome
de lyse tumorale, une activation immune avec libération de cytokines inflammatoires, une
rémission complete de plus de un an pour deux des trois patients et I'autre a obtenu une
rémission au bout de quatre mois. Ces résultats sont encourageants et doivent étre

confirmés par d’autres études.
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4. Le Flavopiridol

Cette molécule fait son entrée récente dans le traitement de la LLC. C'est un inhibiteur
des cyclines dependantes kinases qui entraine un arrét du cycle cellulaire et une apoptose
en diminuant I'expression des molécules anti-apoptotiques comme Mcl-1. Plusieurs études
ont montré son efficacité notamment dans les LLC en rechute ou lourdement pré-traitées

avec carytoype complexe (142,143).

5. Lavitamine D

Une étude récente dans Blood a montré que la carence en vitamine D est un facteur
affectant négativement la survie des patients avec une LLC (144). L'équipe d’Arlet suggére
chez un patient de 90 ans I'effet bénéfique d’une supplémentation en vitamine D. En effet,
apres traitement par vitamine D3 la lymphocytose sanguine aurait disparu a la semaine 9 du
traitement et celle-ci serait réapparue 9 mois aprés correspondant a une récidive de la
carence (145). D’autres études sont nécessaires a plus grande envergure pour mériter

confirmation.

C. Notion de MRD

La recherche de la maladie résiduelle est la recherche de la persistance ou de la
réapparition des cellules pathologiques aprés un traitement. Plusieurs techniques peuvent
étre utilisées : par biologie moléculaire ou par CMF. Il existe une évolution importante dans
la prise en charge globale de la LLC depuis 30 ans avec |'apparition de traitements de plus en
plus efficaces. Ainsi il est important de passer du terme de rémission clinique a celui de
rémission immunophénotypique. En effet chez les patients en rémission complete, la
présence d’'une MRD négative est associée a une survie plus importante qu’en cas de MRD
positive. L’avantage de connaitre la MRD sur le sang et la moelle a un intérét sur la durée de
la réponse et la survie globale. En cas de MRD qui devient positive la progression sera plus

rapide. L'équipe allemande dans un article récent publié dans JCO a étudié la MRD par CMF
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de 60,8% de patients inclus dans CLL8 comparant FC a FCR (146). Cette étude montre des
résultats importants a savoir que la MRD est significativement supérieure (10 fois) entre les
bras FC et FCR, I'OS est de 48,4 mois chez les patients avec une MRD élévée mais n'est pas
encore atteinte chez les patients avec une MRD moins élévée, la PFS est estimée a 68,7, 40,5
et 15,4 mois chez les patients avec une MRD basse, intermédiaire et élevée. L'analyse
multivariée montre que la MRD reste un facteur indépendant permettant de prévoir la PFS
et I'0S (ces deux éléments étant identiques dans le bras FC et FCR).Cette étude suggére
I'intérét d'une étude de la MRD comme objectif principal des futures études. Pour le
moment cette recherche de MRD n’est réalisable que dans le cadre de protocoles.
Effectivement, la rémission immunophénotypique reste trés variable en fonction de la
technique de détection (avec une sensibilité différente) et en fonction du traitement
antérieur (chimiothérapie, immunochimiothérapie, greffe allogénique). Elle semble
néanmoins avoir un intérét en routine en post-allogreffe pour les patients en RC pour

envisager des DLI en cas de MRD positive.

Conclusion

La LLC est la leucémie la plus fréquente en occident. Elle touche les patients de plus de 50
ans. Son incidence augmente avec I'age. Le diagnostic est simple et se fait sur la cytologie et
I'immunophénotypage qui sont typiques en particulier la double positivité CD19 CD5 que
nous allons étudier dans les deux autres parties de ce travail. La majorité des patients sont
diagnostiqués au stade A avec une évolution hétérogene dans le temps. Elle reste a I’heure
actuelle une hémopathie incurable mais de nombreux progrés au niveau thérapeutique ont
permis d’améliorer considérablement la survie des patients notamment depuis I'utilisation
des analogues des purines et |'association d’une immunopolychimiothérapie. Le seul
traitement qui reste curable est la greffe allogénique avec toute la toxicité qu’on lui connait.
La LLC est une maladie d’évolution clinique trés variable depuis une maladie indolente
compatible avec une espérance de vie normale sans traitement jusqu’a une maladie
mortelle en moins de trois ans quelque soit la chimiothérapie utilisée. Il est important de

pouvoir connaitre son évolution propre pour chaque patient afin de proposer aux malades
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une thérapeutique adaptée individuelle en limitant les toxicités et en essayant de leur
conserver une qualité de vie satisfaisante. Devant le vieillissement de la population, de
nouvelles thérapeutiques adaptées doivent étre utilisées en fonction de I'état général du
patient et de ses comorbidités (notion récente de patient "fit" et "unfit"). De nombreux

essais thérapeutiques sont en cours actuellement.
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DEUXIEME PARTIE :
ROLE DE LA MOLECULE

CD5 DANS LA PHYSIOPATHOLOGIE DE
LA LEUCEMIE LYMPHOIDE CHRONIQUE
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Origines de la LLC

I. Introduction

La LLC est une hémopathie de comportement clinique hétérogene caractérisée par
I’accumulation progressive de cellules B monoclonales CD5* dans le sang, la moelle osseuse
et les organes hématopoiétiques, bloquées en phase GO/G1 du cycle cellulaire (147). Depuis
quelques années, des travaux ont montré que la LLC n’est pas une maladie statique résultant
uniguement de la prolifération de petits lymphocytes B monoclonaux avec une durée de vie
prolongée mais correspondrait plutét a un processus dynamique constitué de cellules qui
s’accumulent puis meurent assurant un renouvellement constant du clone leucémique (55).
Cette accumulation proviendrait d’un défaut ou d’une altération de la mort cellulaire
programmeée de ces cellules in vivo. La LLC représente le prototype de tumeur dans laquelle
le phénomeéne d’apoptose défectueux est prédominant. L’hyperlymphocytose sanguine
provient de I'accumulation de lymphocytes matures bloqués en phase précoce du cycle
cellulaire et avec durée de vie prolongée. L'accumulation de ces cellules malignes est un
facteur pronostique reconnu avec le temps de doublement de lymphocytes considéré
comme défavorable lorsqu’il est inférieur a 12 mois (54). Le microenvironnement joue un
role essentiel dans le maintien de cette prolifération puisque les cellules de LLC qui résistent
a I'apoptose in vivo meurent spontanément et rapidement in vitro. Cette observation signifie
que les cellules de LLC ne sont pas capables de se maintenir en vie sans la présence de
facteurs humoraux ou protéines du microenvironnement existant in vivo (148). Nous savons
maintenant que pour une méme maladie, I'évolution sera différente avec certains patients
gui vont avoir une évolution bénigne ne nécessitant pas de traitement spécifique et d’autres
qui vont présenter une forme agressive d’emblée relevant d’un traitement précoce. Ainsi il
est important de se poser la question si la LLC est une maladie unique ou bien deux maladies

distinctes.
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II. Maladie unique ou maladies distinctes ?

A. Rappels sur les évenements survenant au cours de la lymphogénése B

La différenciation B est séparée en deux phases principales (figure 24) :

- La premiere phase de différenciation et maturation est indépendante de I'Ag. Elle se
déroule dans la moelle osseuse et aboutit a la génération de lymphocytes B
immatures exprimant une IgS capable de reconnaitre un Ag. C'est a ce moment
gu'intervient le réarrangement V-(D)-J, réarrangement somatique au sein des génes

codant pour les chaines lourdes et |égeres afin d'obtenir une grande diversité des Ig.

- La seconde phase d'activation et de différenciation finale est dépendante des Ag du
soi puis du non-soi dans les organes lymphoides secondaires. Elle aboutit a la
formation de plasmocytes et lymphocytes B mémoires spécifiques d'un Ag. Cette
différenciation post-médullaire est caractérisée par la sélection périphérique apres
rencontre avec I'Ag. Puis les LB peuvent se différencier en plasmocytes a courte
durée de vie ou former les centres germinatifs ou ils subissent les processus
d'hypermutation somatique (qui correspond a des mutations ponctuelles introduites
dans la région variable ayant pour but la sélection des LB qui auront une meilleure
affinité pour I'antigéne) et de commutation de classe (permettant I'expression d'un
autre isotype d'lg suivant la réponse immunitaire voulue) avant de devenir des

plamsocytes a longue durée de vie.
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Figure 24. Etapes de la différenciation du lymphocyte B d'aprés (149)]

B. Quelques points sur le BCR

Le récepteur a I'antigéne est trés faiblement exprimé a la surface des lymphocytes B de la
LLC, ce qui constitue l'une des principales caractéristiques de la maladie. Ce récepteur B est
composé de I'lgM de surface assurant une interaction spécifique avec I'antigéne, associéé a
deux chaines polypeptidiques Iga/IgB groupées en hétérodimére (CD79a, b) qui jouent un
role essentiel dans I'assemblage de ce récepteur et la transduction du signal aprés activation
par I'antigeéne. Les régions intracytoplasmiques de I’hétérodimeére Iga/IgB contiennent un
motif d’homologie ITAM (immunoreceptor tyrosine-based- activation) constituées par des
tyrosines et leucines appariées (figure 25). Ce motif est aussi présent dans plusieurs
molécules du systéme immunitaire jouant un réle dans la transduction du signal d’activation.
La phosphorylation des tyrosines de ce motif par des tyrosines-kinases de la famille Src

favorise son association avec des domaines SH2 présents dans la tyrosine-kinase Syk
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Figure 25. Représentation schématique du BCR

La signalisation par le BCR joue un roOle important dans les différentes étapes du
développement du lymphocyte B. L'immunoglobuline de surface est composée de deux
chaines lourdes (H) identiques et deux chaines légéres (L) identiques. Chaque chaine est
constituée d’une région constante C et d’une région variable V. L’association des domaines
variables des chaines lourdes et légeres définit le site de fixation a I'antigene. Pendant la
différenciation et le développement des lymphocytes B normaux, le BCR va bénéficier d'une
grande diversité en raison des réarrangements de ses genes : les segments V, D, J pour les
chaines lourdes des Ig et les segments V et J pour les chaines légéres. Les mutations
somatiques des régions variables des Ig résultent d’'un processus d’affinement et de
maturation de leur spécificité vis-a-vis de I'antigene. Ce mécanisme correspond a
I'introduction au hasard de mutations ponctuelles dans les régions variables des génes. Le
développement des lymphocytes B est initié par un assemblage de génes de la région
variable des chaines lourdes (VH) et Iégéres (VL) des immunoglobulines chez les progéniteurs
des lymphocytes B. Chaque cellule B génére une paire distincte de géenes pour les VH et VL.
Les cellules B naives ont procédé au réarrangement des génes des immunoglobulines mais
ne présentent pas de mutations somatiques contrairement aux lymphocytes B qui ont
transité dans le centre germinatif qui présentent un taux élevé de mutations dans la région

variable des genes aboutissant a un lymphocyte B mémoire.
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La stimulation du BCR se fait aprés pontage d’au moins deux BCR, facilité par la présence
d’épitopes répétés sur I'antigene qui permet |'activation des molécules de signalisation
CD79a et CD79b. Cette activation implique une phosphorylation qui s’effectue sur les résidus
tyrosine présents sur les motifs ITAMs (immunoreceptor tyrosine-based-activation-motif) de
la portion intracytoplasmique des molécules CD79 par des kinases associées au BCR (BIk,
Fyn, Lyn, ...). Des phopshatases (SHP-1 et SHIP) sont chargés de limiter cette signalisation. La
phosphorylation favorise le recrutement en cascade de molécules de signalisation. Cette
activation dépendante du BCR est modulée par des signaux indépendants du BCR qui
permettent d’orienter le lymphocyte B soit vers une mort programmée ou apoptose soit
vers la prolifération. L'apoptose concerne la sélection négative alors que la prolifération
concerne la sélection positive. Le récepteur B a I'antigéne (BCR) est trés faiblement exprimé
a la surface du lymphocyte B de la LLC ce qui constitue un des principales caractéristiques de
la maladie. La stimulation antigénique en association avec la libération de cytokines joue un
role dans la prolifération des cellules de la LLC et leur permet d’éviter I'apoptose. Les BCR
des cellules des patients atteints de LLC sont de structure trés proche, les antigenes les liant
sont semblables et donc semblent liés a la pathogénese de la maladie. Effectivement,
longtemps considérés comme ontogéniquement immatures, incompétents au niveau
fonctionnel, peu proliférants et s’accumulant par défaut d’apoptose, les lymphocytes B de
LLC sont aujourd’hui reconnus comme des cellules ayant accompli un processus de
maturation pouvant exprimer des compétences immunitaires dont le turn over lent dépend
certes d’'un défaut d’apoptose mais aussi de facteurs extracellulaires favorisant leur
accumulation selon une dynamique active. Nicholas Chiorazzi a montré apres analyse des
clones leucémiques de LLC qu’il existait un nombre restreint de combinaison (les génes VH
les plus fréquemment exprimés étant VH 1-69, 3-07 et 4-34) (150) en sachant que les
familles de génes ne sont pas les mémes dans les formes mutées et non mutées voire dans
les formes a IgG ce qui suggere des biais de sélection distincts avec probablement une
transformation a des stades différents de la lymphogénése B. Ces données évoquent un
processus de sélection clonale compatible avec une stimulation par un nombre restreint
d’antigenes. Ces antigenes restent encore inconnus mais il pourrait s’agir de virus latents ou

de bactéries commensales qui activent le BCR.
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C. Conséquences

Nous savons maintenant que pour une méme maladie, un tiers des patients suit une
évolution bénigne ne nécessitant aucun traitement et meurt de causes non liées a la
maladie, un second tiers poursuit une évolution paisible pendant plusieurs années et
s’aggrave dans un deuxiéme temps, requiert un traitement anti-tumoral a ce moment et
meurt fréquemment des causes liées a la maladie et le tiers restant se présente sous forme

grave d’emblée, reléve d’un traitement précoce et meurt des causes liées a la maladie.

Comme vu plus haut, le profil mutationnel des génes des Ig a conduit plusieurs auteurs a se
demander si la LLC constituait une maladie unique ou les cellules subissent le méme
mécanisme de transformation ou deux maladies distinctes. Dans la LLC de bon pronostic les
cellules des patients expriment des genes des Ig mutés et correspondent a la prolifération
d’une cellule B ayant été au préalable en contact avec I'antigéne dans le centre germinatif.
Dans la LLC de mauvais pronostic, la transformation survient dans une cellule B dite « naive »
qui n’a pas encore rencontré d’antigene. Toutefois cette séparation en deux entités bien
distinctes va a I'encontre des éléments qui plaident en faveur d’une maladie unique: la
morphologie et le phénotype du lymphocyte B malin ne sont pas différents que les génes
des lg soient mutés ou non mutés, les altérations de I'expression du BCR, la sur-expression
de bcl-2 sont communs aux deux formes. Les cellules B de la LLC subiraient le méme
mécanisme de transformation ou tout du moins auraient en commun un mécanisme de
transformation identique parmi celles nécessaires pour transformer une cellule normale en
cellule maligne. Toutes les LLC « mutées » ou non proviendraient de cellules qui ont exprimé
au départ des Ig autoréactives (151) mais ce ne sont pas les méme familles VH et VL ce qui
prouve que les cellules B sont transformées a deux stades bien différents du développement
(152). Ainsi, les formes exprimant des genes en conformation germinale pourraient
correspondre a un stade de différenciation plus précoce au contraire des formes exprimant
des génes mutés. Des études récentes du profil des génes exprimés par les lymphocytes B-
LLC par la technique des puces a ADN (micro-arrays) sous-tendent l'idée que tous les cas de
LLC soit auraient une origine commune soit suivraient un processus commun de
transformation maligne (66,68). Effectivement les premiers travaux d’analyse par puce a
ADN ont montré que les LLC ayant des genes d’lg mutés et non mutés avaient globalement

la méme signature transcriptionnelle la différenciant des autres hémopathies malignes.
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Cependant ces deux fomes expriment un certain nombre de génes différents suggérant

I’existance d’au moins deux variants de la maladie.

Une étude allemande n’a montré cette différence que chez les hommes. Cette méme étude
a clairement montré que le profil génique était étroitement corrélé aux anomalies
cytogénétiques : les genes dérégulés étant souvent localisés sur les chromosomes impliqués

par ces anomalies comme le chromosome 11 ou 17 (153).

Longtemps considérée comme une maladie homogene constituée de cellules B immatures
immunocompétentes ayant une capacité de prolifération faible et qui s’"accumulent donc par
défaut d’apoptose, la leucémie lymphoide chronique est maintenant décrite comme une
maladie hétérogéne constituée de lympocytes B stimulés par des antigénes qui ont échappé
aux mécanismes normaux de mort cellulaire et s’"accumulent en proliférant du a une activité
aberrante de ZAP-70 (154). Cette hétérogénéité refléte la différence dans le statut
mutationnel des Ig, I'expression de ZAP-70 et de CD38 et le profil d’expression des génes.
Lorsque les cas de LLC ont été divisés dans des catégories distinctes de par ces différences,
de profondes disparités cliniques et pronostiques ont été révélées. Les patients avec des
clones n’ayant pas ou peu de mutations des genes des Ig, une expression importante de
CD38 et ZAP-70 développent une maladie trés agressive et rapidement fatale alors que les
patients avec des clones ayant des génes des Ig mutés et une expression faible de CD38 et
ZAP-70 ont une maladie indolente. La stimulation antigénique (décrite plus loin) qui fait
intervenir des cytokines et des cellules accessoires est un facteur favorisant la prolifération
des cellules de LLC en leur permettant d’éviter I'apoptose. Ces événements peuvent différer

d’un sous groupe a l'autre expliquant une différence clinique importante.

D. Hypothéses physiopathologiques

Il y a maintenant quelques années a été mis en évidence l'existence d'une enzyme
intervenant aussi bien chez I'homme que chez la souris dans le processus de mutation
somatique des génes des Ig et de commutation de classe. L'AID (activation-induced cytidine
deaminase) est indispensable a ces deux événements majeurs de la différenciation terminale

du LB. L'équipe de N. Chiorrazi a étudié par RT-PCR |'expression de I'AID chez 99 patients
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avec une LLC et 30 individus normaux. L'AID était exprimé dans 39% des cas de LLC mais

aucune expression n'a été trouvée chez les individus normaux.

Vingt trois pour cent des patients mutés et 60% des patients non mutés exprimaient I'AID
avec une expression modifiée au cours du temps. In vitro I'expression de AID augmentait
aprées stimulation des lymphocytes B purifiés de patients avec un profil muté ou non muté
par IL4 et anti-CD40. L'induction de I'AID chez les patients avec une LLC pourrait donc étre
lié¢e a un évenement d'activation qui pourrait expliquer la fréquence plus élevée

d'expression de I'AID dans les LLC non mutées.(155).

L'expression de I'AID et le profil d'expression des genes ont été explorés. Il semble que dans
la LLC I'AID serait appariée avec la forme variante pour former un dimere non fonctionnel
empéchant le processus de mutations dans les formes non mutées ou interrompant le
processus dans les formes mutées. Ces données laissent suggérer trés fortement que les
formes mutées ou non de la LLC proviennent de cellules B mémoires post germinatives. Ces
données sont en accord avec la présence de cellules non mutées capables de commutation
de classe (ou "switch") décrite dans un article de Oppezzo paru dans Leukemia en 2002 qui

posait la question de l'origine de la cellule B de LLC : cellule mémoire ou naive?

Les LLC non mutées dites "naives" sont IgD®, CD38 et CD27 et les LLC mutées
correspondraient a la prolifération de cellules post germinatives IgD’, CD38 et CD27". Les
cellules de LLC expriment a leur surface habituellement des IgM et IgD plus rarement des IgG
ou des IgA ; elles ont la capacité de muter et de switcher mais gardent néanmoins le
potentiel d'exprimer les IgD. Dans cette étude, 25 patients avec une LLC on été analysés : la
séquence nucléotidique VH a été déterminée et la présence des différents transcrits
recherchée. La présence d'un transcrit 1 et & a été identifiée dans tous les cas et de fagon
indépendante du statut mutationnel (12 LLC non mutées et 13 LLC mutées). De plus des
transcrits y ont été observés chez 11 patients et a dans cinq autres cas. Dans ces 16 derniers
cas, une co-expression des transcrits | et 6 était présente. Cela suggere donc que les cellules
B de LLC ne correspondent pas a des cellules naives puisque il existe des genes non mutés

avec des cellules capables de "switch".

L'accumulation, la prolifération des lymphocytes et leur blocage en phase GO qui définissent

la lymphocytosepeuvent étre expliqués par plusieurs mécanismes énumeérés ci-dessous.
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I11. Défaut d’apoptose

Il existe dans la LLC une dérégulation de I'apoptose secondaire a des changements dans
I'expression de nombreux régulateurs apoptotiques. On retrouve deux voies d’apoptose
avec intervention des caspases qui sont les effecteurs clés de I'exécution de la cascade

apoptotique (figure 26):

= |La voie intrinseéque est activée par de nombreux signaux tels que l'irradiation,

le stress cellulaire. Elle implique la libération a partir de la mitochondrie via
I'action de Bax qui va former un pore dans la paroi, de protéines comme le
cytochrome c qui va s’unir a la protéine APAF 1, I'ensemble provoque
I'activation de la caspase 9 puis la caspase effectrice (caspase 3) qui va
engendrer les modifications morphologiques et biochimiques caractéristiques
de 'apoptose.

= Lavoie extrinseéque est activée par des récepteurs de mort, appartenant a la

famille de TNF présents a la surface cellulaire mais qui possedent un domaine
intracytoplasmique. Ces récepteurs dont le plus connu est Fas (CD95)

déclenchent la voie des caspases qui va entrainer 'apoptose.
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Figure 26. Schéma simplifié des deux voies apoptotiques (156)

La résistance a l'apoptose a été attribuée a une variété de facteurs dont |’expression
anormale des protéines de la famille de Bcl-2 (157). Nous allons passer en revue les
différents facteurs présents dans cette cascade apoptotique qui interviennent dans

I’accumulation des cellules de LLC.

A. Molécules impliquées

1. Bcl-2

Les protéines de la famille de Bcl-2 jouent un r6le dans le contréle de la fonction
mitochondriale qui entre en compte dans la voie intrinséque de I'apoptose. Une étude
réalisée par Hanada et son équipe a montré une surexpression de la protéine anti-
apoptotique Bcl-2 dans 90% des cellules leucémiques secondaire a une hypométhylation du
promoteur du géne entrainant une plus grande transcription de la protéine (157). Il a été
montré que les lymphocytes sanguins qui présentent un haut niveau d’expression de Bcl-2
présentent une translocation entre les chromosomes 14 et 18 comme celle retrouvée dans
les lymphomes folliculaires ; or, dans 90% des cellules leucémiques de LLC il n’existe pas
cette translocation. Contrairement aux lymphomes folliculaires, il n’est pas encore clair si la
cellule leucémique de LLC acquiert ce phénoméne de surexpression au cours de la
leucémogéneése (secondaire a des signaux environnementaux qui lui seraient envoyés) ou si
elle a son origine a partir de cellules hyperexprimant cette protéine (secondaires a des
altérations génétiques des régulateurs de I'apoptose). Nous avons vu que lorsque les cellules
leucémiques sont cultivées in vitro elles meurent trés rapidement ce qui laisse penser que
I’environnement joue un réle non négligeable dans I'inhibition de I’apoptose (148).

La famille de protéines Bcl-2 contient aussi bien des molécules anti-apoptotiques comme
Bcl-2, Bcl-x, ou Mcl-1 que des molécules pro-apototiques (Bax, Bad, Bak) (158). Bax a la
possibilité de former un hétérodimeére avec Bcl-2. Quand Bax est surexprimée, elle accélere
la mort cellulaire apoptotique et élimine I'effet protecteur conféré par I’hyperexpression de
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Bcl-2. Le ratio molécules pro/antiapoptotiques via des intéractions mutuelles détermine le
sort de la cellule. La variation individuelle du rapport Bcl-2/Bax est corrélée avec |'apoptose
et I’évaluation clinique : une diminution de ce rapport est associée a une augmentation de la
sensibilité aux drogues cytotoxiques in vitro et a une meilleure réponse des patients a la

chimiothérapie (159,160).
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Figure 27. Représentation schématique des protéines de la famille Bcl-2 (157)

2. Mcl-1 (myeloid cell leukemia-1)

Mcl-1 est une molécule pro-apoptotique appartenant également a la famille Bc/-2 qui a
aussi un role important dans la pathogéneése de la maladie puisque des travaux ont montré
gue son expression est corrélée de maniére significative a un échec de rémission complete
apres chimiothérapie. L'identification récente de petites insertions séquentielles de 6 a 18
nucléotides dans le promoteur du gene de Mcl-1 au sein de certaines cellules de LLC (30%)
montre le réle important de Mcl-1 et la présence de ces insertions serait corrélée a une
élévation de Mcl-1 avec une progression rapide de la maladie et une survie plus courte

(160,161).
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B. Role des micro-ARNSs

Plus récemment, des études ont montré aussi le role des micro-ARNs (mi-ARNs) dans
I'inhibition de I'apoptose. Ce sont des petits ARNs fonctionnels simple brin non codant qui
jouent un role essentiel dans la régulation de I'expression des génes en interagissant avec
leur ARN messager (ARNm). Les mi-ARN-15a et mi-ARN-16-1, situés au niveau du
chromosome 13q14 sont délétés ou hypoexprimés dans 65% des LLC-B (94). L’expression de
ces deux mi-ARNs serait inversement corrélée a |'expression de Bcl-2 par une régulation
négative de Bcl-2 a un niveau post-transcriptionnel. Ils agiraient donc comme des genes

suppresseurs de tumeurs dont les mutations engendreraient une surexpression de Bcl-2.

IV. Régulation du cycle cellulaire

Dans la LLC, les lymphocytes circulants en phase S est négligeable. Les cellules sont
arrétées en phase précoce du cycle cellulaire. Le cycle cellulaire est une succession tres
régulée de phosphorylations par des kinases, les CDK (cyclin-dependent kinases). Le milieu
extérieur peut intervenir en augmentant I'expression des cyclines par des facteurs favorisant
la prolifération, ou en augmentant I'expression de molécules inhibitrices de I'activité des
CDK, les CKI (cyclin dependent kinase inhibitors) par des facteurs antiprolifératifs. Des études
ont montré des taux élevés de la protéine p27, un inhibiteur de prolifération de la famille
des CKI. La protéine p27 est surexprimée dans les LLC par rapport aux autres hémopathies
lymphoides mais variable d’un patient a 'autre (162). Une élévation de p27 induit une
progression de la maladie et donne a la LLC un pronostic péjoratif. Cette dérégulation des
génes du cycle cellulaire pourrait aussi contribuer a I'accumulation des cellules en phase

GO/G1.

V. Prolifération

Comme vu précédemment, les cellules circulantes de LLC sont des cellules arrétées en
cycle. Leur accumulation suppose, outre le défaut d’apoptose qui les caractérise, une

production continue. Cette prolifération de la population leucémique se traduit par la
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variabilité des présentations cliniques et une hétérogénéité des marqueurs biologiques qui
ont une valeur pronostique (TDL, taux sériques de tyrosine kinase, CD23, CD38, ZAP-70). Des
études in vivo ont quantifié cette prolifération avec un taux de croissance de 0.1 a 1% de
clones par jour avec 10° 4 10" nouvelles cellules leucémiques produites quotidiennement
(55). Il existe bien sir une relation entre un taux de croissance élevé et une maladie
rapidement progressive. Les formes indolentes IgM mutées et IgG seraient post centre
germinatif, la survie des cellules correspondantes serait due a une interaction chronique
avec des antigenes nominaux, ces formes peu prolifératives (1% par jour contre 4% dans les
formes graves (messmer)) proliféereraient par mimétisme antigénique. La survie a long terme

des lymphocytes B dépend des interactions avec leur antigéne nominal.

VI. Role du microenvironnement

Les signaux délivrés par contact direct de cellule a cellule ou par des facteurs solubles et
qui peuvent survenir en méme temps que I’'engagement du BCR favorisent la croissance des
cellules. La résistance de I'apoptose chez les cellules leucémiques in vivo qui définit la
maladie et au contraire I'augmentation de I'apoptose spontanée lorsque ces cellules sont

mises ex vivo montre que les cellules ont perdu des facteurs nécessaires a leur survie.

A Role des cellules stromales

La moelle osseuse est I'environnement privilégié des cellules de LLC, linfiltration
médullaire étant présent a tous les stades de la maladie. Le contact intime des lymphocytes
de LLC avec les cellules stromales in vitro empéchent la régulation négative de bcl-2 dans les
cellules de LLC prolongeant ainsi leur survie contrairement aux lymphocytes B normaux dont
les cellules stromales ne sont pas capables de maintenir la survie (163). Les cellules
stromales produisent des chimiokines responsable du trafic des cellules hématopoiétiques
qui expriment leurs récepteurs. |l existe un récepteur de chemokine CXCR4 (CD184) a la
surface des cellules leucémiques dont le ligand CXCL12 leur permet d’échapper a I'apoptose

par contact direct de cellule a cellule (164). Les cellules de LLC surexpriment de fagon
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homogene le CXCRA4. La fixation de son ligand entraine une activation des MAP kinases dans

les lymphocytes de LLC qui contribue a augmenter leur survie.

B Role des facteurs solubles

Les cellules de LLC semblent avoir sélectionné leurs capacités de réponse aux stimuli du
microenvironnement de facon a répondre aux stimuli antiapoptotiques et étre résistantes
aux stimuli proapoptotiques. Les lymphocytes de LLC sont résistants a I'action du TGFB, qui
induit normalement une inhibition de la prolifération et une apoptose des cellules B
normales. L'interaction du CD38 a la surface de la cellule B et de son ligand naturel le CD31
favorise la croissance leucémique. Le CD40, exprimée aussi par les cellules de LLC appartient
a la famille des récepteurs du TNF ; il contribue par sa stimulation a protéger les cellules
leucémiques de I'apoptose par la synthése de la survivine, molécule inhibitrice de I'apoptose
ou par I'expression de la molécule antiapoptotique Bcl-xL. Les cytokines produites par les
cellules leucémiques telles que le TNF-a (Tumor necrosis factor-a), I'IL-8 et I'lL-2 qui sont
absorbées par les cellules B tumorales via des récepteurs spécifiques, affectent la survie et la
prolifération des cellules B de fagon auto et paracrine. L’IL-4 est un facteur de survie des LB
normaux et est produite a des taux significativement plus élevés dans la LLC (165). Elle
entraine in vitro une augmentation de la survie des cellules. Néanmoins, cette hypothése est
contredite dans certains articles. Pourtant il existe une signature transcriptomique de I'lL-4

dans la LLC.

VIII. Conclusion

L’'homéostasie tissulaire est maintenue dans [|‘organisme grace a [I'équilibre
prolifération/apoptose. Dans tout type de tumeur cet équilibre ne se fait plus soit en raison
d’'une augmentation de la prolifération soit a cause d’un défaut d’apoptose soit par
I'association des deux phénomenes. Dans la LLC, il existe surtout un défaut d’apoptose in
vivo avec en conséquence une accumulation de petits lymphocytes matures B bloqués en

phase précoce du cycle cellulaire et ayant une durée de vie prolongée. Nous venons
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d’énumérer quelques moyens d’échapper a I'apoptose mis en évidence dans les cellules de
LLC pour lesquels a la fois le clone malin et son microenvironnement jouent un réle non
négligeable. Les facteurs de survie, les molécules antiapoptotiques, les régulateurs du cycle
cellulaire sont autant d’acteurs dans la physiopathologie de la maladie. La compréhension de
la physiopathologie de la LLC pourrait permettre d’envisager de nouvelles thérapeutiques
ciblées sur le déséquilibre prolifération/apoptose.

Concernant l'origine du clone leucémique, elle semble étre identique pour toutes les LLC
méme si la clinique et le pronostic peuvent varier. Les cellules B de LLC proviendraient d'une
cellule qui pourrait étre une cellule Bla ou une cellule de la zone marginale tandis que les

LLC mutées seraient des cellules B2 post centre germinatif.

LLa molécule CD5

I. Introduction

La LLC est caractérisée par I'accumulation de cellules B matures exprimant la molécule
CD5. La positivité du CD5 permet de différencier la LLC des autres SLP. La molécule est
considérée comme caractéristique méme si non spécifique de cette maladie. Nous allons
nous intéresser a son origine, sa structure, sa fonction et son réle certain dans la

physiopathologie de la LLC.

II. Histoire de sa découverte

La premiere approche de la molécule CD5 remonte a plus de 30 ans. Cantor et Boyse en
1975 l'ont baptisée Lyt-1 car elle semblait n’étre présente que sur certains lymphocytes T
(166). Ceux-ci présentaient toutes les caractéristiques de lymphocytes "T-helper", alors que
la surface des lymphocytes qui présentaient celles de lymphocytes "T-régulateurs” était

dotée d’un autre marqueur, la molécule Lyt-2,3. Quelques années plus tard, grace a I'apport
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des anticorps monoclonaux et de la cytométrie en flux, I'équipe de Ledbetter s’est apercu
que la molécule Lyt-1 était retrouvée aussi sur les "T-régulateurs". Ainsi s’agissait-il d’un
marqueur commun a tous les LT (167). Par la suite, Lyt-1 allait étre décrit sur les cellules de
certains lymphocytes B murins [Lanier 1981] ainsi que sur une faible proportion de
lymphocytes B (LB) normaux localisés dans la rate (168,169). L'appellation "Lyt-1" devint "Ly-
1". Parallelement chez ’'homme, I'existence d’une population de LB exprimant la molécule
CD5 a été observée sur les lymphocytes de LLC en utilisant des anticorps monoclonaux
dirigés contre les LT (170). Cette population a ensuite été mise en évidence dans les centres
germinatifs (171) Les premiers travaux sur les cellules B CD5 ont conduit a distinguer
physiqguement et fonctionnellement différentes populations se développant chacune a
différents moments de I'ontogénése (172). Celle qui s’installe la premiére dans I'ontogénése
chez 'lhomme et la souris a été dénommée LB-1 et exprime la molécule Ly-1 ou CD5. La
majorité des LB matures se trouvant au niveau des organes lymphoides et se développant
tardivement dans I'ontogénése a été appelée LB-2. Puis la population LB-1 a été subdivisée
en B-1a exprimant le CD5 et en cellules B-1b ne I'exprimant pas en raison de la découverte
chez la souris d’'une population B qui possédait les caractéristiques des LB CD5 mais qui était

dépourvue de molécule CD5.

III. Structure de la molécule

Il s’agit d’'une glycoprotéine monomeérique transmembranaire de type | de 67kDa de poids
moléculaire, historiquement nommé Lyt-1 ou Ly-1 dans les modeles murins. Sa structure est
fortement conservée au cours de I'évolution. Elle comprend un seul polypeptide de 471
acides aminés (173).

La molécule CD5, reconstituée a partir de 'ADN complémentaire contient quatre régions
distinctes : une séquence signal, un segment extracellulaire, un segment transmembranaire

et un segment intracellulaire.

= Le segment extracellulaire

La région extracellulaire constituée de 347 AA comprend trois récepteurs "scavenger"
contenant des domaines riches en cytéine ou domaines SRCR (174). C’est une molécule

appartenant a la famille des "scavenger receptor”, tout comme CD6 avec laquelle elle a une
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forte homologie. Ces domaines SRCR sont présents dans de nombreuses protéines
membranaires des leucocytes. Ils ont été dénommeés ainsi suite a la découverte du premier
domaine SRCR sur la portion C-terminale du récepteur "scavanger", une protéine de type Il
trouvée sur les macrophages. Il n’existe pas de représentation tridimensionnelle de la
structure de ces trois domaines SRCR. Une étude par microscopie électronique a permis
d’identifier des sucres N liés sur les domaines ce qui suggere que la région extracellulaire se
présente comme une tige (figure 28) (175). Ce domaine joue un réle de protection (contre
les infections fongiques et autres). Le domaine C terminal riche en cystéines favorise la

survie par liaison avec la CAM kinase.

= Larégion transmembranaire

La région transmembranaire compte 31 AA situés entre la position 348 et 378. Elle

correspond a une région tres hydrophobe.

= Larégion intracytoplasmique

Le segment intracytoplasmique est relativement long (94 AA). Il comprend des motifs de
régulation et d’activation ; ce qui suggére qu’il joue un réle dans la transduction des signaux.
On y trouve quatre résidus tyrosine (176), quatre résidus thréonine et 11 résidus sérines
(177) formant des sites susceptibles d’étre phosphorylés. Les tyrosines constituent deux
motifs ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif) qui peuvent étre
phosphorylés par les phosphotyrosine kinases (PTK) de la famille Src. Ce sont des sites
receveurs pour les domaines SH2 (Src homology-2) de ces PTK (178). Aprés stimulation du
TCR, CD5 s’associe a ZAP-70, a p21 phospho T (179), a la sous-unité p85a de la
phosphatidylinositol 3-kinase (Pl 3-K) (180) enclenchant ainsi la transduction du signal.
Parallelement a I'association de PTK aux motifs ITAM de CD5, plusieurs auteurs ont mis en
évidence I'association de CD5 avec des phosphatases des résidus tyrosine. Il a été démontré
gue la molécule SHP-1 était associée a CD5 sur les thymocytes (181) et sur les LB-1a murins
(182) La tyrosine 378 posseéde un motif ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory
motif) responsable de I'association de SHP-1 a CD5 (183). Cependant le role régulateur de
CD5 dans la transduction du signal émanant du récepteur a I'antigéne des LB (BCR) semble
nécessiter la présence des motifs ITAM plutét que ITIM associé a SHP-1 (184).. Le domaine
intracellulaire est conservé entre le modeéle humain et murin et est donc un élément

important du systeme immunitaire.
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Ainsi, la molécule CD5 peut assurer la transduction du signal par elle-méme grace a ses

motifs ITAM. Mais elle peut aussi se comporter comme une molécule modulatrice et

régulatrice de la transduction du signal regu par le BCR.
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Figure 28. Représentation schématique de la structure de la molécule CD5. Les fleches indiquent les sites

possibles de fixation des molécules responsables de la transduction du signal (175)
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IV. Situation

Cette protéine est codée par le gene CD5 situé sur le chromosome 11 chez 'lhomme

(11912.2). Il est constitué de 11 exons avec une longueur de 24kb (figure 29).
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Figure 29 Représentation schématique du chromosome 11 avec localisation du gene CD5 en rouge (disponible
sur www.genecards.org)

V. Ligands de CD5

Son ligand principal est le CD72, un récepteur présent a |’état naturel sur toutes les
cellules B [Velde 1991] mais d’autres ligands ont été découverts comme la gp40-80 la région

de la chaine légere de I'lg (VH) ainsi que d’autres protéines de surface.

Type de
Ligand Espéce Cellules
cD72 Homme, souris Toutes les cellules B
IgVh Lapin Quelques cellules B
Glycoprotéine induite CellulesTetB
par l'antigéne Souris, Homme activées

Tableau 12. Les différents ligands de CD5 d’apres (185)

VI. Distribution tissulaire des LB CD5+

Comme nous I’avons déja vu, la molécule CD5 est un marqueur des cellules pan T c’est-a-

dire exprimé a la surface de tous les lymphocytes T (thymocytes, lymphocytes T matures et
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précurseurs T), le niveau d’expression du CD5 est donc corrélé a celui du CD3. Au contraire,
CD5 n’est pas présent sur tous les lymphocytes B mais est exprimé par une sous-population
de lymphocytes B bien distincte, les lymphocytes B1, issu du péritoine (186) qui ont été
décrits initialement chez la souris avec des lymphocytes Bla qui expriment le CD5 et les B1b
qui ne les expriment pas (168,185). Contrairement au modéle murin, I’expression de CD5 est
hétérogéne dans les cellules B humaines. Cing a 10 % des cellules B circulantes sont CD5"
chez 'homme adulte(187,188). Ces LB CD5" représentent moins de 30% des cellules B des
ganglions lymphatiques et des amygdales, ou ils se concentrent autour des centres
germinatifs (171) ainsi que dans les organes lymphoides secondaires. lls sont absents de la
moelle osseuse adulte (189). Dans le péritoine, 63% des LB possédent le marqueur CD5 (190)
. Dans le sang périphérique, les cellules CD5+ représentent 5 a 30% des cellules B de I'adulte
et plus de 80% chez le nouveau-né et diminuent avec I'age (191). Chez I'adulte, les cellules
CD5+ se partagent entre les cellules Bla " like" et B2 activés (192). Chez le nouveau-né par
contre il y a une majorité de cellules BCD5+ mais on ne connait les proportions de cellules
Bla et B transitionnelles. Ces derniéres cellules sont probablement celles qui apparaissent
lors de la reconstitution post-greffe de CSH car elles disparaissent en deux semaines et sont
remplacées ensuite par des cellules BCD5'. Initialement, les cellules CD5" issues du péritoine
sont autoréactives, productrices d’lgM naturelles polyréactives et dépourvues de mutations
somatiques et de lognue durée de vie et sont T-indépendantes.Donc les cellules BCD5 de LLC
correspondraient aux cellules Bla décrites mais ces derniéres sont IgM* et CD23™ ce qui va a
I’encontre du phénotype des cellules B de LLC. De plus, Le CD5 est un marqueur d’activation
au niveau des cellules B2 ; sachant que le transcriptome des LLC est celui des cellules B
activées, les cellules de LLC proviendraient des cellules B2 activées de fagcon chronique avec
un autoantigéne ce qui provoquerait une inhibition d’expression d’IgM. Les formes mutées
sont des B2 post centre germinatif, les formes non mutées sont des B2 pré centre germinatif
ou des Bla qui sont phénotypiquement identiques aux cellules de LLC. Les cellules B2 sont
sélectionnées négativement car elles ont des IgS de forte affinité, il y a donc délétion des
clones autoréactifs. Dans une revue de Dalla Favera en 2005, les formes agressives de LLC
seraient des cellules B2 non éliminées par sélection négative et les formes indolentes des

cellules B de la zone marginale(193).
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VIIL. La molécule CD5 dans les pathologies auto-immunes

Les cellules B1 interviennent dans le mécanisme des maladies auto-immunes, notamment
dans la polyarthrite rhumatoide ou a été trouvé dans le sang de patients souffrant de cette
pathologie un nombre de LB CD5 anormalement élevé (194). Ce nombre est
particulierement élevé chez les patients présentant un fort taux de facteur rhumatoide de
type 1gM avec une production plus importante par les LB CD5" que les LB CD57(195). Cela
semble étre le méme cas pour les patients avec un lupus érythémateux disséminé ou un
diabete de type 1. Ces éléments montrent que ce sous-ensemble de cellules B est
responsable de la production d’auto-anticorps "naturels". Ainsi la responsabilité des LB CD5
a été considérée comme engagée dans la production d’auto-anticorps au cours de maladies

auto-immunes.

Les mécanismes en jeu dans les maladies auto-immunes non spécifiques d’organes
(activation polyclonale des LB par exemple) peuvent étre comparés a ceux qui interviennent
dans les syndromes lymphoprolifératifs (activation monoclonale des LB par exemple). Ainsi,
comme le nombre de clones a I'origine de ces deux types de pathologies semble étre établi,
les LB CD5" pourraient étre responsables de la production d’auto-anticorps dans le premier
type de pathologie et sensibles a la transformation maligne dans le second. Le fait que CD5
soit exprimé sur des cellules productrices d’auto-anticorps est I'une des particularités
essentielles des LB-1a. Il a été démontré que CD5 exprimé sur les LB jouait un réle dans le
maintien de la tolérance vis-a-vis des auto-antigénes (196,197). Les cellules B CD5"
apparaissent donc occuper une situation particuliere au sein du systeme immunitaire.
L’existence de ces autoanticorps polyréactifs pourrait expliquer les manifestations auto-
immunes rencontrées dans la LLC (197). Dans les souris CD5KO les lymphocytes sont
hyperactivés si le récepteur a I'antigene est mis en route (voir plus loin) mais ils ne sont pas
plus actifs que les lymphocytes des souris sauvages si on les active avec du CD40L. Ainsi le
role du CD5 est d’empécher les lymphocytes de réagir fortement a une stimulation

antigénique via le récepteur a I'antigéne, si tel n’est pas le cas on parle d’autoimmunité.

VIII. Role de la molécule CD5 dans la transduction du signal via le BCR
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Le r6le du CD5 a été décrit la premiére fois par I’équipe de Hayakawa qui a montré que le
CD5 avait une seule fonction, celle de favoriser les cellules B a produire des anticorps I1gM
autoréacifs (168). Il a été ensuite démontré que le CD5 participait a la régulation de
I'immunité avec controle des processus d’auto-immunité et protection contre ce processus

(192).

Bien que la fonction précise du CD5 ne soit pas complétement élucidée, il semble que cette
molécule apparait comme une molécule de costimulation dans les modeles murins et
humains.

Une importante fraction (environ 25%) des cellules BCD5+ coexpriment la molécule CD27 qui
est un récepteur aux cytokines, également exprimée par les cellules mémoires ce qui
suggére aussi que le CD5 est un marqueur d’activation. Il est démontré que le CD5 était
couplé de facon physiologique au TCR (récepteur des cellules T) (179) et au BCR (récepteur
des cellules B) jouant un réle de régulation du signal déclenché par les deux récepteurs
(198). Dans des études récentes sur un modele de souris dépourvu de CD5, il a été démontré
que ce récepteur régulait de facon négative le signal médié par le récepteur a I'antigene au
niveau des thymocytes et des cellules B1. L’absence de CD5 chez la souris amenait les
cellules B a proliférer par le biais de son IgM econtrairement aux souris wild-type CD5". Les
cellules B1 ont développé une forme de résistance a |'apoptose par I'expression
d’Immunoglobuline membranaire M. Le mécanisme par lequel le CD5 inhiberait les signaux
du BCR et TCR n’est pas encore complétement élucidé. Plusieurs données biochimiques ont
révélé que le CD5 exerce cette fonction d’inhibition au niveau d’une protéine tyrosine kinase
(PTKs) par le recrutement du domaine SH2 contenant SHP1 (199). Cette protéine, retrouvée
exclusivement dans la lignée hématopoiétique est un régulateur négatif essentiel dans la
signalisation des cellules B et T. SHP1 est associé constitutivement au BCR sur les cellules B1.
Pour expliquer cette fonction inhibitrice une séquence cytoplasmique du CD5 représente un
site d’accueil pour la tyrosine phosphate SHP1. Cette phosphatase est considérée comme
étant un gene suppresseur de tumeur, elle est réprimée dans de nombreuses hémopathies.
Le CD72 est un ligand pour SHP1, lorsqu’il est phosphorylé, il peut transmettre un signal
pour le BCR, celui d’induire I'apoptose. La déphosphorylation de CD72 entraine un role

positif de SHP1 dans la signalisation du BCR (200,201). Le CD5 favorise une interaction
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prolongée entre le BCR et SHP1 (182). La molécule CD5 exerce donc un rétrocontréle négatif

sur le BCR qui contribue a la survie des cellules B de LLC. Il existe plusieurs signaux

extracellulaires transmis au BCR qui vont avoir des conséquences différentes sur I'activation

et la transduction du signal avec certains signaux qui vont avoir un effet négatif sur la

signalisation, c’est le cas de CD5 mais aussi CD72 ou CD22 et d’autres qui agissent de

maniere positive (figu

re 30).
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Figure 30. Signaux intervenant dans I'activation positive ou négative du BCR (202)

En résumé, le CD5 s’associe au récepteur a I'antigene (TCR par le biais de p21 ou BCR par

2 SHP-1

Iga/B). Dés que le récepteur a I'antigéne est ciblé par son antigéne spécifique, il migre dans

les radicaux riches en cholestérol ou il se lie au complexe de signalisation entrainant une
cascade qui aboutit d’'un coté a la prolifération et la différenciation (voie de la PKC) et de
I"autre coté a I'ouverture des canaux calciques et au flux calcique dans le cytosol.

LLa molécule CD5 dans la LL.C
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I. Mécanismes en cause dans le défaut d’apoptose au cours la LLC

Les LB CD5" s’accumulent par défaut d’apoptose et il est courant de voir ces patients
développer des phénomeénes auto-immuns. Dans la majorité des cas, les auto-anticorps sont
dirigés contre des auto-antigénes exprimés par les érythrocytes ce qui provoque des

cytopénies auto-immunes (203).

L’autre caractéristique de ces lymphocytes est la faible expression des immunoglobulines de
surface ce qui permet de distinguer les cellules B de LLC de celles des lymphomes a petites
cellules (204). Une expression faible de I'lgM n’existe que sur les LB qui ont été anergisés par
interaction avec un auto-antigéne. Cette capacité a produire des auto-anticorps aprés
transformation maligne est un début d’explication a la survie de ces cellules car I'interaction
d’une immunoglobuline monoclonale auto-réactive avec son auto-antigéne prévient
I’apoptose des cellules malignes (205). L'absence de réponse au BCR peut s’expliquer par des
anomalies de ce récepteur. Effectivement, le domaine extracellulaire de la sous-unité B du
BCR (CD79b) manque chez la plupart des patients atteints de LLC. Ce bas niveau de BCR sur
la membrane des cellules B de LLC entraine un signal de transduction anormal qui est corrélé
a une diminution de I'activité des protéines tyrosine kinase en particulier Src kinase Lyn
(206). De méme la molécule CD22 qui potentialise la prolifération induite par un signal recu
par le BCR est absente a la surface de ces cellules (16). L'équipe de Castejon a montré qu’en
ajoutant certaines cytokines comme IL-2, IL-4 et IL-10 la mort cellulaire était différée
(207).Parmi toutes les cytokines, I'IL-10 semble jouer un role privilégié. Une production
exagérée d’IL-10 semble favoriser I'expansion des LB et la production d’anticorps. L'équipe
de Howard en 1992 a suggéré que I'lL-10 plutét qu’agir directement sur les LB, favorise
I’expression ou la régulation d’autres cytokines directement responsables de la prolifération
des LB (208).L'IL-10 est la cytokine la plus importante dans la survie prolongée des cellules B-
1 in vivo et in vitro. Le mécanisme de la production d’IL-10 n’est pas connu mais il semble
exister une relation directe possible entre I'expression de CD5 et la sécrétion d’IL-10. En
étudiant les cellules B périphériques humaines, les cellules B CD5 (qui représente 10% des
cellules B) produisent plus d’IL-10 et ont une survie plus longue in vitro aprés activation par
rapport aux cellules CD5". L’association de CD5 aux cellules CD5" induit la production d’IL-10

par I'activation d’un promoteur et la synthese de son microARN. CD5 induit donc la survie
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des cellules B grace a la production d’IL-10 et exerce un rétrocontrole négatif sur la
signalisation par le BCR (209). La molécule Bcl-2, molécule anti-apoptotique est fortement
exprimée dans la LLC alors qu’elle n’y est que faiblement dans les LB normaux (210). Cette
surexpression de Bcl-2 peut étre une des explications de I'absence de progression des LB
CD5" de LLC dans le cycle cellulaire et leur blocage en phase GO. A Iinverse, dans les
pathologies auto-immunes comme le LED ou la PR, il existe une sur-expression de c-myc
donc une activation des LB CD5" et une augmentation de I’apoptose. Il existe donc différents
facteurs qui sont surexprimés ou au contraire réprimés au cours de la LLC qui peuvent

expliquer I"'accumulation des cellules B de LLC (figure 31) [Caligaris-Cappio 1999].

Origine Raisons de 1'accumulation

Défaut d'apoptose :
-Bcl-2 +++
- Bel-x +++

Cellule B CD5 - Fas absent

- anergique

- c-myc absent

Défaut du BCR

- CD79b anormal
- sCD22 absent

- auto-réactive

- anergique

- auto-réactive

Figure 31. Schéma des événements impliqués dans I'origine de I'accumulation des cellules B de LLC d’apres
(147)

I1. CD5 et niveau de résistance a I'apoptose dans la LLC

Des travaux intéressants de I'équipe de Jo. Pers sur la réponse des cellules de LLC a
I’apoptose ont été réalisés grace a I'utilisation d’un anticorps monoclonal (acm) anti-CD5. En

effet le premier anticorps monoclonal qui a été retenu pour traiter la LLC est I’anti-CD5. Ces
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travaux ont permis de découvrir qu’en culture, un acm anti-CD5 induisait I'apoptose de LB
de la moitié des cas alors qu’il est inefficace sur I'autre moitié. Il a été aussi montré qu’il
existe plus d’lgM et de molécules CD5 a la surface des LB quand la LLC réagit a I’anti-CD5 que
quand elle ne le fait pas. Ensuite la transduction du signal d’apoptose lancé par I'acm a partir
de la molécule CD5 a été étudiée dans cette méme étude. Ce signal parvient au noyau de la
cellule en partant de la molécule CD5 et en transitant par le BCR. Pour qu’un signal
d’apoptose soit transmis, il faut que tous les constituants du BCR soient fonctionnels.
Comme vu plus haut, il existe une forme tronquée de CD79b qui est I'un des constituants du
BCR et c’est cette forme qui prédomine dans les LB de la LLC. Les LB des LLC résistant a
I’'apoptose soumise par CD5 détiennent plus de formes tronquées de CD79b que ceux des
LLC qui lui étaient sensibles. La transmission du signal d’apoptose de CD5 par I'intermédiaire
des molécules du BCR n’est possible que si CD5 et le BCR se trouvent dans des structures
spécialisées de la membrane plasmique appelées radicaux lipidiques.

L’équipe de JO Pers a donc montré que I'entrée en apoptose des LB de malades atteints de
LLC aprés stimulation par un anticorps anti-CD5 était différente en raison de I’hétérogénéité
de cette pathologie. Dans cette étude, deux groupes ont été observés, apres culture en
présence d’un anticorps anti-CD5 : le groupe | qui contenait des LB résistants et le groupe |l
des LB sensibles. Les LB du groupe Il (groupe défavorable) exprimaient des niveaux plus
élevés de molécules CD5, IgM, CD38 et CD79b que ceux du groupe | (groupe favorable). Ce
qui peut suggérer que |'expression de ces molécules est corrélée a la sévérité de la maladie

(211).

Conclusion

La leucémie lymphoide chronique est une hémopathie chronique caractérisée par
I"accumulation de petits lymphocytes matures bloqués en phase GO du cycle cellulaire. Cette
accumulation est secondaire a un défaut d’apoptose qui fait intervenir de nombreux facteurs
pro et antiapoptotiques dont la balance fera entrer ou pas la cellule en mort cellulaire
programmée. |l existe dans la LLC une hyperexpression des marqueurs anti-apoptotiques et

au contraire un défaut d’expression des molécules pro-apoptotiques.
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La molécule CD5 caractérise les cellules de LLC puisque qu’elle est présente chez presque
100% de ces cellules. Elle intervient de fagon certaine dans la transduction du signal en
exercant un rétrocontrole négatif sur le BCR et le TCR via des facteurs de signalisation. Il a
été maintenant prouvé le réle certain de cette molécule dans le maintien en anergie des
cellules de LLC in vivo et dans leur prolifération avec inhibition de la mort cellulaire
programmeée par l'intermédiaire de mécanismes qui ne sont pas encore complétement
élucidés mais qui font intervenir des molécules comme IL-10 ou le calcium. Les cellules de
LLC vont répondre différemment aux signaux d’apoptose en fonction de I'expression de
molécules en particulier CD5 a leur surface ce qui permet d’expliquer en partie
I’hétérogénéité de cette pathologie. Il était donc intéressant d'étudier I'expression de cette
molécule CD5 dans une série de patients atteints de LLC qui compose la partie Ill de ce

travail.
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TROISIEME PARTIE :

ANALYSE DES DONNEES
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Introduction

La leucémie lymphoide chronique (LLC) représente la leucémie la plus fréquente dans le
monde occidental. Sa prise en charge a été modifiée ces derniéres années par une meilleure
compréhension de sa physiopathologie et par larrivée de nouveaux marqueurs
pronostiques. Les progrés dans la caractérisation biologique (phénotypique et génétique) de
la LLC ont permis I'identification de sous-groupes pronostiques de patients ce qui permet de
proposer une prise en charge thérapeutique « ciblée » et personnalisée adaptée au risque
de chacun. Le travail qui va étre présenté dans cette troiseme partie a pour but d’étudier la
molécule CD5, un marqueur qui fait partie du score de Matutes, indispensable pour classer
les syndromes lympho-prolifératifs (SLP). Cette étude rétrospective a évalué en particulier
I'intérét de la mesure de l'intensité de fluorescence du CD5 dans le LLC. Nous avons testé les
liaisons possibles de CD5 avec d’autres critéres diagnostiques ainsi que son impact pour la
stadification et le pronostic de la maladie. Nous avons évalué si le CD5 pouvait étre un
marqueur pronostique propre et s’il pouvait permettre de prédire le caractere agressif ou

indolent et I’évolution plus ou moins rapide de la maladie.

Analyse de I'étude

I. Patients, matériels, méthodes

A. Description générale de I’étude

Il s’agit d’'une étude rétrospective, monocentrique, univariée qui a permis l'inclusion des
patients atteints de LLC dont le diagnostic a été effectué entre 2006 a 2010. Les patients
étaient pris en charge au CHU de Nancy et dans d’autres centres hospitaliers périphériques
(Epinal, Metz, Thionville, Bar-le-Duc, Verdun). Tous les phénotypes ont été effectués dans le
service d’hématologie biologique du CHU de Nancy (procédure technique identique et

validation du résultat homogene par le Dr JF. Lesesve dans la quasi-totalité des cas).
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B. Patients et prélevements

1. Patients inclus

Sept cent soixante-neuf patients ont été inclus car ils répondaient aux criteres

diagnostiques établis par I'lWCLL a savoir :

= Une lymphocytose supérieure a 5 G/L constituée par des petits lymphocytes matures
dans le sang périphérique avec une chronicité supérieure ou égale a 3 mois. Nous
avons néanmoins décidé pour notre étude de prendre un taux minimum arbitraire de

4 G/L afin d’augmenter notre effectif.

= Les caractéristiques immunophénotypiques suivantes : panel composé au moins des
marqueurs du score de Matutes avec co-expression par les lymphocytes des CD19 et
CD5 ainsi que du CD23, expression faible de I'lgS, absence d’expression ou expression
faible du CD79b, expression du CD22 ou FMC7 négative ou faible. Le score de

Matutes était supérieur ou égal a 4.

= Tous les immunophénotypages ont été effectués au moment du diagnostic.

Les critéres d’inclusion de I'étude étaient :

- Diagnostic clinique, biologique, phénotypique de LLC, tout stade de Binet confondu
- Age supérieur a 18 ans
- Positivité du CD5 avec IMF > 19 (seuil fondé sur les valeurs de référence du

laboratoire, propres au clone et au fluorochrome utilisé)

Les critéres d’exclusion étaient :

- Ageinférieur a 18 ans
- Autre diagnostic que LLC (dont la lymphocytose monoclonale B et les autres
syndromes lymphoprolifératifs B)

- Négativité ou positivité tres faible du CD5 (exclusion pour une IMF < 19)
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2. Préléevements pour 'immunophénotypage lymphocytaire
a. Types de prélévements

Les prélévements ont été réalisés pour chacun des patients au moment du diagnostic.
L'immunophénotypage par cytométrie en flux (CMF) a été réalisé a partir d’échantillons de
sang veineux total périphérique, prélevé au pli du coude et placé dans un tube contenant de

I’'EDTA (acide éthylene diamine tétra acétique).

b. Transport, stockage et contréle des préléevements

Les préléevements destinés a I'immunophénotypage lymphocytaire ont été adressés au
service d’hématologie biologique du CHUN, selon les procédures habituelles et dans les

meilleurs délais (< 12 heures) et maintenus a température ambiante (environ 20°C).

Lors de l'arrivée au laboratoire I'aspect des échantillons a été vérifié, notamment pour
s’assurer de I'absence de caillot ou d’hémolyse. Un hémogramme a ensuite été effectué et
un frottis sanguin préparé et coloré au MGG. |l a été systématiqguement observé en
microscopie optique afin d’apprécier les caractéristiques cytologiques des cellules. Celles-ci

ont été indiquées dans le compte-rendu du test.

C. Matériels

1. Appareils

= centrifugeuse G4-12 JOUAN utilisée pour la séparation des cellules mononucléées

avant 'immunophénotypage,

» appareil d’hématimétrie ADVIA 2120° (Siemens, Tarrytown, NY USA) pour la
réalisation de I'hémogramme afin de déterminer le nombre de leucocytes et le

pourcentage de lymphocytes avant la réalisation de 'immunophénotypage,
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= cytometre en flux quatre couleurs FACScalibur’ (Becton Dickinson) pour la réalisation
de 'immunophénotypage utilisé avec le logiciel CellQUEST" pour 'interprétation des

résultats.

2. Matériels pour I'immunophénotypage

- tubes pour cytomeétre (Becton Dickinson)

- chronomeétre

3. Réactifs pour 'immunophénotypage

Réactifs conservés a 4°C : les anticorps monoclonaux (Tableau XIII)
BECTON DICKINSON :
- controle isotypique 1gG1 marqué a la phycoérythrine (IgG1 PE)

- anticorps anti-CD4 couplé a l'isothiocyanate de fluorescéine/anti-CD8 couplé a la
phycoérythrine/anti-CD3 couplé a une protéine de chlorophylle de péridinine (TriTEST CD4
FITC/ CD8 PE/ CD3 PerCP

- anticorps anti-CD22 couplé a I'isothiocyanate de fluorescéine (anti-CD22 FITC)

- anticorps anti-CD45 couplé a I'allophycocyanine (anti-CD45 APC)

DAKO :
- controle isotypique 1gG1 marqué a l'isothiocyanate de fluorescéine (IgG1 FITC)
- controle isotypique 1gG1 couplé a la phycoérythrine cyanine 5 (IgG1 PE-Cy 5)
- anticorps anti-CD43 couplé a l'isothiocyanate de fluorescéine (anti-CD43 FITC)
- anticorps anti-CD23 couplé a la phycoérythrine (anti-CD23PE)
- anticorps anti-FMC7 couplé a l'isothiocyanate de fluorescéine (anti-FMC7 FITC)
-anticorps anti-CD20 couplé a la phycoérythrine (anti-CD20 PE)
- anticorps anti-chaines légeres Kappa couplé a I'isothiocyanate de fluorescéine/ anticorps
anti-chaines légeéres Lambda couplé a la phycoérythrine R/ anticorpsanti-CD19 couplé avec la
R-phycoérythrine-cyanine 5 (anti-Kappa FITC/ anti-Lambda RPE/ anti-CD19 RPE-Cy5)
- anticorps anti-CD27 couplé a la phycoérythrine (anti-CD27 PE)
- anticorps anti-lg A couplé a I'isothiocyanate de fluorescéine (anti-Ig A FITC)
- anticorps anti-lg D couplé a I'isothiocyanate de fluorescéine (anti-lg D FITC)
- anticorps anti-lg G couplé a I'isothiocyanate de fluorescéine (anti-lg G FITC)
- anticorps anti-lg M couplé a I'isothiocyanate de fluorescéine (anti-lg M FITC)
- anticorps anti-CD103 couplé a la phycoérythrine (anti-CD103 PE)
- anticorps anti-CD25 couplé a l'isothiocyanate de fluorescéine (anti-CD25 FITC)
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BECKMAN COULTER :

- anticorps anti-CD19 couplé a I'isothiocyanate de fluorescéine/ anticorps anti-CD5 couplé a
la phycoérythrine (anti-CD19 FITC/ anti-CD5 PE)
- anticorps anti-CD19 couplé a la phycoérythrine cyanine 7(anti-CD19 PC7)
- anticorps antiCD79b couplé a la phycoérythrine (anti-CD79b PE)
- anticorps anti-CD38 couplé a la phycoérythrine (anti-CD38 PE)

- anticorps anti-CD10 couplé a la phycoérythrine (anti-CD10 PE)
- anticorps anti-CD24 couplé a la phycoérythrine (anti-CD24 PE)
- anticorps anti-CD11c couplé a la phycoérythrine (anti-CD11c PE)

Réactifs conservés a température ambiante

- Tampon phosphate buffer Saline (PBS) : Cellwash réf. 349524 (BECTON-DICKINSON)

- eau distillée (PHARMACIE CHU)
- solution de lyse : BD Facs Lysine Solution (obtenue par dilution au 1/10

eme

en eau distillée)

Fluorochrome Fabricant
Anticorps FITC | PE | Pe-Cy7 | Percp | APC Clone B.ec.kton Beckman Dako
Dickinson Coulter
) CD5 . BlL1a
Conj (CD19-5) I p1g . J3-119 ¢
CcD3 * UCTH1 *
CD10 * ACB1 *
CD19 J3-119 *
CD20 . BL-Lyl .
CD22 * S-HCL-1 *
CD23 * MHM6 *
IgA ND
IgD ND
IgG ND
IgM ND
CD3 * SK7 *
Conj (4-8-3) CD4 3 * SK3 *
CD8 * SK1 *
CD28 * L293 *
CD38 3 LS198-4-3 *

Tableau 13 Panel d’anticorps monoclonaux utilisés.
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D. Méthodes

1. Immunophénotypage lymphocytaire

a. Principe

La cytométrie en flux est une technique d’analyse multiparamétrique cellule par cellule
dans une population cellulaire hétérogéne en suspension. Chaque cellule, entrainée a
grande vitesse par un fluide au centre d’'une veine liquide, passe devant une source
d’excitation lumineuse (faisceau laser) permettant son analyse physique de taille et de
structure. Chaque cellule passant devant le faisceau laser peut émettre une fluorescence
naturelle ou résultant de I'incorporation ou de la fixation de fluorochromes (couplés le plus
souvent a des anticorps monoclonaux qui peuvent reconnaitre des épitopes membranaires
ou intracellulaires aprés perméabilisation). Les signaux détectés par le systeme optique sont
amplifiés, convertis en signaux électroniques, puis en valeurs numériques permettant

I’analyse sur unité informatique.

b. Immunomarquage

La suspension cellulaire est marquée par immunofluorescence directe avec divers
anticorps monoclonaux couplés a des fluorochromes qui sont spécifiques de marqueurs

lymphoides :

- B :CD10/CD11c/CD19/CD20/CD22/CD23/CD24/CD25/CD27/CD38/CD43/CD79b/
CD103/FMC7/Kappa/Lambda/lgA/IgD /1gG /IgM

- T :CD3/CD4/CD5/CD8

L'analyse est réalisée sur sang total sans lavage préalable sauf pour la détermination des
chaines lourdes et légéres des immunoglobulines membranaires qui demande I'élimination

des immunoglobulines circulantes.
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c. Analyse cytométrique

L’acquisition se fait a I'aide du logiciel CellQuest. Sur la représentation biparamétrique

taille (LIN)/structure (LIN), on réalise la fenétre R1 ciblant les éléments lymphoides :

- Sur la représentation biparamétrique FL1 FITC (LOG) /FL2 PE (LOG) conditionnée sur
R1, réalisation un quadrant statistique pour analyser les marqueurs spécifiques
étudiés pour chaque tube. Ce principe est le méme pour les représentations

biparamétriques FL1 FITC (LOG)/ FL3 PE Cy5(LOG) et FL2 PE (LOG)/ FL3 PE Cy5(LOG).

- Les intensités moyennes de fluorescence (IMF) sont relevés sur le quadrant
statistique des cytogrammes en « x geo mean» ou «y geo mean» selon la

représentation biparamétrique.

E. Expression des résultats

Les résultats sont rendus en pourcentage de cellules exprimant le marqueur étudié et en
intensité moyenne de fluorescence (IMF). Les différents marqueurs entrant dans le score de
Matutes ont été répertoriés pour chaque patient avec des valeurs en pourcentage et en IMF
obtenue en utilisant des réactifs fluorescents ou fluorochromes couplés aux anticorps. C’est
une unité traditionnellement utilisée pour caractériser la distribution de fluorescence d’une
population de particules. Pour un flurochrome donné, 'intensité de fluorescence de chaque
particule est distribuée sur une échelle de 256 ou 1044 canaux. L'IMF exprime le canal
médian de I'ensemble des canaux occupés par la distribution de fluorescence des particules.
Cette mesure en canaux est ensuite transformée en unités arbitraires (0.1-1000) sur une
échelle logarythmique. Cette Intensité Moyenne de Fluorescence traduit le nombre de sites
antigéniques du marqueur concerné a la surface des lymphocytes. Plus les sites antigéniques
sont présents, plus le nombre d’anticorps fixés sera important, plus I'lMF sera élevée.

Les marqueurs de la lignée T (CD3, CD4, CD8), ceux de la lignée B (CD20 ainsi que les
marqueurs appartenant au score de Matutes : CD5, CD79b, CD23, CD22 ou CD79b, FMC7, les
chaines légeres kappa et lambda, les chaines lourdes (IgG, IgA, 1gM, IgD)) et le marqueur

pronostique CD38 ont été étudiés ainsi que d’autres facteurs pronostiques tels la génétique

131



avec les anomalies cytogénétiques dites "défavorables" (anomalies de p53 et ATM) et celles
dites "non défavorables" et le statut mutationnel des Immunoglobulines (non mutées dit de
mauvais pronostic et mutées dit de bon pronostic) avec plus précisément la mutation VH4-

34 qui apparait de plus mauvais pronostic.

IL. Criteres étudiés

A. Population

Il s’agit de patients adultes, hommes et femmes dont le diagnostic de LLC a été établi

biologiquement par au moins un hémogramme et un immunophénotypage lymphocytaire

sanguin au moment du diagnostic. Les différents résultats ont été récupérés de 2006 a 2010

grace aux archives papiers et informatiques. Ces patients avaient tous une hyperleucocytose

avec hyperlymphocytose au diagnostic.

B. Marqueurs

Les différents marqueurs étudiés dans cette étude sont :

les leucocytes en valeur absolue

= |es lymphocytes en pourcentage et en valeur absolue

= |es anomalies génétiques (séparée en génétique favorable/défavorable)
= |e CD3 (en % et IMF)

= |e CD19 (en % et IMF)

= |e CD5 (en % et IMF)

= |e CD10 (en %)

= |e CD20 (en % et IMF)

= |e CD22 (en % et IMF)

= |e CD23 (en % et IMF)
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= |e CD38 (en % et IMF)

= |e CD43 (en % et IMF)

= |e CD79b (en % et IMF)

= FMC7 (en % et IMF)

= chaines légéres kappa (en % et IMF)
= chaines légéres lambda (en % et IMF)

= chaines lourdes : 1gG/IgA/1gM/IgD (en IMF)

C. Stades de Binet

Le stade de Binet a été recherché a partir des courriers de consultation et
d’hospitalisation. Le stade n’a pas pu étre établi pour certains patients du fait de la difficulté
a accéder a leurs dossiers ou parce qu’ils ont été perdus de vue ou pris en charge

initialement dans d’autres services hospitaliers.

D. Cytogénétique

Ces analyses ont été effectuées dans service de cytogénétique du CHU de Nancy. Au
moment du diagnostic, une étude par Hybridation In Situ par Fluorescence (FISH) a été
réalisée. Les sondes utilisées marquaient le locus p53 (chromosome 17), le locus ATM
(chromosome 11), ainsi que le chromosome 12 et 13 afin de rechercher les principales
anomalies rencontrées dans la LLC a savoir : la délétion 17p, la délétion 11q, la trisomie 12 et

la délétion 13q.

E. Statut mutationnel des IgVH

Trente-deux statuts mutationnels des IgVH ont été récupérés. La recherche du statut
mutationnel avait été faite pour certains patients dans le cadre d’inclusion dans des essais
cliniques/protocoles notamment SA2007, CLL2007 et CLL7. Des prélévements sanguins
avaient été réalisés et envoyés dans des centres agréés de biologie moléculaire hors CHU de
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Nancy. A noter que le statut non muté des IgVH (UM) correspond a une homologie d’au

moins 98%.

I11. Tests statistiques utilisés

La comparaison des différentes variables avec les stades de Binet (A/B/C) a été réalisée selon
le test du Chi-2 qui est issu d’'une analyse de variance pour les variables quantitatives. Ce test
a permis d’établir une comparaison statistiquement significative ou non entre les stades de
Binet et les variables testées. Le test du coefficient de corrélation de Pearson a été utilisé
pour établir une liaison a I'aide d’une droite linéaire entre le CD5 et d’autres variables
(marqueurs diagnostiques et pronostiques). Plus le coefficient est proche des valeurs
extrémes, plus la corrélation entre les variables est forte ; par contre une corrélation égale a
0 signifie que les variables sont linéairement indépendantes. Enfin le test t de Bonferroni est
un test de comparaison multiple qui a permis la comparaison des stades de Binet pris deux a

deux avec les éléments ressortis statistiquement significatifs.

Résultats

I. Population étudiée

Nous avons pu inclure 769 patients. Le sex ratio est a 1,61 (figure 32) avec la répartition
suivante : 293 femmes (38%) et 476 hommes (62%). L’age moyen est 71 ans (29 ans-97 ans)

(figure 33). Trois patients ont un dge inférieur ou égal a 40 ans.

La lymphocytose varie de 4,02G/L a 322,79 G/L. La moyenne est 26,71 G/L (figure 34). Nous
avons pris un seuil de 4 G/L afin d’inclure un effectif plus large. Quarante et un patients ont
une lymphocytose comprise entre 4 et 5 G/L et ne répondent donc pas rigoureusement aux

critéres diagnostiques de I'lWCLL (>5G/L).
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II. Stade Binet

Le stade Binet a été récupéré pour 484 patients sur les 769 patients de notre étude
(62,9%). Sa répartition dans notre effectif est la suivante (figure 35) :
- stade A : 347 patients soit 71,7%
- stade B : 67 patients soit 13,8%
- stade C: 70 patients soit 14,5%.

Les marqueurs décrits précédemment ont été étudiés pour chaque stade de Binet (tableau

XIV). Il existe une différence significative globale de moyennes des différents parametres

comparés selon le stade de Binet (A/B/C). Il existe une relation statistiquement significative

entre le stade Binet et les éléments suivants :

la leucocytose en valeur absolue (p<0,001) avec une augmentation de ce nombre
avec le stade de Binet. Plus le stade est évolué, plus le nombre de leucocytes est
important. Le taux moyen de leucocytes des patients en stade A est significativement
plus faible que pour les stades B et C (p<0,05). Par contre il n’y a pas de différence du

taux de leucocytes entre le stade B et C (p>0,05).

la lymphocytose en valeur absolue et en pourcentage (p<0,001) qui varie dans le
méme sens que les leucocytes avec un taux en G/L ou en % plus faible pour le stade A

(p<0,05) que pour les stades B et C (p>0,05)

la génétique avec les anomalies dites défavorables (p=0,0165). Ces anomalies
défavorables (del17p, del11q) sont plus souvent rencontrées dans les stades avancés

de la maladie et sont plus fréquentes dans les stades C.
le CD3 en pourcentage (p=0,0021)

le CD19 en pourcentage (p<0,001) qui est un marqueur pan-B et exprimé sur les

cellules B de la LLC varie aussi avec augmentation de son % avec le stade.

le CD5 en pourcentage (p=0,0032) a son expression qui varie aussi dans le méme sens

gue le stade de Binet (plus le stade est élevé plus I'expression est importante)

le CD79b en pourcentage (p<0,001) varie de la méme fagon que le CD5
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= |e CD38 en pourcentage (p<0,001) qui est un marqueur pronostique de la LLC qui
induit la prolifération des lymphocytes B. Cette molécule est plus fortement

exprimée dans les stades avancés de la maladie et de mauvais pronostic.

= |e CD43 en pourcentage (p=0,0172) varie aussi dans le méme sens, cette molécule

étant aussi a la surface des cellules B de LLC.

Par contre il n’y a pas de relation significative entre le stade de Binet et les marqueurs

suivants :
= |e CD10 en pourcentage (p=0,4736)
= |e CD23 en pourcentage (p=0,5071) et en IMF (p=0,6706)
= |e FMC7 en pourcentage (p=0,2130) et en IMF (p=0,6316)
= |e CD20 en pourcentage (p=0,0769) et en IMF (p=0,0814)
= |e CD22 en pourcentage (p=0,3376) et en IMF (p=0,9475)
= |es chaines légeres des Ig kappa en pourcentage (p=0,8427) et en IMF (p=0,5637)

= |es chaines légeres des Ig lambda en pourcentage (p=0,6132) et en IMF (p=0,4517)

II1. Résultats concernant la molécule CD5 en fonction des différents
parametres diagnostiques et pronostiques

Nous nous sommes intéressés plus spécialement a la molécule CD5 en particulier a la
relation statistique éventuelle entre son expression en IMF et la lymphocytose (G/L), le
stade de Binet et les autres parameétres diagnostiques et pronostiques suivants :
I'immunophénotypage (CD19, CD20, CD22, CD23, CD38, CD43, CD79b, FMC7, chaines
légeres kappa, lambda), la génétique, le statut mutationnel (tableau XV). Les valeurs en
pourcentage du CD5 varient de 20 a 100 % de la population lymphoide avec une moyenne
de 78,2% (figure 36); en IMF de 19 a 1659 avec une moyenne de 270 (figure 37). Nous avons

ensuite regardé la distribution de I'IMF pour chaque stade de Binet (figures 38 a 40) puis la
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médiane, le maximum, le minimum ainsi que les 1" et 3°™ quartiles du CD5 en IMF (figure

41) afin de comparer ces valeurs aux différents stades de la maladie.

* |a médiane pour les 3 stades de la maladie sont respectivement : 225 pour le stade A,

196 pour le stade B et 262 pour le stade C,

= |e maximum en valeur de IMF pour le CD5 est: 1136 pour le stade A, 1059 pour le

stade B et 1659 pour le stade C,

® |e minimum en valeur de IMF pour le CD5 est : 22 pour le stade A, 32 pour le stade B

et 29 pour le stade C,

= |e premier quartile est: 124,5 pour le stade A, 146 pour le stade B et 147 pour le
stade C,

= |e troisieme quartile est: 372,5 pour le stade A, 385 pour le stade B et 412 pour le
stade C.

Ces différences sont non significatives.

Nous avons étudié par ailleurs la relation entre le CD5 en IMF et les autres marqueurs par le
test du coefficient de corrélation de Pearson (r). Ceux pour qui il existe une relation

significative avec le CD5 sont (figures 42 a 45) :
* |e nombre de leucocytes en G/L (r=0,08 et p=0,0339)
* |e nombre de lymphocytes en G/L (r=0,07 et p=0,0430)
= |e CD23 en IMF (r=0,26 et p<0,0001)
= |e CD38 en IMF (r=0,19 et p=0,0016)
= |e CD43 en IMF (r=0,40 et p<0,0001)

Ceux pour qui il nexiste pas de relation significative statistiquement avec le CD5 en MFI
sont :

= |a génétique (r=-0,15 et p=0,1716)

= |e CD19 en IMF (r=-0,28 et p=0,2713)

= |e CD20 en IMF (r=0,07 et p=0,1000)
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= |e CD22 en IMF(r=0,08 et p=0,1548)

= |e CD79b en IMF (r=-0,08 et p=0,1834)

* |e FMC7 en IMF(r=0,05 et p=0,4287)

= |es chaines légéres kappa en IMF (r=0,04 et p=0,3537)

= |es chaines légéres lambda en IMF (r=0,06 et p=0,3383)

IV. Statut mutationnel des IgVH

Le statut mutationnel des 32 patients que nous avons pu récupérer est réparti comme
suit :
la moitié des patients soit 16 patients ont un statut muté et 16 patients un statut non muté.
Sur ces 32 patients, le stade de Binet a pu étre calculé pour 22 d’entre eux avec la répartition

suivante (figure 46) :

- 16 stades A (72,7%) avec 9 mutés (56%) et 7 non mutes (44%)
- 4 stades B (20%) avec 4 non mutés (100%)

- 2 stades C (10%) avec un muté (50%) et un non muté (50%)

L’expression du CD5 (IMF) pour les statuts mutés et non mutés est donnée figure 47. Les
patients ayant un statut muté présentent des valeurs de CD5 en IMF supérieures en terme
de médiane (319 vs 294), de premier quartile (189,5 vs 166) et troisieme quartile (449,75 vs
404,5) par rapport au statut non muté mais la différence reste non significative (p=0,08) en

raison d’un effectif trop faible qui induit une puissance trop limite.
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Figure 32. Représentation de la répartition par sexe de notre cohorte
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Figure 33. Représentation de la répartition par age au diagnostic
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Figure 34. Représentation de la répartition de la lymphocytose (G/L) au diagnostic
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Figure 35. Représentation de la répartition du stade de Binet au diagnostic
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Figure 36. Représentation de la répartition de I’expression de CD5 (en %) dans notre cohorte
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Figure 37. Représentation de la répartition de I'expression de CD5 (IMF) dans notre cohorte
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Figure 38. Représentation de la répartition de I’expression de CD5 (IMF) chez les patients en stade A de Binet
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Figure 39. Représentation de la répartition de I'expression de CD5 (IMF) chez les patients en stade B de Binet
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Figure 40. Représentation de la répartition de I'expression de CD5 (IMF) chez les patients en stade C de Binet
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Figure 41. Représentation en boites a moustache des différentes valeurs (moyenne, quartiles 1 et 3, médiane,

maximum et minimum) en IMF de CD5 en fonction du stade de Binet
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Figure 42. Représentation de la relation statistique entre I'expression de CD5 (IMF) et la lymphocytose (G/L)
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Figure 43. Représentation de la relation statistique entre I'expression de CD5 (IMF) et I'expression de CD23

(IMF) (p<0,0001)
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Figure 44. Représentation de la relation statistique de I'expression de CD5 (IMF) et I'expression de CD38 (IMF)

(p=0,0016)
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Figure 45. Représentation de la relation statistique entre I'expression de CD5 (IMF) et I'expression de CD43

(IMF) (p<0,0001)
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Figure 46. Représentation de la répartition des statuts mutés et non muté par stade de Binet
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Figure 47. Représentation en boites a moustache de |’expression de CD5 (IMF) en fonction du statut

mutationnel (M=muté et UM=non muté) (p=0,08)
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MARQUEURS MINI | MAX | MEDIANE | ET P
Leucocytes (G/L) 5 332,7 | 19,5 39,2 | <0,0001
Lymphocytes (%) 7 100 |70 16,8 | <0,0001
Lymphocytes (G/L) | 4,02 | 322,7 | 12,8 37,5 | <0,0001
Génétique 0,0165
CD3 (%) 0 70 10 10 0,0021
CD19 (%) 20 (100 |80 10 <0,0001
CD5 (%) 20 |100 |80 20 0,0032
CD38 (%) 0 100 |0 30 <0,0001
CD79b (%) 0 100 |0 40 <0,0001
CD43 (%) 0 100 |80 30 0,0172
CD10 (%) 0 50 0 0 0,4736
CD20 (%) 0 100 |80 20 0,0769
CD20 (IMF) 11 | 3473 | 80 360,7 | 0,0814
CD22 (%) 0 100 |0 40 0,3376
CD22 (IMF) 0 57 11 82 0,9475
CD23 (%) 0 100 |80 20 0,5071
CD23 (IMF) 12 | 1521 | 149 152,3 | 0,6706
FMC7 (%) 0 100 |0 30 0,213
FMC7 (IMF) 0 635 | 34 75,2 | 0,6316
kappa (IMF) 5 592 |23 53,8 | 05637
lamba (IMF) 0 1702 | 55 152,2 | 0,4517
CD5 (IMF) 19 | 1659 | 225 196,1 | 0,0856
CD38 (IMF) 17 | 555 | 66,5 63,7 |0,0906
CD43 (IMF) 13 | 178 |49 22,2 |0,1192
CD79b (IMF) 8 1603 | 58 185,51 0,2642

Tableau 14. Relation entre les marqueurs étudiés et le stade de Binet

ET : écart-type ; IMF : intensité moyenne de fluorescence ; p significatif quand <0,05
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MARQUEURS Coef de P
corrélation

Leucocytose (G/L) 0,08 0,0339
Lymphocytose (G/L) | 0,07 0,0419
CD23 (IMF) 0,26 0,0000
CD38 (IMF) 0,19 0,0016
CD43 (IMF) 0,40 0,0000
Génétique -0,15 01716
CD19 (IMF) -0,28 0,2713
CD20 (IMF) 0,07 0,1000
CD22 (IMF) 0,08 0,1548
CD79b (IMF) -0.08 0,1834
FMC7 (IMF) 0,05 0,4287
kappa (IMF) 0,04 0,3537
lambda (IMF) 0,06 0,3383

Tableau 15. Relation entre I’expression de CD5 et les autres marqueurs étudiés

(p significatif quand <0,05)
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Discussion

L’étude que nous avons réalisée a permis d'analyser les données d’une cohorte de
patients porteurs d’'une LLC et d'investiguer de maniére homogene dans un méme
laboratoire par le Dr Lesesve. Concernant cette population, le sex ratio et I’age moyen
refletent la répartition classique de la maladie avec une légere prédominance masculine et
surtout un diagnostic établi tardivement avec une moyenne d’age proche de 70 ans. Il existe
de rares formes chez les patients jeunes, c’est le cas pour trois patients de notre étude qui
ont un age inférieur ou égal a 40 ans ; deux patients ont 40 ans et une patiente a 29 ans au
moment du diagnostic. Quelques études ont décrit des cas de patients jeunes (entre 30 et 40
ans) présentant une LLC (212,213) mais seule 10% de la population a moins de 50 ans. La
survenue d’une LLC chez un patient de moins de 30 ans reste néanmoins
exceptionnellement décrite dans la littérature.

Le stade A apparait majoritaire avec plus de 2/3 des patients. La LLC est le plus souvent
diagnostiquée au stade A c’est-a-dire au stade le moins avancé avec une découverte souvent
fortuite sur NFS réalisée de fagcon systématique ou pour le suivi d’'une autre pathologie (plus
de la moitié des patients sont asymptomatiques au moment du diagnostic). Presque 80% des
patients nouvellement diagnostiqués sont en stade A (52). Une large étude prospective
francaise de 935 malades qui comparait la classification de Rai et celle de Binet, a montré
gue les patients en stade A de Binet correspondaient a 63% des patients, le stade B a 30%
des patients et le groupe C a 7% (214). Notre série reflete les données connues avec une

majorité de stade A. Par contre nous avons une proportion de stades B et C quasi-identiques.

En ce qui concerne les valeurs biologiques, nous constatons que la lymphocytose est
proportionnelle aux stades de Binet et donc a I’évolution de la maladie. La lymphocytose
reflete le caractere évolutif de la maladie et donc est liée au stade de Binet. Plus la
lymphocytose est importante, plus le risque d’infiltration médullaire et de prolifération est

importante, plus il y a de risque de cytopénies et de passage en stade C.

En ce qui concerne la génétique, nous savons maintenant qu’il existe deux grands groupes

pronostiques en fonction des anomalies cytogénétiques rencontrées, a savoir la délétion 17p
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(qui touche le gene p53) et la délétion 11q (qui touche le gene ATM) qui sont de tres
mauvais pronostic et qui sont recherchés de fagon systématique par FISH avant toute
décision thérapeutique et les autres anomalies avec la trisomie 12, la délétion 13q qui sont
de bon pronostic (82). La génétique semble liée d’'une certaine mesure au stade de Binet, les
malades qui évoluent rapidement vers un stade C ont souvent une cytogénétique
défavorable (délétion 17p, délétion 11q) avec réévolution rapide aprés traitement et/ou
résistance a la chimiothérapie. Ces anomalies cytogénétiques sont des marqueurs de

mauvais pronostic avec évolution rapide (vers un stade avancé).

L'expression des marqueurs CD19 et CD5 est également corrélée au stade de Binet, ces
marqueurs sont retrouvés dans le score de Matutes et donc exprimés a la surface des
lymphocytes de LLC (16). Ainsi, ayant vu plus haut que la lymphocytose est liée au stade de
Binet de facon statistiquement significative, il apparait logique que les marqueurs exprimés
sur les clones malades ont également une relation statistique avec. Comme décrit
précédemment ou il avait mis en évidence une relation statistique entre le stade de Binet et
la lymphocytose, nous pouvons remarquer de facon logique que la lymphocytose augmente
avec le stade de Binet en sachant que ce taux n’est pas significativement différent pour les

stades dits évolués (B et C) mais est plus faible pour les stades A.

Le CD38 est un facteur pronostic de la LLC mais il apparait dans plusieurs études comme
facteur complétement indépendant (215), il ne semble donc pas étre en relation avec le

stade de Binet.

Nous avons ensuite recherché une relation statistique entre la molécule CD5 et les autres

marqueurs décrits précédemment :

= Le nombre de leucocytes et de lymphocytes en valeur absolue d’un patient est
corrélé a I'expression du CD5 en IMF au niveau du clone malade chez ce patient;
nous avons vu plus haut que le CD5 était I'un des marqueurs principaux du score de
Matutes et donc présent sur les cellules de LLC raison pour laquelle son taux varie

dans le méme sens que celui des lymphocytes.

= (CD38 est un marqueur pronostique indépendant de la maladie mais il existe une
relation statistiquement significative avec I'expression CD5 d’ou la possibilité que

CD5 pourrait étre également lié au pronostic de la maladie.
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CD23 appartient au score de Matutes au méme titre que CD5, il apparait donc

logique qu’il existe une relation statistique entre ces marqueurs.

CD43 protéine de surface qui apparait au stade de différenciation pro-B des LB a été
étudiée dans un article polonais de Rolinski J et al en 1999 qui a prouvé I'existence de
CD43 sur les cellules B de LLC dans le sang périphérique. Il peut donc avoir également

un lien entre les deux molécules.

Le stade de Binet a également été analysé avec des caractéristiques propres a
chaque stade en terme d’expression du CD5 grace a la méthode statistique de
Bonferroni. Le CD5 en pourcentage est significativement plus faible pour les patients
en stade A qu’en stade C alors qu’il n'y a pas de différence significative entre les
stades B et C; CD5 semble avoir la méme relation que la lymphocytose avec le stade
de Binet, les stades A ont une expression de CD5 plus faible. Nous pouvons émettre
I’hypothése que les patients de stade A présentant un pourcentage de CD5 élevé
seraient plus a risque d’évoluer vers une maladie rapidement agressive mais cela
reste a prouver avec une étude prospective. Nous avons calculé pour chaque stade
de Binet la médiane, le maximum, le minimum, le premier et troisieme quartile de
I'intensité de fluorescence de CD5, on remarque que la médiane n’est pas tres
différente entre les 3 stades avec néanmoins une médiane un peu plus haute pour
les stades C. Les valeurs minimales sont sensiblement identiques ; pour ce qui est des
valeurs maximales, le stade C se détache avec une valeur du maximum supérieure.
L'interprétation est cependant délicate compte tenu de la différence d’effectifs entre
les différents stades de Binet avec un stade A beaucoup plus représenté. Ces valeurs
ne semblent pas se détacher pour un des stades de facon significative. Une
explication possible de ces résultats non significatifs serait la fluctuation des IMF du
CD5 chez un méme patient. Effectivement, nous avons repris les dossiers de 8
patients qui avaient une expression de CD5 trés élevée initialement pour qui un
deuxieme immunophénotypage a été réalisée qui montrait un taux beaucoup plus
faible. Un contréle des valeurs extrémes a été réalisé quasi-constamment et ces

patients restent rares cependant. Le FMC7 et les chaines légeres des Ig sont absents
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ou présents a tres faible pourcentage sur les clones malins, leurs taux ne sont pas liés

a I’évolution de la maladie et au stade de Binet.

D’autres marqueurs plus récents caractérisent des groupes de malades répondant

plus ou moins bien aux traitements ou rechutant plus ou moins rapidement.

Le statut mutationnel des IgVH n’est pas recherché en pratique courante en raison
d’une faisabilité limitée mais il a été montré leur intérét dans le pronostic de la
maladie (62,63). Nous pouvons remarquer presque autant de statuts mutés (56%)
gue de non mutés (44%) dans les stades A (est-ce une distinction entre des stades A
dits "de bon pronostic" avec le statut muté et ceux dits "de mauvais pronostic" avec
le statut non muté ?). Le stade B ne contient que des statuts non mutés (100%) (mais
I'effectif reste faible avec seulement 4 patients) et le stade C qui ne représente
également qu’une infime partie de la population étudiée contient a égalité un statut
muté (50%) et un statut non muté (50%). Il semble se dégager toutefois une
prédominance de statuts non mutés dans les stades « avancés » de la maladie avec
néanmoins un taux non négligeable de patients non mutés pour le stade A (45%) qui
pourrait correspondre aux patients de mauvais pronostic avec maladie agressive
pour qui un traitement des le stade A serait a envisager par exemple mais cela reste
encore a confirmer sur de plus grands effectifs et sur du prospectif. D’aprés nos
résultats, les valeurs de CD5 en IMF sont plus importantes pour les stades avancés de
la maladie et donc pour les maladies plus agressives et de moins bon pronostic. Cette
observation concernant les statuts mutationnels semble un peu contradictoire avec
tout ce qui a été vu plus haut puisque nous trouvons des valeurs en IMF de CD5
supérieures pour les malades dits de bon pronostic c’est-a-dire muté par rapport aux
non-mutés qui présentent des valeurs plus faibles. Malheureusement notre effectif
était trop faible avec une puissance du test statistique diminuée et donc un p non
significatif pour la relation CD5/ statut mutationnel. Il conviendrait également de

reconsidérer ses résultats avec un effectif plus important.

Les premiers résultats statistiques obtenus au début de ce travail concernant la
relation entre I'expression de la molécule CD5 en IMF et les autres marqueurs

diagnostiques et pronostiques de la maladie nous encourageaient a penser que la
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molécule CD5 pouvait avoir un impact diagnostique dans la sévérité et I'évolutivité
de la maladie au méme titre que le stade de Binet la cytogénétique devant sa
relation significative avec la lymphocytose, le stade de Binet ou le CD38.
Effectivement, I'expression de CD5 semble augmenter avec la gravité de la maladie
mais cette expression est continue, I'utilisation de CD5 comme marqueur
pronotisque ne peut donc pas s’envisager. Les derniers résultats sur I'ensemble des
données sont un peu "décevants" notamment en ce qui concerne la relation de CD5
avec le statut mutationnel qui n’est pas significative mais cela mériterait de
reconsidérer ces résultats avec une étude prospective. Ainsi, l'intérét d’une
recherche de I'expression de CD5 en IMF n’est pas a I’heure actuelle retenu pour
caractériser une maladie évolutive mais d’autres études avec un effectif plus grand
seraient intéressantes pour compléter la notre. En ce qui concerne la recherche de
I’expression du CD5, étant donné la présence de cette molécule dans le score de
Matutes, elle est recherchée de fagon systématique en immunophénotypage et il
apparait donc facile et peu colteux en pratique courante d’avoir acces aux résultats

concernant cette expression.
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CONCLUSION GENERALE
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La leucémie lymphoide chronique est ’hémopathie maligne la plus fréquente dans les
pays occidentaux et touche une population agée. Elle correspond a Ia
prolifération/accumulation de cellules B CD5" qui sont bloquées en phase 0 du cycle
cellulaire secondaire a une altération de leur mort cellulaire par anomalie de la voie
apoptotique et par des signaux qui inhibent I'apoptose avec un réle certain de la molécule
CD5 dans cette inhibition. La molécule CD5 est une glycoprotéine transmembranaire
présente sur tous les lymphocytes T et une partie des lymphocytes B qui joue un réle dans

I’anergie des lymphocytes.

Cette molécule est importante dans le diagnostic immunophénotypique de la LLC et nous
avons voulu voir si I'expression de CD5 pouvait étre corrélée au stade de la maladie et a son
pronostic. Il apparait clairement de facon significative que I'expression de CD5 est plus forte
pour les stade avancées de la maladie, de méme cette expression varie dans le méme sens
que la leucocytose et la lymphocytose ce qui peut amener a dire que I'expression de CD5 est
le reflet d’'une maladie évolutive et agressive. De méme il existe une corrélation entre
I'expression de CD5 et I'expression d’autres marqueurs pronostiques tels que CD38, CD23.
Toutefois, notre effectif peu important pour I'étude du statut mutationnel nous empéche de
conclure du fait d'un manque de puissance de nos tests. D’autres études avec un effectif
plus grand, prospectives et comparant d’autres marqueurs pronostiques (TDL,
B2microglobuline, Thymidine kinase, ...) sont nécessaires pour conforter ces premiers

résultats.
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RESUME DE LA THESE

La leucémie lymphoide chronique est 1’hémopathie maligne la plus fréquente en occident.
Elle est caractérisée par la prolifération/accumulation de cellules B CD5+ bloquées en phase
GO du cycle cellulaire. C’est une pathologie présentant une évolutivité trés différente d’un
patient a 1’autre allant d’une forme indolente ne nécessitant pas de traitement a une forme
agressive conduisant a la mort en quelques mois. De nombreux marqueurs biologiques ont vu
le jour ces derni¢res années permettant de prédire 1’évolution de la maladie et ayant un role
pronostique. Notre étude rétrospective a eu objectif d’investiguer I’expression de la molécule
CD5 (glycoprotéine transmembranaire présente sur les cellules de LLC et faisant partie du
score immunophénotypique diagnostique de Matutes) en pourcentage et en MFI chez 769
patients au diagnostic et d’étudier sa relation avec d’autres critéres diagnostiques et
pronostiques.

Nous avons montré que 1’expression de CD5 en pourcentage apparait plus importante dans les
stades avancées de la maladie (stades B et C) par rapport aux stades A avec la présence d’une
corrélation entre 1’expression de CD5 en IMF et la leucocytose et lymphocytose en valeur
absolue ce qui laisse penser que I’expression de CDS5 est corrélée a des formes plus avancées
et plus agressives de la maladie. Il existe également une relation de cette expression avec
d’autres marqueurs pronostiques (CD38, CD23) et diagnostiques. Par contre I’expression de
CD5 en MFI semble également Iégerement plus importante pour les stades C mais ces
résultats sont non significatifs. De méme, nous avons montré une expression de CD5 en MFI
plus importante chez les patients présentant un statut muté des Ig (de bon pronostic) ce qui est
contradictoire par rapport aux résultats vus plus haut mais ces résultats ne sont pas
significatifs car la puissance du test est trop faible.

Ces différents résultats suggeérent une possible relation de 1’expression de CD5 avec des
maladies agressives et évoluant rapidement mais cela reste a confirmer par d’autres études
plus grandes et évaluant d’autres marqueurs pronostiques et diagnostiques.
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