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Liste des abréviations

ADN : acide desoxyribonucléique

BHE : barriere hémato-encéphalique

CD : classe de différentiation

CMV : cytomégalovirus

EBV : virus d'Epstein-Barr

GFHC : Groupe Francophone d'Hématologie Cellulaire
IgH : chaines lourdes des immunoglobulines
IgS : immunoglobulines de surface

LB : lymphocyte binucléé

LBDGC : lymphome B diffus a grandes cellules
LF : lymphome folliculaire

LLC : leucémie lymphoide chronique

LM : lymphome du manteau

LP-B : leucémie a prolymphocytes B

LP-T : leucémie a prolymphocytes T

LPLB : lymphocytose polyclonale a lymphocytes binucléés
LT : leucémie a tricholeucocytes

LZM : lymphome de la zone marginale

MGG : May-Grunwald-Giemsa

PCR : polymerase chain reaction

SEP : sclérose en plague

SLP : syndrome lymphoprolifératif

SNC : systéme nerveux central

VLA-4 : very late activation antigen 4
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Préambule

La lymphocytose polyclonale a lymphocytes binucléés (LPLB) est une atteinte rare et mal

connue.

Les données proviennent avant tout de malades francgais (environ 120). Elles ont été
rassemblées par le Pr Xavier Troussard (CHU Caen) et ses collaborateurs du Groupe

Francophone d'Hématologie Cellulaire (GFHC) depuis 1994.

A partir de 1998, date du premier diagnostic local, plus de 60 malades lorrains ont été suivis
au CHU de Nancy, constituant la plus grande cohorte de LPLB connue. Aussi, une thématique a

été instituée visant a mieux comprendre et caractériser cette entité.

Les caractéristiques cliniques et biologiques ont fait I'objet d'une premiére thése en 2009 par
Johanna Sokolowska. Les caractéristiques immunologiques (phénotype) ont été développées
ensuite dans la thése de Laure Marchal en 2012. Notre travail a pour but de préciser la
morphologie de la cellule éponyme, dans la mesure ou il est apparu avec le recul que sa spécificité

pouvait étre mise en doute et que ses caractéristiques morphologiques pouvaient varier.
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I. Rationnel du travail proposé

Les lymphocytes binucléés (LB) sont considérés comme des cellules caractéristiques d’'une
entité récemment décrite, la lymphocytose polyclonale a lymphocytes binucléés (LPLB). S'ils sont
retrouvés principalement dans cette entité, la présence de ces cellules a cependant été décrite
dans d'autres pathologies, en particulier des syndromes lymphoprolifératifs (SLP) B tels que la
leucémie lymphoide chronique (LLC) (Lanson et al, 2011), la leucémie a tricholeucocytes (LT)
(Troussard et al, 1997), le lymphome de la zone marginale (LZM) (Samson et al, 2002), certains
syndromes réactionnels bénins et au cours des scléroses en plaque (SEP) aprés traitement par

natalizumab (Leclerc et al, 2011).

Le but du travail a été de tester la spécificité des lymphocytes binucléés (sont-ils vraiment
spécifiqgues d'une pathologie ?) et donc de commencer d'abord par tenter de décrire le plus
précisément possible la morphologie de ces cellules au cours des LPLB, ensuite de comparer les
critéres obtenus a ceux constatés au cours d'autres pathologies, et, enfin de reprendre la

littérature consacrée a ce sujet afin d’évaluer nos hypothéses.

Pour cela, nous avons disposé d’'une cohorte de patients dont le point commun était la
présence de LB sur le frottis. Quel que fOt le diagnostic retenu, nous avons regardé plus

particulierement :
1/ Existe-t-il des criteres morphologiques spécifiques pour définir les cellules binucléées ?

2/ Si oui, les cellules binucléées différentent-elles entre LPBL, SLP, et pathologies

réactionnelles ?

3/ Si on regarde l'ensemble des cellules lymphoides, existe-t-il des présentations

morphologiques caractéristiques (association de types cellulaires) ?

En l'absence de données précises de référence (« gold standard ») nous avons du
confronter préalablement les expériences de cytologistes particulierement impliqués dans I'étude

de SLP et reprendre la lecture de plusieurs dizaines de frottis sanguins.
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II. Introduction

Il.1. Lymphocytes binucléés

lllustration 1. Morphologie lymphocytaire considérée comme caractéristique au cours de la
LPLB (a: lymphocyte binucléé; b: grande cellule lymphoide a deux nucléoles et renforcements
périphériques basophiles).

D'aprés Lesesve et al, 2008a.

Les LB sont des cellules lymphoides considérées comme caractéristiques de la LPLB. Mais
ils ne constituent qu'une fraction mineure des cellules lymphoides observées sur les frottis des
patients (entre 1 et 10%) (Troussard et al, 2002). Par ailleurs, ces cellules ont également été
observées ponctuellement dans d'autres pathologies malignes telles que les SLP (LLC, LT, LNH),
des syndromes réactionnels en particulier viraux (virus d'Epstein Barr (EBV), cytomégalovirus
(CMV)), ou chez des patients atteints de SEP et traités par natalizumab. La présence de LB au
sein de la population lymphocytaire n'est donc pas totalement spécifique de la LPLB. Aucun travail
n'a été consacreé spécifiqguement a ces cellules. Ceci s'explique premierement par leur rareté (c6té
anecdotique au sein d'une population hyperbasophile par exemple) ; deuxiemement par leur

« prétendue » association « de fait » a la LPLB.
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Or cette spécificité morphologigue ne va pas de soi comme nous venons de le dire. Il est
d'ailleurs étonnant qu'aucune publication n'ait approfondi la morphologie de ces LB, en particulier
au cours des LPLB. En effet I'expérience de deux morphologistes (Pr Troussard, Dr Lesesve)
cumulant probablement le plus grand nombre de cas analysés est en faveur d'une certaine

hétérogénéité de présentation. Notre travail a eu pour but d'approfondir ce point.

1.2. Lymphocytose polyclonale a lymphocytes binucléés

La LPLB a été décrite pour la premiére fois aux Etats-unis par Gordon et al (1982). Elle est
rencontrée principalement chez les femmes, jeunes, fumeuses. La lymphocytose est considérée
comme absolue (= 5x10°%L), durable (= 3 mois) et polyclonale (Carstairs et al, 1985). L'examen du
frottis sanguin montre dans tous les cas la présence de lymphocytes binucléés en un pourcentage
variable, mais minoritaires par rapport a celui des lymphocytes « non binucléés ». Le tableau
clinique trouve une asthénie fréquente, parfois un syndrome polyalgique, un contexte d'auto-
immunité, une splénomégalie modérée serait présente dans 10 % des cas, rarement on observe
une hépatomégalie ou des adénopathies (Troussard et al, 2008). L'hémogramme indique une
lymphocytose absolue, entre 5 et 10 G/L le plus souvent. L'examen cytologique du frottis sanguin
montre des cellules lymphoides dont les aspects morphologiques sont hétérogénes. Un
pourcentage variable (1 a 10%) de lymphocytes a deux noyaux est détecté. Ces lymphocytes
binucléés sont accompagnés par d'autres cellules lymphoides de taille variable présentant des
noyaux a contours plus ou moins réguliers (Troussard et al, 2008). La chromatine nucléaire est
toujours condensée, avec un petit nucléole parfois visible. Nous avons donc souhaité vérifier et
compléter ces données. La présence de LB n’est pas observée chez les individus sains, et n'a été
décrite dans une série qu'aprés une irradiation a basses doses (Roy-Taranger et al, 1965).
L'immunophénotypage montre que la lymphocytose est constituée de cellules B exprimant les
classes de difféerenciation (CD) CD19, CD20, et CD22 mais CD5- (rarement CD5+) et le plus
souvent CD10-. Le caractére polyclonal est affirmé par I'expression des chaines légéeres kappa et
lambda aussi bien dans les cellules binucléées que non binucléées (Mossafa et al, 1999). Elles co-
expriment également les immunoglobulines de surface de type IgM et IgD, ainsi que le CD27
(Loembe et al, 2002). Ce phénotype a fait suggérer une origine B mémoire a ces cellules (Del
Giudice et al, 2009).

22



L'association de LPLB au phénotype HLA-DR7 est forte (2/3 des cas). Si on ajoute a cela le
fait que la LPLB peut survenir chez des membres asymptomatiques d’'une méme famille,
I'hypothése d’'une prédisposition génétique pourrait étre envisagée. La description de la LPLB chez
des jumelles identiques (Carr et al, 1997) ainsi que sa présence chez un frére et une sceur
(Himmelmann et al, 2001) ou chez une meére et sa fille (Lesesve et al, 2011a) renforcent cette
hypothese, ainsi que la détection de multiples réarrangements BCL-2/IgH parmi les individus
apparentés au premier degré avec les patients LPLB (Delage et al, 2001). Enfin, des anomalies
chromosomiques récurrentes ont été observées chez plus de 75% des patients : isochromosome
+i(3)(q10) surnuméraire associé ou non a la présence d'un phénomeéene de condensation
prématurée des chromosomes (PCC) et/ou une instabilité chromosomique (Mossafa et al, 1996,
Callet-Bauchu et al, 1997). Cet iso3q constitue pour l'instant la certitude du diagnostic. Néanmoins,
il n'est observé que chez environ 2/3 des malades.

- "
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lllustration 2. Caryotype partiel montrant
I'isochromosome 3 : i(3)(q10).
D'aprés Mossafa et al, 1999.

La (les) cause(s) de la LPLB reste(nt) incertaine(s). Une association avec le tabagisme a été
suggérée d’emblée par Carstairs et al (1985), décrivant 4 patientes fumeuses, dont une a retrouvé
une numération lymphocytaire normale apres arrét du tabac. Dans la série du Groupe
Francophone d'Hématologie Cellulaire, seulement une patiente n’'a jamais fumé. Par contre, dans
une série de 30 témoins fumeuses, il n'y a eu aucun cas de lymphocyte binucléé détecté
(Troussard et al, 1996).

Le risque d’évolution de la LPLB vers une pathologie maligne est mal connu. Le suivi a long
terme, rarement mentionné, montre que les patients restent stables cliniguement et

biologiqguement le plus souvent (Cornet et al, 2009). Parfois, la lymphocytose et la présence de LB
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baissent progressivement suivant I'arrét du tabac, mais la encore, le nombre des cas documentés
est tres faible. Quelques patients développent une gammapathie monoclonale d’origine
indéterminée (MGUS). L'émergence d'une subpopulation clonale reste possible, et, dans la série
du GFHC (Cornet et al, 2009) 3 patients sur 111 ont présenté une évolution vers un LNH : 2
lymphomes diffus a grandes cellules et 1 LZM. Or, on peut également observer des cas de LZM
avec quelques binucléations. Un registre (observatoire) national en cours permettra de clarifier
I'éventuelle survenue accrue de cancers (promoteur : Délégation a la recherche clinique et
I'innovation, CHU Nancy 2012).

1.3. Syndromes réactionnels

I.3.a) Généralités

Des LB ont été mis en évidence dans divers états réactionnels et plus particulierement dans
l'infection par le virus d'Epstein-Barr (EBV). Chow et al (1992) rapportent le cas d'une patiente qui
présente une lymphocytose B polyclonale persistante avec LB. Il a été trouvé en outre des
anticorps de types IgG anti-VCA et anti-EBNA positifs, ce qui est significatif d'une infection
ancienne a EBV et la présence d'acide désoxyribonucléiqgue (ADN) de I'EBV a été mise en
évidence dans les lymphocytes par technique polymerase chain reaction (PCR). Ceci a été
confirmé par Jaubert et al (1997) par le cas d'une patiente qui présentait une hyperlymphocytose
entre 4 et 7,9 G/L avec, sur le frottis, 2 a 15 % de LB. Parallelement la sérologie de I'EBV a été
retrouvée négative en IgM mais positive en IgG avec des taux compatibles avec une infection
persistante et on a retrouvé la présence du génome de I'EBV dans les lymphocytes sanguins par
PCR. Cela montre qu'il existe un lien potentiel entre la présence de I'EBV et les LB qui nécessite
d'étre approfondi par I'étude morphologique des LB.

24



1.3.b) Sclérose en plaque et natalizumab (Tysabri®)

* Généralités

La présence de LB a été aussi décrite chez des patients atteints de SEP traités par
natalizumab. La SEP est une affection neurologique inflammatoire chronique qui implique les
lymphocytes T. Ceux-ci sont dirigés contre plusieurs antigénes du systéme nerveux central (SNC),
notamment la protéine basique de la myéline ou MBP (myelin basic protein). Il est important de
rappeler que normalement les cellules sanguines ne franchissent pas la barriere hémato-
encéphalique (BHE), mais dans le cas de la SEP, les vaisseaux sanguins et le SNC sont dans un
état inflammatoire, ce qui engendre une perméabilité de la BHE. Les lymphocytes T CD4+ activés
et exprimant l'intégrine a4B1 a leur surface, vont ainsi se lier aux molécules d'adhérence des
cellules vasculaires de la surface de l'endothélium, ce qui engendre leur sortie du vaisseau
sanguin. Il se produit alors une véritable infiltration par les lymphocytes T et autres macrophages
activés, l'inflammation est exacerbée et le recrutement des lymphocytes T et B, macrophages et
autres cellules dendritiques se poursuit. Parallélement, des anticorps dirigés contre les antigénes
de la myéline sont produits par les lymphocytes B activés afin de démyéliniser progressivement les

axones des neurones du SNC.

* Mode d'action du natalizumab

Le natalizumab est indigué en monothérapie comme traitement de fond des formes
d'évolution séveére et rapide de la maladie (2 poussées invalidantes ou plus par an) ou des formes
trés actives de la SEP rémittente-récurrente résistantes a un traitement par interférons 3 chez des
patients a4gés de 18 ans ou plus. Il s'agit d'un anticorps monoclonal anti-a4-intégrine humanisé
recombinant. L'intégrine a4B1 ou VLA-4 (very late activation antigen 4) est une molécule que I'on
retrouve a la surface des leucocytes a l'exception des polynucléaires neutrophiles. Par cette
intermédiaire, il inhibe l'interaction entre le VLA-4 et la molécule d'adhésion vasculaire 1, exprimée
sur les cellules endothéliales. Cette interaction contrblerait I'adhésion et la migration des
leucocytes a travers la BHE. Ce mécanisme aurait pour effet de diminuer l'inflammation du SNC
dans la SEP (Putzki et al, 2010) mais il a aussi pour effet de provoquer une hyperlymphocytose
avec lymphocytes binucléés dont la morphologie lymphocytaire n'a pas encore été approfondie

(Leclerc et al, 2011). Nous nous sommes donc interrogés sur une éventuelle relation avec les LB
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retrouvés dans la LPLB et I'étude morphologique précise de ces LB jamais faite auparavant s'est

révélée nécessaire pour mieux comprendre leur présence dans ce cas.
11.4. Syndromes lymphoprolifératifs

Plusieurs entités semblent concernées par la présence (rare) de LB, la revue de la littérature

mentionne leur présence plus particulierement dans la LLC,les LZM et la LT.

I.4.a) Leucémie lymphoide chronique

lllustration 3. Aspect morphologique typique

o

d'un lymphocyte dans une LLC.
D'aprés Troussard et al, 2007.

La LLC est le SLP chronique le plus fréquent. Elle est définie par une lymphocytose absolue
(> 5 GI/L), durable, avec a I'examen du frottis sanguin des cellules matures de petite taille. Le
score immunologique RMH de « Matutes » établi sur 5 criteres (positivité du CD5 et du CD23,
négativité du FMC 7 et expression faible ou négative des immunoglobulines de surface (IgS) et du
CD22 ou du CD79b) est de 4 ou 5 (Matutes et al, 1994). L'examen du frottis sanguin identifie des
cellules lymphoides de petite taille, avec un noyau entouré d'un anneau de cytoplasme, bien
visible, quoiqu 'assez peu étendu. Le plus souvent sur une partie seulement de la circonférence le
noyau a un contour régulier, méme si de petites irrégularités peuvent communément se voir. Le
cytoplasme est homogéne, faiblement basophile et dépourvu de grain. Le rapport

nucléocytoplasmique est élevé. La chromatine présente des renforcements sombres nettement
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séparés par des espaces plus clairs, donnant limpression de mottes chromatiniennes. Les
nucléoles ne sont pas ou peu visibles (Lanson et al, 2011). Des cellules de plus grande taille, a
noyau plus immature, avec un nucléole bien visible, correspondant a des prolymphocytes, sont
parfois observées mais leur nombre reste habituellement limité. Dans un article récent, Lanson et
al (2011) décrivent le cas d'un patient présentant une LLC avec une morphologie atypique
caractérisée par la présence de nombreux LB posant le probleme du diagnostic différentiel avec
une LPLB. Dans ce cas, les LB représentaient 5 % des lymphocytes totaux, et, les ombres de
Gumprecht 21 % des cellules lymphoides. Les LB ne présentaient pas de pont chromatinien.
Précédemment, Amouroux et al (1997) avaient présenté des cas de LLC présentant des LB de
taille moyenne, a cytoplasme faiblement basophile, dont quelques uns présentent un pont
chromatinien. Ces cas de LLC avec LB remettent en cause la spécificité des LB au cours de la

LPLB et indiquaient déja des criteres variables d'un cas a I'autre (ponts chromatiniens).

I.4.b) Lymphomes de la zone marginale

Les LZM font partie d'un groupe de lymphomes dont les cellules anormales sont issues de
lymphocytes B normalement présents dans la zone marginale des follicules lymphoides
secondaires (Thieblemont et al, 1998). lls sont d'abord définis comme une entité provisoire dans la
classification révisée européenne et américaine (REAL), puis comme une entité distincte dans la
classification de I'Organisation mondiale de la santé (OMS). L'International Lymphoma Study
Group a distingué trois sous-groupes de lymphomes de la zone marginale, en fonction de leurs

sites d’envahissement :
* Les lymphomes extraganglionnaires de la zone marginale ou lymphomes du MALT
* Les lymphomes spléniques de la zone marginale (avec ou sans lymphocytes villeux)
* Les lymphomes ganglionnaires (avec ou sans cellules monocytoides)

Parmi les lymphomes non Hodgkiniens de I'adulte, on trouve 5 % a 17 % de LZM. La plupart

des diagnostics se font chez des patients de plus de 60 ans.
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A B Cc

lllustration 4. Lymphocytes dans un lymphome splénique de la zone
marginale.
D'aprés Thieblemont et al, 2008.
A : Trois lymphocytes avec une chromatine dense et des petits
noyaux.
B : Lymphocytes avec noyaux encochés.
C : Lymphocytes villeux typiques.

L'origine cellulaire est une cellule B issue d'un lymphocyte B-mémoire de la zone marginale
du follicule secondaire. Au niveau cytologique, les cellules lymphoides sont pléiomorphes avec des
petits lymphocytes, des lymphocytes de type centrocytes et/ou des lymphocytes villeux. La
présence dans le sang de lymphocytes villeux a un taux supérieur a 20 % des lymphocytes B
circulants définit le lymphome splénique avec lymphocytes villeux, considéré comme phase

leucémique du LNH splénique de la zone marginale.

Par rapport a la description « princeps », on remarque souvent un polymorphisme avec des
cellules a tendance lymphoplasmocytaire, voir quelques plasmocytes et des cellules lymphoides

matures un peu plus grandes aux contours déformés.

Les lymphocytes présents dans les LZM sont des lymphocytes B. lls ont un profil
immunophénotypique qui comprend l'expression des marqueurs suivants : Ilg M+D, CD 20. les
marqueurs CD5, CD10, CD23, CD43 sont absents.

Dans la littérature, on retrouve un cas de LZM présentant des LB (Samson et al, 2002). Le

patient présentait une lymphocytose a 9,53 G/L. Le frottis coloré au MGG mettait en évidence une
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majorité de petits lymphocytes matures et 35 % de cellules atypiques. La population lymphocytaire
comprenait 20 % de LB, ce qui encore une fois met en doute la spécificité de ces cellules au sein
de la LPLB.

I.4.c) Leucémie a tricholeucocytes

lllustration 5. Tricholeucocyte.

D'aprés Troussard et al, 2010.

La leucémie a tricholeucocytes est un SLP B rare qui représente 2 % de lI'ensemble des
leucémies. Elle est plus fréquente chez I'homme (8 fois sur 10) a partir de 50 ans et est
caractérisée par la présence d'une splénomégalie dans 3 cas sur 4 et I'absence d'adénopathie
superficielle (Troussard et al, 2010). Elle est souvent découverte a I'hémogramme par une
neutropénie et/ou une monocytopénie. Le diagnostic est basé sur [lidentification des
tricholeucocytes dans le sang, la moelle ou la rate. L'hémogramme montre une pancytopénie,
parfois seulement une neutropénie, une thrombopénie ou une anémie souvent discrétement
macrocytaire. |l existe une monocytopénie a évaluer sur le frottis car pourtant les automates
confondent souvent les tricholeucocytes avec les monocytes et rendent des chiffres de monocytes

surévalués.

A l'examen du frottis, on retrouve des lymphocytes chevelus, de grande taille, de cytoplasme

étendu, faiblement basophile et a fines projections. Le rapport nucléo-cytoplasmique est bas et le
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noyau souvent excentré. Ce dernier peut étre ovale, arrondi ou réniforme. La chromatine nucléaire

est finement dispersée et le nucléole peu ou pas visible est de petite taille et souvent unique.

Troussard et al (1997a) ont trouvé des morphologies lymphocytaires proches de ces
tricholeucocytes dans une série de patients étiquetés LPLB. A la lecture de ces morphologies
« frontieres », en particulier au cours des LLC et des LZM, une description plus précise des LB
semble nécessaire afin de dégager d'éventuels criteres caractéristigues des LB et tenter d'établir

un lien entre ces LB et les différentes pathologies observées.

lll. Matériels et méthodes

11.1. Patients

Nous avons étudié plusieurs séries de malades.

Des patients atteints de LPLB (n=26) issus de deux cohortes (Nancy et Caen) que nous

avons séparé en 2 catégories : présence d'un iso3g, n=13 et absence de l'iso3q (n=13).

Nous avons séparé la catégorie syndromes réactionnels (n=44) en 2 sous-catégories. La
premiére regroupe 4 syndromes réactionnels (de cause non déterminée). La seconde sous-
catégorie représente 31 patients atteints de SEP et traités par natalizumab (Lesesve et al, 2011b ;

Siri et al, 2013) et 9 patients non traités par natalizumab.
Enfin, une série de SLP (n=17) conservée en mémoire depuis 3 ans a été exploitée :

e LLC,n=6

e LZM, n=3

*  Waldenstrom, n=2
e LCM, n=1

* LR N=1

» LBDGC, n=1

* Lymphome T, n=1
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* LPB,n=1
e LPT,n=1

Elles n'ont malheureusement aucun caractére systématique ou exhaustif.

lll.2.  Frottis sanguins

Les frottis sanguins ont été réalisés de maniere habituelle a partir de sang veineux
périphérique prélevé sur tube éthyléne diamine tétracétique (Vacutainer Becton Dickinson K3, Le
Pont-De-Claix, France), et étalés sur une lame de verre selon les procédures habituelles. Les
frottis ont été colorés par la technique May-Grinwald-Giemsa (MGG). lls ont ensuite été observés

au microscope (Leica DM 3000, Rueil Malmaison, France).

lll.2.a) Frottis sanguins : morphologie générale des lymphocytes

Nous avons d’abord observé la morphologie générale des lymphocytes. Pour cela, nous
avons pris en considération des parametres d'ordre général fournis par I'hémogramme :
hémoglobine, numération plaquettaire, numération des globules blancs, lymphocytes (valeur
absolue). Ensuite, nous avons établi 13 critéres relatifs a la forme des lymphocytes pour voir s'il y
avait une morphologie lymphocytaire prédominante dans le but de la relier éventuellement a la
pathologie du patient: lymphocytes matures (petits, banals), clivés (petits centrocytes),
lymphoplasmocytes, lymphocytes monocytoides, prolymphocytes, lymphocytes en fleur,
convolutés (grand lymphocyte clivé, grand centrocyte), « stimulés» (grand lymphocyte
hyperbasophile), centroblastes ou immunoblastes, lymphocytes chevelus (villosités
membranaires), ombres nucléaires, mitoses, images d’apoptose. Pour chaque critére étudié, nous
avons exprimé nos résultats en données semi-quantitatives. Cing résultats étaient possibles pour

caractériser les lymphocytes :

* - :aucun lymphocyte ne correspond a ce critére
 +:1a 33 % des lymphocytes

e ++:34 a 66 % des lymphocytes

*  +++:66 a 99 % des lymphocytes

e ++++:100 % des lymphocytes
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Les définitions de ces cellules restent subjectives malgré des criteres admis depuis
longtemps (classification des lymphomes et SLP depuis les années 80). Nous avons établi une

base documentaire a laquelle nous nous sommes référés, en voici quelques extraits.

* Petit lymphocyte mature

La taille de ce lymphocyte est un peu plus grande qu'une hématie, le noyau est dense non

nucléolé et le cytoplasme est peu abondant, de basophilie faible (illustration 6).

lllustration 6. Petit lymphocyte mature.

* Lymphocyte clivé

Le lymphocyte clivé est un petit centrocyte mature proche du petit lymphocyte mature, a

peine plus grand, caractérisé par une encoche nucléaire bien visible (illustration 7).

llustration 7. Lymphocyte clivé.
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* Lymphoplasmocyte

Le lymphoplasmocyte est une cellule & peine plus grande que le lymphocyte mature. Le
noyau est excentré, sa chromatine est dense et il ne présente pas de nucléole. Le cytoplasme est

moyennement basophile (illustration 8).

. .

Hlustration 8. Lymphoplasmocyte.

D'aprés fmc.med.univ-tours.fr

* Prolymphocyte

Le prolymphocyte est une cellule plus grande (entre 2 et 3 hématies), mature. Un nucléole
unique est bien visible, plutdét central. Le cytoplasme est plus abondant que celui du petit

lymphocyte mature et de basophilie faible a modérée (illustration 9).

Hlustration 9. Prolymphocyte.

D'aprés Troussard et al, 2007.
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* Lymphocyte villeux

Il s'agit d'une cellule de petite taille dont le noyau est mature. Le cytoplasme est étendu avec
des villosités marquées (« polaires ») facilement observables et de basophilie faible & modérée
(illustration 10).

Hlustration 10. Lymphocyte villeux.
D'aprés Troussard et al, 2007.

* Lymphocyte convoluté

Le lymphocyte convoluté est une cellule de taille moyenne entre 2 et 3 hématies a noyau

d'aspect cérébriforme, de cytoplasme faiblement étendu et de basophilie faible (illustration 11).

’.
‘OQ

¢ 0 ¢

Hlustration 11. Lymphocytes

convolutés.
D'aprés Tessier-Marteau et al,
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* Lymphocyte hyperbasophile

Le lymphocyte est de taille moyenne a grande (= 2 hématies). Le noyau est mature mais
soit globalement discoide, soit plus déformé. Le cytoplasme est étendu et de basophilie moyenne

a intense avec des renforcements périphériques (illustration 12).

Hlustration 12. Lymphocyte hyperbasophile

(cellule mononucléée).

* Lymphocyte monocytoide

Le lymphocyte monocytoide est de taille moyenne a grande. Son noyau est mature mais la
chromatine peut parfois étre décondensée, il est souvent déformé (pincé mais pas clivé). Le

cytoplasme est étendu (voir trés étendu) et de basophilie faible & moyenne (illustration 13).

2

Hlustration 13. Lymphocyte

hypebasophile (gauche) et lymphocyte

monocytoide (droite). 35



« Immunoblastes et centroblastes

Ce sont des cellules de grande taille. Le noyau est volumineux et présente un nucléole

(immunoblaste) le plus souvent central, ou plusieurs nucléoles (centroblastes) souvent

périphériques. Le cytoplasme est de basophilie intense (illustration 14).

| —— -._\‘_ __,..""'

lllustration 14. Centroblaste.

D'aprés fmc.med.univ-tours.fr.

*  Ombres nucléaires

Les ombres nucléaires sont le reflet d'une certaine fragilité cellulaire. Elles sont appelées

ombres de « Gumprecht » au cours de la LLC (illustration 15).

{

lllustration 15: Ombres nucléaires.
D'aprés Janel et al, 2009.
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 Apoptose

L'apoptose est une mort cellulaire programmée avec rétraction du noyau (a chromatine

hypercondensée) puis fragmentation et vacuolisation cytoplasmique (illustration 16).

»

Hlustration 16. Figure d'apoptose.

lll.2.b) Frottis sanguins : caractérisation des lymphocytes binucléés

« Caractérisation générale des Ilymphocytes binucléés et

pourcentage parmi les lymphocytes

Concernant les LB, deux critéres ont été notés a ce stade : pourcentage et proportion de
cellules « typigue/atypique » (un travail préalable avait consisté a tenter d'établir les critéres
semblant les plus reproductibles au cours des LPLB). L'immunophénotypage des lymphocytes T,
B, NK a été pris en compte. Enfin, les diagnostics supposés (aprés examen du frottis) et vérifiés
(aprés intégration de I'ensemble des éléments du dossier et consultation du dossier médical) ont

été intégrés pour I'analyse des données.

Les lymphocytes binucléés « typiques » (hypothése a vérifier) sont des lymphocytes lobés

dont les 2 lobes sont asymétriques reliés par un pont pas toujours visible (illustration 17).

37



Hlustration 17. Lymphocytes binucléés

« typiques ».

Les lymphocytes a noyau réniforme présentent des lobes reliés par un pont large (illustration
18).

Hlustration 18. Lymphocyte réniforme.

Les lymphocytes binucléés « atypiques » sont des lymphocytes dont le pont est mal
individualisé, les lobes sont déformés (illustrations 19, 20, 21). lls tendent vers des formes

réniformes, voir monocytoides.
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Y

Hlustration 19. Lymphocyte binucléé « atypique ».

lllustration 20. Lymphocyte binucléé
« atypique ».

lllustration 21. Lymphocyte binucléé atypique et
typique.
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* Analyse morphologique des lymphocytes binucléés

Pour analyser plus particulierement la morphologie des LB, les cellules binucléées et les
cellules d’aspect proche ont été ensuite humérisées au moyen d’'une caméra numérique (Leica
490 DFC, Her Brugg, Suisse) et les images sauvegardées sur ordinateur (logiciel LAS Leica,
Bensheim, Allemagne), avec des images enregistrées en format TIFF, x300 dpi. Les cellules ont
été capturées en continu (« bandes horizontales sur le frottis ») de maniére a limiter les biais de
sélection en accord avec des expériences de numérisation précédentes (Lesesve et al 2008b,
Lesesve et al, 2009).

Les critéres utilisés pour étudier ces cellules ont été au nombre de dix. lls avaient été validés
lors d’'une journée de travail informelle le 10 novembre 2011 (participants : X. Troussard, E. Cornet
(CHU Caen), JF. Lesesve, AL. Gressot (CHU Nancy) au laboratoire d’hématologie de I'hnépital de
Cochin (Paris), Dr Valérie Bardet) :

x tallle de la cellule :
* Petite: LB< 2 globules rouges (GR) (illustration 22)
*  Moyenne : 2 GR < LB < 3 GR (illustration 23)
* Grande : LB > 3 GR (illustration 25)

x cytoplasme de la cellule :

» surface : abondance faible (illustration 22), étendue (illustration 23, 24), trés étendue
(illustration 25)

* basophilie : faible (illustration 23), moyenne (illustration 22,24, 25), forte

e contenu : grains, vacuoles (illustration 24)

X hoyau :
+ forme : lobée, réniforme, monocytoide
* présence de nucléoles : un ou plusieurs, dans un ou deux lobes
* Symétrie des lobes
* présence d'un pont chromatinien

* position du pont : polaire (illustration 22 et 23), excentré, médian, fin (illustration 23) ou

épais (illustration 22).
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Hlustration 22. Lymphocyte
binucléé typique de petite taille, surface
cytoplasmique faible, basophilie
moyenne présentant un pont polaire

épais.

lllustration 23. Lymphocyte binucléé de taille
moyenne, surface cytoplasmique étendue,

basophilie faible présentant un pont polaire fin.

g

Hlustration 24. Lymphocyte binucléé de
taille moyenne, surface cytoplasmique étendue,

basophilie moyenne, vacuolé.
41



lllustration 25. Lymphocyte binucléé de grande
taille, surface cytoplasmique trés étendue, basophilie

moyenne.

Un nombre d'au moins 10 images a été réalisé pour tous les patients présentant de
nombreuses cellules atypiques. Pour les patients ayant trés peu de cellules anormales, nous
avons tenté d’étre exhaustifs (hombre de cellules saisies parfois inférieures a dix par frottis). Nous
avons ensuite établi des statistiques descriptives pour chacun des criteres sélectionnés, cellule par
cellule, patient par patient, et pour I'ensemble des données. Dans la mesure ou nous n'avons
étudié qu'un nombre limité de cellules, nous avons exprimé nos résultats en données semi-
guantitatives aprés avoir calculé les pourcentages de cellules concernées par le critére étudié (5
catégories : - = 0 %, + = 1-33 %, ++ = 34-66 %, +++ = 67-99 %, ++++ = 100 %). Un chiffre précis
aurait pu en effet procurer une sur-interprétation des résultats par rapport a leurs modalités
d'obtention. Il est important de rappeler ici que notre étude a été focalisée sur les cellules
binucléées ou proches, alors que celles-ci sont minoritaires par rapport aux autres lymphocytes
(entre 1 et 10 % seulement de I'ensemble des lymphocytes pour les LPLB, pourcentage encore
inférieur pour les autres pathologies). Nous avons également fait figurer les distributions des
critéres sous forme de « camemberts » pour mieux visualiser la proportion des critéres étudiés.
Pour faciliter la lecture des données, les couleurs de chaque critére ont été conservées dans

toutes les représentations pour permettre plus facilement des comparaisons.
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» Autres données biologiques

L'ensemble des données paracliniques présentes dans les dossiers des patients ont bien

évidemment été consultées. En particulier :

» phénotypage lymphocytaire

* caryotype

» électrophorése des protéines et immunoglobulines
* phénotype HLA

¢ bilan d'auto-immunité

Nous les avons plus ou moins fait figurer suivant les besoins de présentation de ce travall
(données non exhaustives). Toutes ces données ont par contre été prises en compte pour

I'établissement du diagnostic.

ll.3. Analyse des images trouvées dans la littérature

Nous avons tenté une revue la plus exhaustive possible des images trouvées dans la
littérature. Concernant la LPLB, une recherche bibliographique a été effectuée sur le logiciel

PubMed (NCBI) avec les mots clés suivants :

* Persistent B-cell lymphocytosis
* Binucleated lymphocyte

* Polyclonal B-cell lymphocytosis

Une relecture de I'ensemble des articles a ensuite été effectuée et les images ont été
analysées. A cette fin, nous avons testé les principales caractéristiques du profil « typique »
déterminé dans la premiere partie de ce travail. Les grandes caractéristiques des LB ont été

vérifiées :

* Taille moyenne
» Contours réguliers

* Forme du noyau : lobée, monocytoide, réniforme
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* Lobes assymétriques
* Nucléole

* Cytoplasme : surface étendue, basophilie moyenne

Nous n'avons pas étudié la présence de vacuoles ou grains cytoplasmiques car la taille et la
définition des images étaient souvent incompatibles avec cette analyse. A noter que 8 publications
sur 35 sont issues de Troussard et collaborateurs, ce qui donne un nombre de cellules fournies

dans les publications : 43/103, soit presque la moitié des cellules représentées et étudiées (42 %).

IV. Résultats

IV.1. Caractéristiques g¢générales des Ilymphocytes dans les
différentes catégories : cellules lymphoides autre que les

lymphocytes binucléés

IV.1.a) Rappel sur I'analyse des critéres étudiés

Pour chaque patient, nous avons analysé son environnement lymphocytaire sur frottis

sanguin. Chaque critére (« type » de lymphocyte) a été exprimé en semi-quantitatif :

* - :aucune cellule correspondant au critére étudié
e +:1a33%des cellules

* ++:34 a66 % des cellules

e +++:67 a99 % des cellules

e ++++:100 % des cellules

Les données sont rassemblées dans les tableaux 1, 2, 3, 4 dans les annexes 1,2,3,4 pour

des raisons de mise en page de cette these.
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IV.1.b) LPLB avec et sans iso 3q (tableau 1, voir annexe 1)

77 % des patients présentent une majorité de petits lymphocytes banals (67 a 99 % des
lymphocytes). Les patients présentent aussi des cellules monocytoides (46% d'entre eux) et
hyperbasophiles (31% d'entre eux) en grand nombre (34 a 66 % des lymphocytes) et une petite
proportion de cellules clivées (1 a 33 % des cellules). Les autres catégories de lymphocytes sont
rarement présentes. Les cellules monocytoides sont caractérisées par une taille moyenne a
grande, des contours nucléaires déformés (sans encoche marquée néanmoins), un cytoplasme de

basophilie moyenne (parfois faible), le plus souvent proche de celle des LB des patients.

La détection de ces cellules oriente souvent le diagnostic. Au cours des LPLB, le contexte
cellulaire (lymphoide) semble donc fondamental car il oriente le diagnostic. En effet, dans les frottis
analysés, nous avons constaté la présence de deux types de cellules a cbété des petits

lymphocytes matures :

* Les cellules monocytoides de grande taille avec un noyau déformé et un cytoplasme
abondant et clair,
* Les cellules hyperbasophiles de taille plus petite, a noyau plutét rond et a cytoplasme

moins abondant et basophile.

La proportion de ces cellules fait I'objet de deux types de profil. Le premier profil met en
evidence des cellules monocytoides abondantes, faciles a observer, et trées évocatrices du
diagnostic. Dans ce contexte, on observe aussi souvent des lymphocytes hyperbasophiles. Le
deuxieme profil fait état de rares cellules monocytoides. Le diagnostic est difficile car cela donne
une impression de frottis « réactionnel » plutdt monomorphe cependant, et non évocateur d'un
syndrome mononucléosique. Le profil avec cellules monocytoides abondantes est plus souvent
retrouvé dans les LPLB avec iso3q (7 patients avec 34 a 66 % des lymphocytes) que dans les
LPLB sans iso3q (4 patients), on pourrait donc supposer qu'il est plus facile de suspecter une

LPLB dans la premiéere catégorie.

Ce groupe de patients est celui qui met en évidence le plus de lymphocytes binucléés qui

représentent 1 a 13 % des lymphocytes et leur morphologie est plutét typique.
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IV.1.c) Pathologies réactionnelles (tableaux 2 et 3, voir annexes 2 et
3)

Dans les diagnostics réactionnels divers, les lymphocytes sont chez tous les patients avant
tout des petits lymphocytes matures pour 34 a 99 % d'entre eux. Trois patients sur quatre
présentent un petit contingent de lymphocytes clivés (1 a 33%) et d'ombres nucléaires. Les LB
sont trés rares au cours des états réactionnels (moins de 1 % de LB parmi les lymphocytes). On
note chez la moitié des patients la présence de LB « typiques », images caricaturales de ce que

I'on pourrait attendre au cours d'une LPLB.

Dans la sous-catégorie « SEP » ou les patients sont traités par natalizumab, les patients
présentent un environnement cellulaire ou les petits lymphocytes matures sont largement
prédominants (entre 67 et 99 % des lymphocytes chez 96 % des patients). Cette observation se
retrouve également chez les malades sans traitement mais dans une moindre mesure (56 % des
patients). On trouve entre 1 et 33% de lymphocytes clivés parmi les lymphocytes chez 86 % des
patients avec traitement et chez 78 % des patients sans traitement. On met aussi en évidence
(72 % des patients avec traitement et 67 % des patients sans traitement) entre 1 et 33 % des
lymphocytes hyperbasophiles parmi les lymphocytes. D'autre part, toute la série de patients
atteints de SEP présentent 1 a 33 % d'ombres nucléaires. On note I'absence de
lymphoplasmocytes, de prolymphocytes, de lymphocytes en fleur, de lymphocytes convolutés et
de mitoses. Les différences majeures entre les patients traités et les patients sans traitement sont
d'une part la présence de lymphocytes monocytoides chez 89 % des patients non traités par
natalizumab (absents ou presque chez les patients avec traitement) et, dautre part, le
pourcentage de LB qui est trés inférieur a 1 % des lymphocytes chez ces patients non traités. Ce
sont des formes typiques de LB qui prédominent chez 86 % des patients traités. Les LB sont donc
rares au cours des SEP traitées par natalizumab et exceptionnels sans traitement (pas de
traitement ou autre traitement). Par contre, et comme dans les états réactionnels, ils apparaissent

plutdt typiques.

IV.1.d) Syndromes lymphoprolifératifs (tableau 4, voir annexe 4)

Les patients de cette catégorie présentent une population cellulaire ou les petits lymphocytes

matures sont prédominants et, dans une moindre mesure, les lymphocytes monocytoides. En
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effet, ces petits lymphocytes matures sont présents entre 67 et 99 % de la population
lymphocytaire chez un tiers des patients et entre 34 et 66 % chez un autre tiers des patients.
Parmi les lymphocytes, 76 % des patients présentent des lymphocytes monocytoides le plus
souvent entre 1 et 33 % des cellules lymphoides. 59 % des patients présentent des lymphocytes
convolutés entre 1 et 66 % des lymphocytes. Les lymphocytes clivés représentent une petite partie
des lymphocytes (1 a 66%) chez 47 % des patients. On notera la quasi absence de
prolymphocytes, lympho-plasmocytes, lymphocytes en fleur, lymphocytes stimulés, mitoses,
apoptoses. Chez 65 % des patients, des ombres nucléaires sont présentes parmi la population
lymphocytaire (1 a 33 % en majorité), ce qui est moins le cas au cours des LPLB. Sur les 17
patients, seuls 2 d'entre eux ont un pourcentage de LB supérieur a 10 %. Le reste présente un
pourcentage de LB parmi les lymphocytes inférieur a 10 %, voir inférieur a 1 %. Parmi les formes
binucléées typiques ou atypiques, toutes les formes sont présentes chez les patients : majorité de
forme typique, majorité de forme atypique, mélange des deux formes. Cette anomalie est donc

minoritaire et souvent plus proche d'une curiosité que d'une forme récurrente.

Au cours des LLC, tous les patients présentent une majorité de petits lymphocytes matures
avec quelques lymphocytes clivés, monocytoides ou convolutés et il y a des ombres nucléaires
chez cinq patients sur six. On trouve tout de méme deux patients avec plus de 5 % de LB parmi
les lymphocytes (7 et 22 % de LB). Enfin, il existe un polymorphisme de la morphologie des LB a
forme typique, atypique ou mélange des deux formes. En outre, ce sont des LLC pléiomorphes

parmiles cas 1, 2, 3, 5, 6 avec des ombres de GUumprecht inférieures a 30 %.

Au cours des LZM, l'environnement cellulaire est un peu plus polymorphe : ce sont les
lymphocytes monocytoides qui sont présents chez tous les patients mais ils ne sont pas
majoritaires (1 a 66 % des lymphocytes). Deux patients sur trois présentent des petits
lymphocytes matures et des lymphoplasmocytes mais en proportion majoritaire seulement chez un
patient. Ici les lymphocytes clivés sont totalement absents et on ne trouve des lymphocytes
convolutés que chez un patient. Un patient présente quelques lymphocytes avec villosités
membranaires et un autre patient présente des immunoblastes. Les LB restent ici rares puisque
deux patients présentent 2 % de LB parmi les cellules lymphocytaires. On trouve une majorité de

forme atypiques de LB, ce qui est en rapport avec le polymorphisme lymphocytaire des LZM.
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IV.2. Caractéristiques des Ilymphocytes binucléés dans les

différentes catégories

IV.2.a) Rappel sur I'analyse des critéres étudiés

Les résultats ont été obtenus de la maniére suivante. Pour chaque patient nous avons
cumulé les données des analyses de 10 a 30 cellules (médiane = 15 cellules) et établi des
pourcentages pour les différents critéres étudiés. Ce sont ces derniéres données qui apparaissent
dans les tableaux, aprés conversion en critéres semi-quantitatifs. Pour rappel, les catégories - a ++

++ correspondent & :

. - raucun LB ne présente le critére correspondant

. +:1 a 33 % des LB présentent le critere correspondant

. ++: 34 a4 66 % des LB présentent le critere correspondant
. +++: 67 a 99 % des LB présentent le critére correspondant
. ++++: 100 % des LB présentent le critére correspondant

Les données sont rassemblées dans les tableaux et sous forme d'images en annexe pour

des raisons de mise en page.

IV.2.b) LPLB avec iso 3q (n=13) (tableau 5, voir annexe 5, images,

voir annexe 8)

Dans le groupe des LPLB avec iso3q, tous les patients présentent des LB de taille moyenne
mais pour 3 patients ces cellules représentent moins de 66 % des LB. La majorité (10 patients sur
13) ont plus de 67% des cellules de taille moyenne. Les LB de petite taille sont présents chez 8
patients sur 13 mais ils sont minoritaires (moins de 33 % des LB chez 7 patients). Concernant
I'étendue du cytoplasme, entre 67 et 100 % des LB présentent une surface moyennement étendue
et ce chez 8 patients sur 13, le reste est surtout représenté par des LB a cytoplasme faiblement
étendu chez 9 patients sur 13. Au total, dans cette catégorie il existe une hétérogénéité du
cytoplasme majoritairement de surface étendue mais aussi des cellules a surface réduite. Tous les

patients présentent des LB avec un cytoplasme de basophilie moyenne, cette basophilie semble
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donc un critére important. Aucune villosité ne déforme les contours cellulaires et seuls 3 patients
sur 13 présentent des LB contenant des grains et ceci dans seulement une minorité extréme de
cellules (moins de 33 % des LB). Onze patients sur treize présentent des LB vacuolés mais ces

vacuoles sont présentes dans une minorité de cellules (le plus souvent entre 1 et 33 % des LB).

La forme lobée des LB est constamment présente (évidemment) mais il existe aussi
constamment des formes réniformes entre 1 et 33 % des LB et 8 patients sur 13 ont des formes
monocytoides. On met en évidence la présence de nucléoles chez tous les patients et ceci dans 1
a 66 % des LB. Le noyau a des lobes asymétrigues chez quasiment tous les patients. Un pont
chromatinien n’est pas visible chez tous les patients : 11 patients sur 13 ont entre 1 et 99 % de LB
sans pont (hétérogénéité marquée). Lorsque ce dernier est présent, il peut étre polaire épais ou fin
ou excentré, épais ou fin. Les résultats sont présentés sous forme de camemberts dans le

paragraphe suivant avec les LPLB sans iso3g.

IV.2.c) LPLB sans iso 3q (n=13) (tableau 5, voir annexe 5, images,

voir annexe 8)

Dans le groupe des LPLB sans iso 3q, les caractéristiques sont sensiblement identiques
avec quelques différences de signification impossible a déterminer vu les faibles effectifs. La taille
des LB est moyenne (67 a 99 % des LB chez tous les patients sauf un) mais des cellules a petite
taille sont toujours observées (1 a 33 % des LB chez 12 patients sur 13, un patient en ayant plus).
La surface cytoplasmique est étendue (67 & 100 % des LB) mais en rapport avec I'affirmation
précédente, on trouve chez tous les patients sauf un, des cellules a petite surface (1 a 33 % des
LB). Aucune surface tres étendue n'a été observée dans ce groupe. On constate donc une
hétérogénéité cellulaire plus marquée que dans le groupe des LPLB avec iso 3g. La basophilie
cytoplasmique est constamment moyenne (pas d’exception). Les contours cellulaires sont toujours
réguliers. De rares LB possedent des grains (4 patients sur 13) ou des vacuoles (6 patients sur
13). La forme du noyau est lobée chez tous les patients (34 a 99 % des LB) mais il existe
constamment des formes monocytoides (sauf un cas) ou réniformes. Les nucléoles sont présents
chez tous les patients pour 1 & 33 % des LB. Les lobes sont presque toujours asymétriques. Le
pont chromatinien est absent chez tous les patients (sauf un cas), ceci pour une partie des LB (1 a
66 %). En revanche, toutes les autres combinaisons sont observées (polaire ou excentré, fin ou

épais, médian épais) mais on observe constamment des ponts polaires épais.

49



Les caractéristiques des patients avec ou sans iso 3q étant proches nous avons groupé les

deux séries. Les résultats sont donnés sous forme de camembert ci-dessous :

Taille des lymphocytes binucléés

1

¥ Taille moyenne prédominante
+ quelques patits

W Taille moyenne prédominante

¥ Taille moyenne prédominante
+quelques petits et grands

ETaille moyenne = taille petite

M Taille grande prédominante

Figure 1: Répartition de la taille des LB dans la
LPLB

Basophilie cytoplasmique

BForte

W Moyenne

WFaible = Moyenne
Faible

26

Figure 3: Répartition de la basophilie du
cytoplasme des LB dans la LPLB

Surface du cytoplasme

W Surface étendue prédominante
+ quelques surfaces faibles
Surface élendue = surface faible

W Sur; étendue prédominante

W Surface étendue prédominante
+ guelques surfaces faibles et
trés étendues

W Surface étendue = surface trés
étendue

w Surface trés étendue
prédominante

Figure 2: Répartition de la surface du cytoplasme
des LB dans la LPLB

Contenu cytoplasmique

1

B Grains

W Grains et vacuoles
Vacuoles

mVide

"

Figure 4: Répartition du contenu cytoplasmique
des LB dans la LPLB
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Forme du noyau Présence de nucléole

¥ Lobée prédominante +
Monocytoide + Réniforme +
Clivée

N obée prédominante +
Monocytoide + Réniforme
Lobée prédominante +
Reéniforme + Clivée

B Lobée prédominanta +

B Qui
® Non

19 8
Figure 5: Répartition des différentes formes de Figure 6: Répartition des LB avec ou sans
noyaux des LB dans la LPLB nucléoles dans la LPLB

Lobes

H Asymétriques
Egalité
B Symétriques

24

Figure 7: Répatrtition des lobes des LB dans la
LPLB

IV.2.d) Pathologies réactionnelles (tableau 6, voir annexe 6, images,

voir annexe 8)

Dans la catégorie « pathologies réactionnelles », la majorité des patients présentent des LB
a taille moyenne (67 a 100 % des LB). Seulement un patient présente des LB de petite taille en
majorité. La surface cytoplasmique est d’étendue moyenne chez tous les patients pour la majorité
des LB. La répartition de la basophilie du cytoplasme est hétérogene : 75 % des patients
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présentent un cytoplasme faiblement basophile pour 34 a 66 % des LB, un patient a des LB avec
forte basophilie. Le cytoplasme ne contient presque pas de grain ni villosité et il n'y a jamais de
vacuole. Les formes lobées sont prédominantes (67 a 99 % des LB) chez tous les patients et il
existe des LB réniformes (1 a 33 % des LB) chez 75 % des patients. Nous n'avons pas trouvé de
nucléole dans cette catégorie. La moitié des patients présentent des LB a lobes symétriques. Tous
les patients présentent une partie de LB sans pont chromatinien (1 & 66 % des LB) et quand il est

présent, on le trouve en majorité épais.

Dans la sous-catégorie « SEP » et chez les patients non traités par natalizumab, I'analyse
des LB n'a pas été faite car le pourcentage de LB parmi les lymphocytes était inférieur a 1 %, nous
avons donc disposé de trop peu d'images pour les analyser. Par conséquent, nous avons fait

apparaitre uniguement les résultats des LB chez les patients traités par natalizumab.

Chez les patients traités par natalizumab, la majorité (84 %) présente des LB de taille
moyenne. La surface cytoplasmique est moyennement étendue (77 % des patients) méme si une
petite partie des LB possede une surface cytoplasmique de faible étendue (39 % des patients).
68% des patients ont des LB avec un cytoplasme moyennement basophile mais de nombreux
patients (52 %) présentent une partie des LB avec un cytoplasme faiblement basophile. Les
cellules binucléées ne présentent pas de grain cytoplasmique et la plupart des patients ne
présentent pas de villosité (94 %) ni vacuole (90 %). De plus, les noyaux ne présentent pas de
nucléole. Les 2 lobes sont en majorité asymétriques (61 % des patients) et le pont chromatinien

reliant les 2 lobes est surtout polaire et fin (45 %).
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Les résultats sont présentés sous forme de camemberts ci-dessous :

Tallle des lymphocytes binucléés

B Taille moyenne prédominante

B Taille grande prédominante

" Taille moyenne prédominante
+ quelgues petits

ETaille moyenne = taille pefite

W Taille moyanne = taille
grande

" Taille petite prédominante

M Taille moyenne prédominante
+ quelques petits et grands

Figure 8: Répartition de la taille des LB dans la
SEP

Basophilie cytoplasmique

EForte

W Moyenne

= Faible = Moyanne
" Faible

2

Figure 10: Répatrtition de la basophilie du
cytoplasme des LB dans la SEP

Surface du cytoplasme

W Surface étendue prédominante

" Surface étendue = surface faible

m Surface faiblement étendue
prédominante

m Surface trés étendue prédominante

m Surface étendue prédominante +
quelques surfaces faibles

" Surface étendue = surface trés
étendue

W Surface étendue prédominante +

quelques surfaces faibles et trés
étendues

Figure 9: Répartition de la surface du cytoplasme
des LB dans la SEP

Contenu cytoplasmique

a

M Grains

M Gralns et vacuoles
“Vacuoles

= Vide

28

Figure 11: Répartition du contenu cytoplasmique des
LB dans la SEP
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Forme du noyau Présence de nucléole

o Lobg
B Réniforma

% #
Figure 12: Répartition des différentes formes de Figure 13: Répartition des LB avec ou sans
noyaux des LB dans la SEP nucléoles dans la SEP
Lobes

B Asymétriques
Egalité
B Symétriques

Figure 14: Répatrtition des lobes des LB dans la
SEP
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IV.2.e) Syndromes lymphoprolifératifs (tableau 7, annexe 7, images,

voir annexe 8)

Nous avons fait une interprétation globale des données sans tenir compte des diagnostics
(ce qui est critiquable). Nous mettrons en exergue ensuite les caractéristiques des LB au cours
des LLC et des LZM (les deux catégories les plus représentées mais les effectifs sont néanmoins

tres faibles).

La majorité des LB sont de taille moyenne : 1 a 100 % des LB chez tous les patients sauf un
cas (LLC). Mais Il existe une petite proportion de LB de petite taille pour 47 % des patients (parmi
lesquels deux patients (LLC et lymphome T) présentent malgré tout 67 a 100 % de LB de petite
taille) et 53 % des patients présentent des LB de grande taille (rares : 1 a 33 % des LB et non

spécifiques d’'une entité).

La surface du cytoplasme varie légérement d'un patient a lI'autre méme si elle est de taille
moyenne pour la majorité des LB (de 1 & 100 % des LB chez tous les patients sauf un). Il existe
malgré tout 59 % des patients pour lesquels au moins 1 a 33 % des LB ont une surface
cytoplasmique faiblement étendue (quatre patients parmi eux présentent 34 & 100 % de LB a
surface cytoplasmique faible : LLC, LZM et LF en particulier). La basophilie du cytoplasme est
moyenne chez tous les patients sauf un : cette tendance est prédominante pour 71 % des patients
qui ont entre 67 et 100 % de LB a basophilie moyenne. Cependant, la moitié des patients (53 %)
présentent des LB a faible basophilie (dont trois patients avec 34 a 100 % des LB). Cette faible
basophilie est particulierement marquée au cours d'un cas de maladie de Waldenstrom et d'un
lymphome T. Un LZM a une proportion majoritaire de LB fortement basophiles. 82 % des patients
ont des cellules binucléées sans villosité ni grain et 76 % ne présentent pas non plus de vacuole. Il
existe quelques LB avec contours cellulaires déformés (villosités) mais cependant pas au cours
des LZM.

Tous les patients présentent des formes lobées (34 a 100 % des LB chez 94 % des patients)
mais 65 % des patients présentent une faible proportion de LB réniformes (entre 1 et 33 % des LB,
un peu plus marqué dans un cas de lymphome du manteau) et 53 % des patients ont une petite
proportion de LB encochés ou clivés (trés marqué dans un cas de lymphome T). Les noyaux sont
dépourvus de nucléoles chez 53 % des patients. Les lobes sont asymétriques chez 59 % des
patients. Le pont chromatinien reliant les 2 lobes est absent chez 14 patients sur 17 dans des

proportions variables. Quand il est présent, il est majoritairement polaire épais (59 % des patients)
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ou excentré épais (53 % des patients), ceci concernant 1 & 66 % des LB.

Au cours des LLC, les caractéristiqgues morphologiques des LB sont trés proches de celles

décrites pour les LB de LPLB. En revanche, les LB a noyau de forme monocytoides sont

gquasiment absents, les nucléoles sont trés rares et il n'y a pas de vacuole. Les lobes sont moins

souvent asymétriques qu’au cours des LPLB. Rappelons qu'il s'agissait surtout de contextes de

LLC pléiomorphes.

Au cours des LZM, les caractéristigues des LB sont aussi proches des LPLB. Cependant, il

existe des cellules trés basophiles parfois. Il n'a pas été observé de villosité sur les contours

cellulaires alors que des cellules villeuses sont régulierement observées au cours des LZM.

Les résultats sont présentés sous forme de camemberts ci-dessous :

Taille des lymphocytes binucléés

B Taille moysnne prédominante
+ quelques grands

¥ Taille moyenne prédominante
+ gquelques petits et grands

W Tallle moyenne prédominante
Tallle petite prédominant

4

Figure 15: Répartition de la taille des LB dans les
SLP

Surface du cytoplasme

B Surface étendue
prédominante

B Surface étendue
prédominante + quaelques
surfaces faibles et trés
étendues

B Surface étendue
prédominante + quelques
surfaces faibles

B Surface faiblement étendue
prédominante

W Surface étendue
prédominante + quelques
surfaces trés étendues
Surface étendue = surface
faible

Figure 16: Répartition de la surface du cytoplasme
des LB dans les SLP
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Basophilie cytoplasmique

EForte

HMoyenne

m Faible = Moyenne
Faible

Figure 17: Répartition de la basophilie du

cytoplasme des LB dans les SLP

Forme du noyau

M Lobée prédominants

" Lobée prédominante +
Réniforme + Clivée

¥ Lobée prédominante +

Monocytoide + Réniforme +
Clivée

W Lobée prédominante +
Monocytoide + Réniforme

¥ Lobée prédominante +
Réniforme

MLobée prédominante + Clivée

BWLobée prédominante +
Monocytoide + Clivée

Figure 19: Répatrtition des différentes formes de

noyaux des LB dans les SLP

Contenu cytoplasmique

2

Présence de nucléole

nucléoles dans les SLP

B Grains

HGrains et vacuoles
“Vacuolas

mVide

. Répartition du contenu cytoplasmique des
LB dans les SLP

M Oui
B Non

Figure 20: Répartition des LB avec ou sans
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Lobes

W Asymeétrigues .
Egalité
W Symétriques |

Figure 21: Répatrtition des lobes des LB dans les
SLP

IV.2.f) Conclusion des résultats

* LPLB avec et sans iso3q

Dans le groupe des LPLB avec un isochromosome +i(3)(q10), les cellules binucléées sont de
taille moyenne. Cette taille moyenne est a la fois majoritaire et constamment trouvée, mais il existe
une certaine hétérogénéité avec la présence de petits LB. On met en évidence la méme
hétérogénéité pour la surface du cytoplasme qui est d'une étendue faible a moyenne (surtout). Le
cytoplasme a une basophilie moyenne constante, les vacuoles sont réguliéerement présentes et il
ne contient quasiment jamais de grains cytoplasmiques. Les contours cellulaires sont réguliers,
rarement festonnés mais jamais avec des villosités. Les cellules toujours retrouvées en majorité
sont des cellules a noyau lobé, mais des cellules monocytoides ou réniformes (en proportion
notable) sont présentes chez la majorité des patients. Par contre, les encoches nucléaires sont
rares. La chromatine est mature, les nucléoles sont toujours présents. Ces derniers sont de petite
taille, parfois mal visibles, les gros nucléoles nets (type prolymphocyte) sont rares. lls sont
présents dans un ou deux lobes. Les lobes sont quasiment toujours asymétriques, reliés par un
pont, souvent mal visible ou suggéré voire absent. Au total, des polymorphismes de la forme du

noyau et du pont sont constamment observés.
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Concernant les cellules LPBL sans iso 3q, les caractéristiques générales sont les mémes.
On constate cependant que la taille des LB et la surface du cytoplasme sont encore plus
hétérogénes que dans la catégorie des LPLB avec iso 3q : les LB sont souvent plus petits avec
une surface cytoplasmique plus petite. Enfin, les cellules ne présentent jamais de vacuole.
Cependant, il est impossible en pratique de distinguer les 2 types (LPLB avec ou sans iso3q) sur la

simple morphologie des LB.

* Syndromes réactionnels

Au cours des pathologies réactionnelles, les cellules sont presque toujours de taille
moyenne, parfois villositaires mais la surface du cytoplasme et la basophilie sont inconstantes
(plutdt faible a moyenne surtout) et le cytoplasme est dépourvu de vacuole. Aucun nucléole n’est
observé. Les LB sont rares et cette forme est isolée avec un pont inconstamment présent et non

spécifique.

Au cours des SEP avec un traitement par natalizumab, les LB sont plutét de taille moyenne
avec peu de cellules de petite ou grande taille, leur répartition est plus homogéne que dans la
catégorie des LPLB. Le cytoplasme montre une surface et une basophilie un peu plus hétérogénes
(de faible & moyenne), a contours réguliers, sans grain ni vacuole. Le noyau est constamment
bilobé, plus ou moins symétrique avec un pont (inconstant) plutdt polaire et fin. Enfin on ne trouve
jamais de nucléole. En fait ces cellules pourraient étre considérées comme les plus « typiques »
par exceés, de part leur taille et leur forme constamment bilobée, plus belles que les LB rencontrés
au cours des LPLB, les caractéristiques sont si hétérogénes qu'il est impossible de définir une

forme type (« standard »).

* Syndromes lymphoprolifératifs

Dans la catégorie des SLP, les cellules binucléées sont de taille moyenne en majorité mais il
existe une petite partie de cellules a petite taille et aussi a grande taille. La répartition de la taille
est plus hétérogene que dans le groupe des LPLB. Les LB sont plus rares dans cette catégorie
gue dans celle des LPLB mais leur forme est assez homogéne avec quelques autres formes
(réniforme, clivée) et des formes monocytoides complétement absentes contrairement aux LB de

la catégorie LPLB qui présentent des formes monocytoides ou réniformes. La surface
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cytoplasmigue est moyennement étendue chez la majorité des patients mais on constate que
comme dans la catégorie des LPLB, une petite partie des LB présente une surface cytoplasmique
faiblement étendue. La basophilie du cytoplasme n’'est pas constamment moyenne, il y a une
petite proportion de LB a cytoplasme faiblement basophile. Concernant le contenu cytoplasmique,
la seule différence avec la catégorie LPLB concerne les vacuoles qui sont ici généralement
absentes. Dans le noyau, les nucléoles ne sont pas constamment présents. Les lobes sont plutot
asymétriques et la présence d'un pont chromatinien est aléatoire, lorsqu'il est présent, il se

présente sous forme polaire ou excentré épais.

IV.3. Résultats des cas de la littérature (tableau 8, voir annexe 9)

Trente-cing publications consacrées aux LPLB et illustrations ont été trouvées. Nous ne
pouvons garantir totalement I'exhaustivité de cette liste mais elle donne un ordre de grandeur de
ce qui est consultable a quelques unités prés (publications non référencées, plus que mauvais
choix de mots clés a indexer). Une publication n'était pas exploitable car l'original n'a pas été
trouvé. Huit publications n’étaient pas totalement exploitables (une publication ancienne, six
publications dont les images sont en noir et blanc, une publication dont I'image est de mauvaise
gualité) notamment en ce qui concerne la présence de nucléole et la basophilie du cytoplasme. Au
total, nous avons pu détailler 103 cellules : les cellules représentées sont majoritairement des LB
conformes a ce qui est attendu, mais aussi les cellules monocytoides retrouvées au cours des
LPLB.

Nous observons que les critéres que nous avions trouvé sont trés majoritairement présents.
On constate que les criteres les plus uniformes sont les critéres cytoplasmiques. Seulement 12
cellules sur 103 ont une surface non moyenne et 10 cellules ont un cytoplasme fortement ou

faiblement basophile (illustration 26).
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lllustration 26. Lymphocyte binucléé variant.

D'aprés Reimer et al, 2000.

La taille est modérément hétérogene avec 17 cellules sur 103 n'ayant pas une taille
moyenne (illustration 26) : quelques cellules petites (LB) et grandes (cellules monocytoides). Les
contours sont presque toujours réguliers. La majorité des LB (70 % des cellules observées)
présente un noyau a forme bilobée plus ou moins asymétrique (84 % de forme bilobée
asymétriqgue parmi les formes lobées). Il existe malgré tout une petite proportion de cellules
monocytoides ou réniformes (illustration 27). Enfin 16 LB ne présentent pas de nucléole
(illustration 27). Ces données confirment dans leur ensemble la pertinence des critéres

morphologigues proposés précédemment.
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llustration 27. Un lymphocyte monocytoide

e
o

et 3 LB variants.
D'aprés Vincenot et al, 2003.

V. DISCUSSION

V.1. Conclusion sur la lymphocytose polyclonale a lymphocytes

binucléés

Nous avons étudié la morphologie lymphocytaire au cours des LPLB, puis, par extension
dans I'ensemble des pathologies ou les LB étaient présents sur le frottis sanguin (éventuellement

rare).

Nous avons pu caractériser la morphologie lymphocytaire des malades atteints de LPBL. Les

caractéristiques générales sont les suivantes : avant tout grande hétérogénéité de la morphologie

62



avec un polymorphisme important, variant méme d’un cas a l'autre. Il existe en fait de nombreuses
formes de transition, depuis la cellule a tendance ovalaire et modérément déformée, a la vraie
cellule, bi voire tri ou quadri nucléée. La chromatine est constamment mature. Il n'existe pas de
blaste ou de cellule & chromatine décondensée ou immature. Les frottis des patients ont mis en
évidence deux profils lymphocytaires. Les deux types de profils présentent une majorité de petits
lymphocytes matures et quelques lymphocytes clivés. Le premier est beaucoup plus polymorphe, il
est composé d'assez nombreux lymphocytes monocytoides et quelques lymphocytes
hyperbasophiles. Il est assez facile a mettre en évidence et plutdét observé lorsqu'l y a un
isochromosome +i(3)(q10) que sans I'anomalie génétique. Le deuxieme profil est plus difficile a
détecter car il est composé de quelques cellules monocytoides et hyperbasophiles, on peut donc
plus facilement le confondre avec un syndrome réactionnel. Dans les deux cas, ces lymphocytes
prédominent largement par rapport aux cellules binucléées qui représentent entre 1 et 10% des

cellules lymphoides.

Les LB, eux, sont de taille moyenne, avec un cytoplasme constamment basophile, contenant
trés souvent des vacuoles, a contours nets, et au noyau bilobé asymétrique et nucléolé, le pont
étant hétérogéne (absent, excentré, polaire). Les formes lobées sont majoritaires mais non
constantes, en effet Il existe un contingent notable de cellules monocytoides et réniformes. Le LB
typique avec deux lobes n'est donc pas constamment retrouvé en proportion importante. Cet
aspect, avec a la fois I'nétérogénéité des LB et I'environnement monocytoide ou basophile semble

caractéristique des LPLB.
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V.2, Conclusion sur les syndromes réactionnels

Dans les syndromes réactionnels notamment les SEP, I'environnement cellulaire apparait
beaucoup plus homogéne avec une majorité de petits lymphocytes matures accompagnés de
guelques lymphocytes clivés chez les patients traités ou non par natalizumab. Les cellules
binucléées sont beaucoup plus rares chez les patients atteints de SEP que dans les LPLB, c'est
méme exceptionnel, mais le pourcentage semble augmenter apres introduction du natalizumab.
Cette augmentation s'explique par le mécanisme d'action du natalizumab qui engendre une
lymphocytose. Concernant les LB, la répartition de la taille est plus homogene que dans les LPLB
avec une nette prédominance de LB a taille moyenne. Il n’existe pas d’autre forme que des noyaux
lobés ce qui suggere que les LB de cette catégorie ont des caractéristiques plus « attendues » a
priori que celles trouvées au sein des LPLB. La grande différence avec la catégorie LPLB est
I'absence de vacuole et nucléole. Finalement, la population lymphocytaire est de maniere générale

plus monomorphe que celle des LPLB.

V.3. Conclusion sur les syndromes lymphoprolifératifs

Dans la série des SLP, la population lymphocytaire est majoritairement composée de petits
lymphocytes matures avec une petite proportion de lymphocytes monocytoides, convolutés et
clivés. La chromatine est constamment mature. Il n'existe pas de cellule a chromatine
décondensée ou immature sauf dans les cas de leucémie a prolymphocytes T ou B. La proportion
de LB est plus petite dans cette catégorie que dans la catégorie des LPLB et le mélange de formes
typiques et atypiques reléve plus d’'une curiosité que d’'une forme récurrente. Les LB sont comme
dans la série des LPLB de taille petite & moyenne (surtout), avec un cytoplasme moyennement
basophile. La seule grande différence avec la série des LPLB est la quasi absence de vacuoles et

de nucléoles comme pour les patients atteints de SEP.
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V.4, Conclusion générale de notre travail

Au total, notre travail donne des orientations pour répondre a la question posée a savoir s'il
existe des criteres morphologiques spécifiques pour définir les cellules binucléées des LPLB.
L'analyse morphologique des LB nous a permis de dégager plusieurs critéres récurrents dans les

différentes catégories :

x concernant la cellule : taille moyenne, contours réguliers,
x concernant le noyau : forme lobée, lobes assymétriques, réniforme ou monocytoide,
nucléolé,

x concernant le cytoplasme : surface moyenne, basophilie moyenne.

Ceci permettra une meilleure définition (plus stricte) de cette entité, en particulier si un doute

persiste en particulier en I'absence d'un isochromosome +i(3)(g10).

Les résultats de I'analyse morphologique des lymphocytes nous ont permis de voir que le
type de polymorphisme observé sur la population lymphocytaire de la catégorie LPLB est
spécifique de cette entité et ne se retrouve pas dans les autres catégories. Cela pourra permettre
de mieux cibler une LPLB lorsqu'on est en présence de petits lymphocytes matures avec d'assez
nombreux lymphocytes monocytoides et quelques lymphocytes hyperbasophiles. Enfin, ce travail
montre aussi que les LB ne sont pas spécifiques de la LPLB puisqu'on les retrouve dans d'autres

pathologies et qu'on ne peut pas associer une morphologie de LB a chaque type de SLP.

V.5. Reprise des illustrations de la littérature

V.5.a) Comparaison a notre étude (tableau 8, annexe 9)

Nous avons voulu reprendre les illustrations proposées dans la littérature afin de tester la
pertinence des caractéristigues trouvées au cours de notre étude morphologique
« expérimentale ». Lors des réunions préparatoires a notre travail, nous avions été surpris par le
grand polymorphisme des LB. En reprenant la littérature nous craignions de retrouver cette

hétérogénéité. Or, les résultats de I'analyse des cellules proposées dans les publications sont en
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accord avec nos propres données. Nous avons donc été un peu surpris mais cela présente
I'avantage de confirmer d'une certaine maniére nos propres résultats. Cependant, il faut noter que
42 % des cellules figurées font partie de la cohorte suivie par la coordination de ce travail (Pr

Troussard et Dr Lesesve), ce qui est a I'origine d’un biais.

Hlustration 28. Lymphocyte binucléé.
D'aprés Gordon et al, 1982.

Hlustration 29. Lymphocyte binucléé.
D'aprés Carstairs et al, 1985.

Nous pouvons constater que les deux publications initiales (Gordon et al, 1982, Carstairs et
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al, 1985) montrent des images de LB (illustrations 28 et 29) avec les mémes caractéristigues que
celles établies lors de notre étude. Sur les 5 LB analysés, seules 2 cellules ne sont pas
analysables concernant les nucléoles, critére que nous avions conclu comme caractéristique du
LB de la LPLB et un LB présente des lobes symétriques. Le reste des critéres est retrouvé a
l'identique. Les représentations sont hélas en noir et blanc et de faible dimension, comme d’'usage
a I'’époque (< 1985).

Il est intéressant de remarquer que dans les publications de Troussard et al, la description
des cellules dans les publications s’est rapprochée au fur et a mesure jusqu'a étre conforme au
modele proposé : en 1995, 3 cellules sur 9 sont non parfaitement conformes, en 2008 on retrouve

tous les criteres caractéristiqgues chez 9 LB sur 10.

lllustration 31. Lymphocyte binucléé Hlustration 30. lymphocytes
et monocytoide dans la LPLB. monocytoides dans la LPLB.
D'aprés Troussard et al, 1997a. D'aprés Troussard et al, 1997a.

Toujours dans les travaux de Troussard et al, on remarque que les images non
caractéristiques des LB se différencient par leur contours irréguliers (6 LB, illustrations 30 et 31),
leurs lobes symétriques (4 LB) , leur basophilie non moyenne (5 LB, illustrations 30 et 31), leur
taille non moyenne (4 LB) et I'absence de nucléole (3 LB). Concernant l'irrégularité des contours, il
ne s'agit pas d'un caractére retrouvé de maniere constante dans plusieurs articles mais plutot
d'une caractéristigue ponctuelle retrouvée dans 3 articles seulement. Le critére de basophilie
moyenne est lui aussi mis en évidence dans seulement 2 articles. Au final, il n'existe pas un seul
critére non caractéristique retrouvé de maniére récurrente mais plutdt des critéres quelconques
retrouvés ponctuellement au fil des différents articles. Les criteres empiriques des auteurs

concernant la morphologie des LB ont donc été les bons.
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Au total, la revue de la littérature confirme les données essentielles précédemment décrites :
les LB les plus typiques de la LPLB sont des cellules de taille moyenne, a contours réguliers, a
noyau bilobé avec lobes asymétriques et nucléolés, cytoplasme de surface moyenne et de
basophilie soutenue mais non intense (moyenne). Mais le polymorphisme est retrouvé concernant
la taille (quelques cellules plus petites) et la forme des noyaux (présence réguliere de formes

réniformes ou monocytoides).

V.5.b) Cas de la littérature divergents et origine des LB

Néanmoins nous avons pu trouver quelques différences entre les descriptions
morphologiques tirées de la littérature et nos analyses. Cela concerne d’'une part la population
lymphocytaire globale plus que les lymphocytes binucléés et, d’autre part, la catégorie des SLP.
Ces cas remettent en cause la spécificité de ces cellules et nous obligent aussi a nous interroger

sur l'origine de ces lymphocytes binucléés qui reste a ce jour mal connue.

Au sein des LPLB, Lanson et al (2011) présentent les lymphocytes retrouvés comme des
cellules de taille augmentée, a cytoplasme étendu, faiblement basophile, avec de fagon constante
chez tous les patients, un noyau a contour irrégulier, de l'indentation simple a une forme bilobée
voire binucléé avec persistance d'un pont chromatinien. Dans notre catégorie LPLB, outre la
présence de petits lymphocytes matures retrouvés constamment, nous avons aussi mis en
évidence une population lymphocytaire composée de lymphocytes monocytoides (taille
augmentée et cytoplasme étendu) de cytoplasme moyennement basophile. Par contre, nous
avons une autre catégorie de Ilymphocytes retrouvée fréguemment: les lymphocytes
hyperbasophiles, il est d'ailleurs parfois difficile de les différencier avec les formes monocytoides.
Cette derniére catégorie est de diagnostic cytologique plus délicat et nécessite plus de temps
d'observation du frottis pour statuer. De plus, la persistance du pont chromatinien n'est pas un

critére retrouvé de fagon constante dans cette catégorie.

Samson et al ont présenté en 2002 le cas d'un patient de 55 ans, dont 'hémogramme mettait
en évidence une hyperlymphocytose a 9,53 G/L. Le frottis sanguin montre une majorité de petits
lymphocytes matures avec quand méme 35 % de lymphocytes atypiques. La forme des noyaux est
polymorphe allant du noyau réniforme au noyau bilobé. Le pont chromatinien est fréquent et fin.
Un nucléole est souvent visible dans ces cellules. Concernant la taille, les cellules sont grandes, le
cytoplasme est étendu et faiblement basophile. Excepté le caractere basophile, la description de

ces cellules est finalement assez proche de ce que I'on a retrouvé dans notre étude. La technique
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d'hybridation in situ en fluorescence (FISH) montre la présence d'un isochromosome +i(3)(q10), ce
qui pousse l'auteur a établir un lien potentiel avec la LPLB mais l'immunophénotypage et la

biologie moléculaire ont mis en évidence un lymphome de la zone marginale.

Amouroux et al (1997) ont présenté les cas de 4 patients atteints de LLC et présentant des
LB. Ceux-ci sont de taille moyenne avec comme dans l'article précédent un cytoplasme faiblement
basophile ; des ponts chromatiniens sont parfois retrouvés. Ces cas different un peu de notre
étude qui met en évidence un cytoplasme de basophilie moyenne. En revanche on retrouve
toujours cette présence inconstante du pont chromatinien. La présence de LB au cours des LLC

pourrait suggérer un lien entre cellules clivées et noyaux binucléés. Cette hypothése est a vérifier.

En 1997, Machii et al ont essayé d'établir un lien entre la présence d'une lymphocytose
polyclonale retrouvée chez quatre patientes et leur symptomatologie proche d'une forme variante
japonaise de la leucémie a tricholeucytes (HCL-JV). Au niveau morphologique, la population
lymphocytaire retrouvée mettait en évidence des lymphocytes a contours irréguliers avec une
surface cytoplasmique abondante ce qui suggére ici des lymphocytes chevelus ou
tricholeucocytes, et peu de lymphocytes binucléés ont été retrouvés. De ce point de vue, la
description se rapprochait d'une HCL-JV. L'étude immunophénotypique a confirmé cette hypothése
avec les marqueurs CD5-, CD11c+, CD22+, CD24-, CD25- et la présence d'lgG a leur surface.
Cependant, I'étude de l'expression des chaines légéres des immunoglobulines (Ig) et le
réarrangement des génes des Ig a mis en évidence une expression polyclonale des lymphocytes B
ce qui a suggéré I'hypothése d'une LPLB. Cette hypothése a tout de suite été infrmée dans le
sens ou I'on ne trouve pas de lymphocytes chevelus dans la LPLB, chacune des quatre patientes
exprimaient le CD11c+, marqueur absent de la LPLB et I'augmentation des IgG chez ces patientes

n'est habituellement pas retrouvée dans la LPLB.

Finalement les criteres morphologiques définis lors de notre étude peuvent s'avérer utiles
dans le but d'une aide au diagnostic différentiel : si nous comparons ces descriptions
morphologigues au tableau descriptif des populations lymphocytaires dans les catégories LPLB,
nous constatons que la description des lymphocytes de Machii et al (1997) ne correspond pas a ce
gue nous avons trouvé dans la catégorie des LPLB. En effet il fait état d'une majorité de
lymphocytes a cytoplasme abondant, de basophilie faible avec des contours irréguliers. Dans notre
étude, I'environnement lymphocytaire des LPLB est composé de lymphocytes petites et matures,
de lymphocytes monocytoides et de lymphocytes hyperbasophiles. Les caractéristiques
morphologiques des lymphocytes associées a d'autres parametres tels que les marqueurs

immunophénotypiques et la biologie moléculaire apportent une aide de plus au diagnostic
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différentiel.

~

Troussard et al (1997a) ont essayé d'‘établir un lien entre la LPLB et le SLP B a
tricholeucocytes en analysant 19 patients diagnostiqués LPLB. La Ilymphocytose était
majoritairement composée de lymphocytes avec un cytoplasme abondant et de basophilie faible et
un pourcentage de LB de 2 & 9 %. Ici il ne fait pas état de contours irréguliers, ce qui va plutét en
faveur d’'une morphologie lymphocytaire de LPLB. Un caryotype a été fait chez 18 patients sur 19
et a mis en évidence un chromosome i(3q) chez 16 d'entre eux. Le lien entre les deux pathologies
a été exclu de part la génétique et les facteurs environnementaux. Si I'on inclut les caractéres

morphologiques, cela va aussi en faveur d'une LPLB.

Ces cas de la littérature montrent que I'analyse morphologique des LB peut constituer une
aide aux diagnostics différentiels mais qu'elle n'est pas suffisante. D'autre part, ces cellules
portent les marqueurs B (CD19+, CD20+, CD22+) mais il est difficile d'en trouver l'origine exacte.
Elles se rapprochent des marqueurs de la zone marginale (IgM+D, CD20+,CD5-, CD10-, CD23-,
CDA43-) avec l'absence de CD5 et CD10 mais on en retrouve parfois (et en proportion non

négligeable) au sein des LLC qui présentent les marqueurs CD5+, CD23+, CD43+.

VI. Perspectives

Notre travail s'est inscrit dans I'étude globale des LPLB menée depuis 8 ans au CHU de
Nancy, en collaboration avec le GFHC. Nous avons approfondi I'étude morphologique des cellules
caractéristiqgues des LPLB. Une réflexion sur les criteres minimums du diagnostic de la LPLB est
en cours. Les critéeres morphologiques constitueront un des éléments de ces criteres de
consensus. Celui-ci est important car il constitue la premiére approche pratique du diagnostic
(observation du frottis aprés constatation d'une lymphocytose par l'appareil ou bien avis demandé
par le technicien devant la constatation de cellules déroutantes). Dans I'immédiat, notre étude fera
l'objet d'un article (accepté, avril 2013) et sera soumise au congres 2013 du GFHC portant sur les
hémopathies lymphoides B matures (poster accessible sur le site teleslide du GFHC:
http://teleslide.fr/iweb/forum3). L'ensemble du travail sur les LPLB devrait aboutir au cours de

I'année 2013 a une publication internationale.
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Annexe 8

Lymphocytose polyclonale a lymphocytes binucléés avec anomalie iso3q
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Lymphocytose polyclonale a lymphocytes binucléés avec anomalie iso3q
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Annexe 8

Lymphocytose polyclonale a lymphocytes binucléés avec anomalie iso3q
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Annexe 8

Lymphocytose polyclonale a lymphocytes binucléés sans anomalie iso3q
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Annexe 8

Lymphocytose polyclonale a lymphocytes binucléés sans anomalie iso3q
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Annexe 8

Lymphocytes binucléés observés dans les cas de leucémie lymphoide chronique
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Lymphocytes binucléés observés dans les cas de leucémie lymphoide chronique
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Annexe 8

Lymphocytes binucléés observés dans les cas de leucémie lymphoide chronique
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Annexe 8

Lymphocytes binucléés observés dans les cas de lymphome de la zone marginale
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Annexe 8

Lymphocytes bicnucléés observés dans le cas de lymphome folliculaire

@

Lymphocytes binucléés observés dans le cas de lymphome du manteau

Lymphocytes binucléés observés dans le cas de lymphome T
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Annexe 8

Lymphocytes binucléés observés dans le cas de leucémie a prolymphocytes B
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Lymphocytes binucléés observés dans le cas de leucémie a prolymphocytes T
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Annexe 8

Lymphocytes binucléés observés dans les cas de syndromes réactionnels
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Lymphocytes binucléés observés dans les cas de sclérose en plaque traités par natalizumab
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Annexe 9

Cellule noyau cytoplasme
lobes réniforme
assymeétrique |ou
LPLB références taille moyenne | contour régulier | forme lobée|s monocytoid |[nucléolé|surface moyenne|basophilie moyenne
Gordon et al, 1982 + + + - + T ¥
+ + + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + ND + +
carstairs et al, 1985 + + + + ND + +
Lawlor et al, 1991 - + + + + + +
Troussard et al, 1994 + + + + + + +
Agrawal et al, 1994 + + + + + + +
+ + + + + +
+ - + + + +
+ + + + + +
- + + + + +
+ + + + + + +
- + + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + + +
Troussard et al, 1995 + + + + + + +
Rodriguez et al, 1996 + + + + ND N T
+ + + + + + +
+ - + + - + +
+ - + + - + +
+ - + + + +
Troussard et al, 1997b |+ + + + + T
Delage et al, 1997 + + + + ND + ND
+ + + + + -
+ - + + + -
+ + + - + + -
Troussard et al, 1997a |+ - + + + -
+ - + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + +
- + + + + +
+ + + + + +
+ + + + + +
+ + + + + +
+ + + + + +
+ - + + + + +
+ + + + + + +
Callet-Bauchu et al, 199 |+ + + + + T
+ - + + ND + ND
Carr et al, 1997 + + + + ND + ND
+ + + + + +
Granados et al, 1998 + + + + + + +
Roy et al, 1998 + + + + - + +
Théodose et al, 1998 |+ + + + + + ND
Woessner et al, 1999 + + + - + + T
+ + + - + + -
+ + + + + + -
- + + - - _
Mossafa et al, 1999 + + + - + T
Tonelli et al, 2000 + + + - + + +
- + + - - - -
Reimer et al, 2000 - + + - - - -
Vignes et al, 2000 + + + + ND + ND
. + + - ND - ND
- + + - ND - ND
+ + + - ND + ND
Gil-Fernandez et al, 200 |+ + + + ND + ND
Himmelmann et al, 2001+ + + + ND + ND

Tableau 8. Caractéristiaues des Ivmphocvtes binucléés trouvés dans la littérature.

ND = non déterminé
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Annexe 9 (suite)

Cellule noyau cytoplasme
lobes réniforme
assymeétrique ou
LPLB références taille moyenne |contour régulier |[forme lobée s monocytoid |nucléolé [surface moyenne |basophilie moyenne
+ + + - + + +
+ + + - + + +
+ + + + + +
+ + + + + + +
+ + + - + + +
+ + + + + +
Troussard et al, 2002 + + + + + T
- + + - + +
+ + + + + + +
- + + + - - +
Vincenot et al, 2003 + + + - - + T
+ + + + + + +
Roussel et al, 2004 + + + - - + T
- + + + ND - +
de Haan et al, 2006 - + + - ND R T
Troussard et al, 2007 + + 3 lobes + + + +
Chapuy et al, 2007 + + + + + - +
- + + + - - +
+ + + - + +
Schmidt-Hieber et al, 2008 + + + - + T
+ + + + - + +
Lesesve et al, 2008a + + + + + T
- + + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + +
Troussard et al, 2008 + + + + + + +
+ + + + + + +
Lesesve et al, 2011c + + + + + T
+ + + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + + +
- + + + + - -
Troussard et al, 2011 + + + + - + +
Xochelli et al, 2012 - + + + + + +
+ + + + + +
Chevalier et al, 2013 + + + + +

Tableau 8. Caractéristiques des lymphocytes binucléés trouvés dans la littérature.

ND = non déterminé
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RESUME :

Les lymphocytes binucléés (LB) sont considérés comme des cellules caractéristiques
d'une entité, la lymphocytose polyclonale a lymphocytes binucléés (LPLB). Or, des
observations isolées montrent la présence de ces cellules dans d'autres circonstances,
bénignes (pathologies réactionnelles, en particulier la sclérose en plaque) ou malignes
(syndromes lymphoprolifératifs (SLP)). Nous avons donc voulu analyser les
caractéristigues morphologiques de ces LB rencontrés au cours des LPLB, en particulier
pour affirmer le diagnostic. Nous avons ensuite évalué la spécificité de ces LB observés
au cours des LPLB, SLP et pathologies réactionnelles. En outre, nhous avons regardé
I'ensemble de la population lymphoide afin de déterminer d'éventuelles associations de
types cellulaires. Notre étude indique que certaines caractéristiques des LB sont
retrouvées dans les différentes pathologies (taille moyenne, noyau bilobé asymétrique,
cytoplasme de surface moyenne et basophile), que d'autres sont plus spécifiques des
LPLB (nucléoles, vacuoles), et qu'il existe une certaine hétérogénéité cellulaire au sein
méme des LPLB. Finalement, le pourcentage plus élevé de LB et la présence d'autres
cellules lymphoides associées (lymphocytes monocytoides et hyperbasophiles) a ces LB
peuvent constituer des arguments du diagnostic en faveur d'une LPLB.
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