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Introduction

La leucémie lymphoide chronique (LLC), syndrome lymphoprolifératif indolent, le plus
souvent de phénotype B, peut se transformer dans 3 % a 10 % des cas selon les séries, en
lymphome non hodgkinien a grandes cellules plus agressif (syndrome de Richter). La
survenue d’un lymphome de Hodgkin chez un patient atteint de LLC ou «maladie de Hodgkin
- variant du syndrome de Richter» est plus rare, observée dans moins de 1 % des cas. Ce
risque représente cependant 8 fois le risque de la population normale. Depuis 1989, seuls 44
cas bien documentés sur le plan immunohistochimique ont été publiés dans la littérature
anglo-saxonne. Dans ce contexte, en I’absence d’étude statistique comparative, le pronostic de
la maladie de Hodgkin - variant du syndrome de Richter, serait identique a celui de la maladie
de Hodgkin classique survenant dans une population de méme age. Sur le plan
morphologique, la maladie de Hodgkin - variant du syndrome de Richter est une lésion
hétérogene ; la composante hodgkinienne peut étre constituée de cellules de «Hodgkin et
Reed-Sternberg» (HRS) isolées et mélées dans des proportions variables selon le cas a la
composante lymphocytique ou de type LLC, ou de granulomes hodgkiniens typiques. Des
formes de passage entre ces différents aspects ont été décrits chez un méme patient. Enfin, a
ce jour, les données de la littérature concernant la filiation entre les lymphocytes néoplasiques
préexistants (LLC) et les cellules HRS apparues secondairement sont contradictoires. S’agit-il

d’un seul et méme lymphome ou de 2 néoplasmes lymphoides différents ?

Dans la premiére partie de ce travail, a partir de 9 observations issues de la cohorte
multicentrique francaise du groupe GOELAMS, nous avons réalisé une étude
anatomoclinique. Dans la deuxiéme partie, a partir des 4 cas pour lesquels nous disposions de
tissu congelé, nous avons réalisé une analyse moléculaire des réarrangements des séquences
variables du géne codant pour la chaine lourde des immunoglobulines (IgH CDRIII et FR3A),
sur échantillons uni- et paucicellulaires obtenus par microdissection laser, afin de caractériser

les deux populations néoplasiques au sein de chaque lésion.
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Premiére partie : Rappels anatomo-cliniques

1 Rappels anatomo-cliniques

1.1 La leucémie lymphoide chronique

La LLC est une hémopathie lymphoide chronique définie comme I’accumulation, dans le
sang périphérique et la moelle osseuse, de petits lymphocytes B d’aspect mature et d’origine

monoclonale, qui présentent un phénotype caractéristique (108).

1.1.1 Epidémiologie

La leucémie lymphoide chronique est la plus fréquente des leucémies dans les pays
occidentaux. Elle est rare avant 40 ans et sa fréquence augmente avec I’dge. Les 2/3 des
patients ont plus de 60 ans. L’age médian de survenue est de 64 ans (108). La maladie touche

plus volontiers les hommes que les femmes, avec un sexe ratio de 2/1.

1.1.2 Diagnostic

Chez un patient sur 3, les anomalies sont uniquement biologiques. Elles sont découvertes lors
d’un hémogramme pratiqué a titre systématique chez un patient asymptomatique. Dans les
autres cas, un syndrome tumoral peut étre présent: il consiste soit en des adénopathies
superficielles (7 cas sur 10), soit en une splénomégalie ou une hépatomégalie (5 a 10 % des
cas). Rarement, la découverte de la maladie fait suite a ld survenue d’une complication
infectieuse ou auto-immune.

Le diagnostic repose sur les examens biologiques.
1.1.2.1 Hémogramme

L’hémogramme, indispensable au diagnostic, montre une lymphocytose supérieure a 4x10°/L
ou 5x10%/L, faite de petits lymphocytes d’aspect trés proche des lymphocytes normaux. Les
autres lignées sont normales ou altérées. Une anémie inférieure a 10 g/dL. d’hémoglobine ou

une thrombopénie inférieure a 100x10°/L ont une valeur pronostique péjorative.
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1.1.2.2 Cytométrie de flux

L’examen immunophénotypique en cytométrie de flux permet de confirmer le diagnostic et de

définir le score de Matutes.

Tableau n® 1 : Score de Matutes

Présence de faible tau;_ci’immuno;globuliné—s_ae membrane 1| point.
Expression de la molécule CD5 1 point
Expression de la molécule CD23 1 point
Expression faible, ou inexistante de la molécule CD79a 1 point
Absence d’expression de I’antigéne FMC7 1 point

Un score de 4 ou 5 affirme le diagnostic de LLC

Il montre I’existence de cellules B (CD19, CD20), monoclonales, exprimant de faibles taux
d’immunoglobulines de membrane et d’antigéene CD79a, co-exprimant les antigénes CD5 et
CD23 et n’exprimant pas I’antigéne FMC?7. 1l permet également de préciser le phénotype des
cellules tumorales concernant des antigénes récemment identifiés comme ayant une valeur
pronostique. En effet, I’expression de I’antigéne CD38, notamment par une partie de la
population du clone tumoral, serait corrélée a la présence de mutations de la chaine lourde des

immunoglobulines et serait de pronostic péjoratif (33).

1.1.2.3 Myélogramme

Le myélogramme était classiquement indispensable au diagnostic, montrant une infiltration de
plus de 30 % de la moelle osseuse par des cellules lymphocytaires d’aspect mature.
Cependant, en raison de I'i'mmunophénotypage, il n'est plus nécessaire aujourd’hui de réaliser

un myélogramme.

La biopsie médullaire n’est effectuée que dans le cadre de protocoles. Elle peut néanmoins

préciser le degré de fibrose, I’extension et I’infiltration de la moelle osseuse.
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1.1.2.4 Autres analyses

Un bilan biologique systématique comprend une électrophorése des protides plasmatiques a la
recherche d’une hypo- ou agammaglobulinémie, un test de Coombs direct a la recherche
d’une anémie hémolytique auto-immune, un ionogramme sanguin avec évaluation de la

fonction rénale et un bilan hépatique afin de compléter le bilan pré thérapeutique.

1.1.3 Morphologie

La biopsie ganglionnaire initiale n’a pas d’utilité¢ si le diagnostic clinique, cytologique et
immunophénotypique ne fait pas de doute. Cependant, si une biopsie de ganglion lymphatique
ou de moelle osseuse, ou une splénectomie est réalisée, devant un tableau d’hémopathie non

identifiée avec adénopathies, le diagnostic peut étre évoqué.

1.1.3.1 Architecture

Au niveau des ganglions ou de la rate, on observe un effacement de I’architecture de I’organe
par une prolifération pseudo-follicullaire, réguliére, composée de zones piles disposées sur un
fond sombre constitué de petites cellules (8, 66). Dans la rate, I’atteinte de la pulpe blanche
prédomine.

Au niveau de la biopsie médullaire, on apprécie Iinfiltration par les lymphocytes
néoplasiques. Quatre types histologiques sont définis selon I’architecture de Pinfiltration :

nodulaire, interstitiel modéré, mixte ou diffus, qui seront corrélés au pronostic (92).

1.1.3.2 Cytologie

Les cellules les plus nombreuses sont des petits lymphocytes, a peine plus grands que des

lymphocytes normaux. Ils possédent une chromatine mottée et un noyau rond. Les mitoses

sont rares.

Les pseudofollicules renferment d’autres cellules, toujours associées aux lymphocytes
néoplasiques : les prolymphocytes et les paraimmunoblastes. Les prolymphocytes sont de

taille moyenne et possedent une chromatine homogeéne et un petit nucléole. Les para-
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immunoblastes sont de taille moyenne a grande, possédent un noyau rond ou ovale a
chromatine homogéne et un nucléole éosinophile central. Leur cytoplasme est pale et

basophile.

1.1.4 Immunophénotype sur prélevements biopsiques

Les cellules tumorales ont un phénotype B [CD20/L26 (expression faible), CD79a] et co-
expriment la plupart des antigenes de surface associés aux cellules B : CD5, CD23, CDA43.
Elles présentent des immunoglobulines de surface IgD ou IgM. Elles n’expriment pas les
antigénes CD10 et cycline D1.

Certaines LLC sont CD23 négatives ou faiblement positives ; il est alors utile d’étudier

conjointement I’expression des antigénes cycline D1 et CD23 pour différencier la LLC d’un

lymphome du manteau.

1.1.5 Génétique

Environ 8 patients sur 10 présentent des anomalies du caryotype des cellules tumorales lors de
I’analyse chromosomique par FISH (Fluorescent /n Situ Hybridization). Une trisomie 12 est
rapportée dans 12 % des cas (72, 24) et une délétion en 13q14 dans 1 cas sur 2 (24, 23). On
observe aussi dans une moindre mesure des délétions en 11q22-23 (25), 6q21 (23) ou 17p13

(22). La protéine pS3 est exprimée dans 10 % des cas (17).

1.1.6 Biologie moléculaire

Il existe des réarrangements des genes des chaines légére et lourde des immunoglobulines.
Cinquante a 60 % des cellules de la LLC hébergent des mutations somatiques au niveau du

géne de la chaine lourde des immunoglobulines, ce qui est conforme a leur origine B des

centres post-germinatifs (18, 35, 84).
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1.1.7 Pronostic

L’évolution de la LLC a longtemps été considérée comme imprévisible. En 1975, Rai a publié
une classification pronostique en 5 stades. Elle est basée sur des critéres biologiques et

cliniques (91).

Tableau n° 2 : Classification pronostique selon Rai

STADE DEFINITION

Hyper lymphocytose supérieure & 10x10°/L
Stade 0

Infiltration médullaire osseuse supérieure a 30 %
Stade | Stade 0 + Adénopathies augmentées de volume
Stade II Stade I + Hépatosplénomégalie
Stade III Stade II + Anémie inférieure a 10 g/dL
Stade IV Stade III + Thrombopénie inférieure a 100 000/mL

En 1981, Binet a proposé une classification en 3 stades ; celle-ci est celle préférentiellement

utilisée en France et en Europe et est plus simple d’utilisation (10).

Tableau n° 3 : Classification pronostique selon Binet

Stade ‘Définition
Stade A LLC avec atteinte de moins de trois aires ganglionnaires
- Absence d’anémie (Hb > 10 g/dL)
Absence de thrombopénie (plaquettes > 100 000 / mL)
Stade B Toutes les autres situations
Stade C LLC avec atteinte de plus de trois aires ganglionnaires ou
Anémie inférieure a 10g/dL d’hémoglobine ou
Thrombopénie inférieure a 100 000 plaquettes par mL
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Selon Montserrat et al., I’évolution clinique est indolente pour les malades qui sont au stade A
et qui présentent les critéres suivants : une lymphocytose inférieure a 30x10”/L, un temps de
doublement de la lymphocytose supérieur a 12 mois, un taux d’hémoglobine supérieur a
13g/dL et une absence d’infiltration tumorale diffuse de la biopsie ostéo-médullaire (78), ces
critéres définissant le stade A’ qui correspond a 80 % des patients. Le stade A’” caractérise les

patients qui présentent au moins un des critéres précédents.

La classification du National Cancer Institute de 1996 considere les facteurs suivants comme
de mauvais pronostic : hors d’un épisode infectieux, une fievre supérieure a 38°C, un
amaigrissement de plus de 10 % du poids en 6 mois, une fatigue extréme, des sueurs
nocturnes, une insuffisance médullaire, une anémie hémolytique auto-immune, une
splénomégalie avec débord costal supérieur a 6 cm, des adénopathies superficielles de taille

supérieure a 10 cm ou une augmentation rapide de la lymphocytose sanguine.

L’importance des prolymphocytes, entre 10 et 55 %, définit également un mauvais pronostic

(73).

Les anomalies caryotypiques, présentes dans 50 & 80 % des cas, ont une valeur pronostique
importante : la délétion 11q22-23, les mutations ou les délétions de la protéine p53 et la
trisomie 12 sont des facteurs péjoratifs. Enfin, la présence de mutations somatiques dans les
genes des chaines lourdes d’immunoglobulines est de meilleur pronostic que les formes de
LLC a cellules naives, non mutées (18). De plus, selon certains auteurs, le taux de mutations
des chaines lourdes des immunoglobulines serait corrélé a I’expression de I’antigéne CD38

par les cellules tumorales (33).

1.1.8 Evolution

Méme chez les patients asymptomatiques, la masse tumorale a tendance a augmenter et a
s’étendre progressivement. La survie médiane actuelle est de 95 mois pour les patients au
stade A (75). Les complications les plus fréquentes sont infectieuses et auto-immunes (anémie
hémolytique auto-immune, avec test de Coombs direct positif, principalement). On observe
également, dans 3 a 10 % des cas selon les séries, la survenue de néoplasies secondaires : le

syndrome de Richter est défini par la survenue d’un lymphome de haut grade de malignité
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(94, 109). Il s’agit principalement de lymphomes B a grandes cellules (3 %) et
exceptionnellement de MH. L’incidence du lymphome de Hodgkin est estimée a 0,5 % par an
chez les patients atteints de LLC. Un patient atteint de LLC a 8 fois plus de risques qu’un

homme normal de développer un lymphome de Hodgkin (109).

1.1.9 Thérapeutique

La LLC reste une maladie incurable. Il existe, a I’heure actuelle, un consensus pour, en
premiere intention, ne pas administrer de chimiothérapie cytotoxique aux patients au stade A.
Les patients aux stades B ou C doivent, en revanche, étre traités. Les chimiothérapies de type
mini-CHOP ou analogues des purines (Fludarabine) sont supérieures au Chlorambucil, en
termes de réponse, mais n’ont pas d’intérét en termes de survie. Le Chlorambucil, de par sa
faible toxicité, peut étre prescrit en premiere intention, notamment chez les sujets dgés, pour
obtenir un controle de la maladie. La stratégie dépend ensuite de I’age du patient et du choix
d’une éventuelle intensification thérapeutique. Cette derniére, suivie d’une autogreffe de
cellules souches hématopoiétiques, peut étre envisagée chez les patients les plus jeunes, dans
le cadre d’essais prospectifs. La chimiothérapie est, bien sir, toujours associée au traitement

des complications.

1.2 Maladie de Hodgkin

1.2.1 Généralités

La maladie de Hodgkin a initialement été décrite par Thomas Hodgkin (1798-1866). 1l a, par
la suite, été démontré qu’il s’agissait d’un lymphome. Ces derniéres années, la confrontation
de I'ensemble des données cliniques, morphologiques, immunohistochimiques, de biologie
moléculaire et de cytogénétique, a conduit a une modification du concept de lymphome de

Hodgkin.

La classification de Lukes-Rye définissait quatre sous-types histologiques : le type 1, a

prédominance lymphocytaire, qui existait sous deux formes, nodulaire ou diffuse, le type 2 ou
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scléro-nodulaire, le type 3 ou a cellularité mixte et le type 4 ou a déplétion lymphoide.
Actuellement, a travers les nouvelles classifications de la REAL 1994 et de I’OMS 2001, on
distingue d’une part la «vraien maladie de Hodgkin classique, subdivisée en 4 formes
histopathologiques, scléro-nodulaire, a cellularit¢ mixte, «riche en lymphocytes», «avec
déplétion lymphocytaire» et d’autre part ’ancienne forme «a prédominance lymphocytaire»
nodulaire ou paragranulome de Poppema-Lennert, considéré actuellement comme un

lymphome malin non hodgkinien de phénotype B. C’est la forme classique qui est développée

icl.

1.2.2 Epidémiologie

En Europe, I'incidence de la MH varie entre 2 et 5 cas pour 100 000 habitants par an chez
I’homme et entre 1 et 2 cas cas pour 100 000 habitants par an chez la femme (16). Elle se
caractérise par une distribution bimodale et marque un pic entre 20 et 30 ans et un pic chez le
sujet agé (47). La MH est plus fréquente chez ’homme que chez la femme (rapport H/F entre

1,5 et 2).

1.2.3 Diagnostic

1.2.3.1 Circonstances de découverte

La MH est révélée, neuf fois sur dix, par I’existence d’adénopathies : dans 80 % des cas, une
adénopathie périphérique est palpable et chez 10 % des patients, une localisation tumorale
médiastinale est découverte lors d’une radiographie de thorax systématique ou a ’occasion de
signes de compression (toux, dyspnée, douleur). Le plus souvent, les ganglions cervicaux sont
atteints (75 % des cas). Dans 10 a4 20 % des cas, la maladie est révélée par des signes

généraux : fievre, sueurs nocturnes, amaigrissement, prurit.
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1.2.3.2 Bilan d’extension

Un bilan précisant les territoires ganglionnaires et/ou viscéraux envahis, le volume tumoral
ainsi que le retentissement général de la maladie est une étape essentielle pour définir le

pronostic et la stratégie thérapeutique.

Le bilan biologique recherche des signes d’évolutivité de la maladie : augmentation de la
vitesse de sédimentation, hyperfibrinémie, hyper-o2-globulinémie, polynucléose neutrophile,
diminution du fer sérique, hyperplaquettose, hyperéosinophilie, anémie, lymphopénie,

augmentation des LDH.

Les données de I'imagerie sont déterminantes, en particulier la tomodensitométrie cervico-

thoraco-abdomino-pelvienne, qui évalue la masse médiastinale.

La biopsie médullaire doit étre systématique en présence de signes cliniques d’évolutivité,
d’une forme disséminée ou d’un déficit immunitaire. Des localisations médullaires sont

détectées dans environ 20 % des cas (39).

Le bilan aboutit a I’établissement d’un stade de la maladie selon la classification d’Ann
Arbor, modifiée par Cotswold. Cette classification a été basée initialement sur une évaluation
chirurgicale de I’abdomen, en stades dits «anatomiques», et a été, pendant plus de 20 ans, le
principal élément de décision stratégique thérapeutique. La classification a été modifiée en

1989 et n’est plus basée que sur une évaluation clinique de la maladie (67).
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Tableau n° 4 : Extension clinique selon la classification d’Ann Arbor

Stade  Définition

Stade 1 Atteinte d’une seule aire ganglionnaire ou d’une structure lymphoide
(rate, thymus, anneau de Waldeyer)

Stade I,y Atteinte de deux aires ganglionnaires (II) ou plus [II], du méme coté
du diaphragme

Stade III  Atteinte des deux cotés du diaphragme

Stade III;  Avec ou sans atteinte splénique, ceeliaque, du hile pulmonaire ou du
systéme porte

Stade III,  Avec atteinte des ganglions para-aortiques iliaques ou mésentériques

Stade IV Atteinte de sites extra-ganglionnaires ou du foie ou de la moelle

0sseuse

A : absence de signes généraux

B : présence de fiévre, sueurs nocturnes, ou amaigrissement

Une analyse du bilan d’extension portant sur 14 000 patients a montré la répartition suivante
(39):

e Stadel:21%

o Stadell:42,5%

e Stadelll:23,5%

e StadeIV:13%

1.2.4 Diagnostic histologique

Le diagnostic de MH repose sur la mise en évidence de cellules HRS ou de variants au sein

d’un environnement cellulaire particulier.
1.2.4.1 Macroscopie

Le diagnostic de maladie de Hodgkin exige toujours une biopsie-exérése ganglionnaire,

compléte, non fragmentée, portant sur un ganglion pathologique suffisamment volumineux,
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adressé dans le délai le plus court au laboratoire. A la coupe, le ganglion est chair de poisson.

Dans la forme scléronodulaire, on peut noter un aspect discrétement nodulaire.

1.2.4.2 Architecture

L’architecture ganglionnaire est effacée par une prolifération de grandes cellules mono ou

multinucléées, disposées au sein d’un stroma inflammatoire hétérogéne non néoplasique.
1.2.4.3 Cytologie

Par définition, les lymphomes hodgkiniens se caractérisent par la présence de cellules
néoplasiques dites «de Hodgkin» ou «de Reed-Sternberg» ou de leurs variantes, associées a
un contingent majoritaire de cellules réactionnelles et plus ou moins une fibrose. Les cellules
tumorales sont habituellement peu nombreuses et représentent de 0,1 a 10 % selon les cas des
cellules observées dans les ganglions hodgkiniens. Ces cellules sont fortement évocatrices
mais ne sont pas spécifiques et peuvent se rencontrer au cours de lésions bénignes : viroses
(mononucléose infectieuse), parasitoses (toxoplasmose), prises médicamenteuses (anti-
épileptiques), ou de lymphomes non hodgkiniens. Dans ces cas, c’est I’étude de

I’environnement et du phénotype des cellules sternbergoides qui assurent le diagnostic.

1.2.4.3.1 Les cellules tumorales

= Les cellules de Reed-Sternberg

Elles sont indispensables pour porter le diagnostic de maladie de Hodgkin. Les cellules de
Reed-Sternberg sont de grande taille ; elles possedent un cytoplasme abondant légerement
basophile et contiennent au moins deux noyaux ou deux lobes nucléaires. La membrane
nucléaire est proéminente, par accolement de la chromatine qui est par ailleurs assez grossiére
et irréguliérement repartie. Le noyau renferme un nucléole éosinophile proéminent dans
chaque lobe nucléaire. Certaines cellules de Reed-Sternberg, engagées dans un processus

d’apoptose, apparaissent «momifiées», avec un noyau condensé et rétracté.
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= Les cellules de Hodgkin

Le variant mononucléaire des cellules de Reed-Sternberg est appelé cellule de Hodgkin. Elles
possedent les mémes caractéristiques nucléaires et cytoplasmiques que les cellules de Reed-

Sternberg.

= Variantes de la cellule HRS

Les cellules lacunaires s’observent surtout dans la maladie de Hodgkin de type scléro-
nodulaire. Elles sont ainsi dénommées en raison de le fréquente rétraction de leur cytoplasme
qui réalise un espace entre elles et les cellules environnantes. Elles se distinguent des cellules
de Reed-Sternberg par leur cytoplasme abondant et pale et leur noyau mono ou polylobé

renfermant des nucléoles de plus petite taille. Ces cellules ont tendance a se grouper en amas.

Les cellules tumorales trés atypiques sont parfois qualifiées d’anaplasiques. Elles constituent

la population prédominante de certaines formes de maladies de Hodgkin riches en cellules

tumorales.

1.2.4.3.2 Les cellules réactionnelles

Selon les cas, il s’agit de lymphocytes, de plasmocytes, de polynucléaires neutrophiles ou
¢osinophiles, d’histiocytes ou de fibroblastes. Seules les formes «a déplétion lymphocytaire»
ou certains sous-types riches en cellules tumorales des formes scléro-nodulaires comportent

plus de cellules tumorales que de cellules réactionnelles.

1.2.4.4 Les quatre formes histopathologiques

* La forme riche en lymphocytes

Entité provisoire dans la classification de la REAL, elle a été validée dans la classification de

I’OMS 2000 puis de 'OMS 2001. Elle correspond a 5 % des patients et atteint surtout
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’adolescent et I'adulte jeune avec une prépondérance féminine. L’atteinte médiastinale est

fréquente.

Le ganglion lymphatique est toujours massivement envahi avec effacement sur un mode
diffus de son architecture normale. La lésion est définie par la présence de cellules de
Hodgkin et de Reed-Sternberg entourée d’une population réactionnelle presque exclusivement
constituée de lymphocytes, surtout de phénotype T. Quelques histiocytes peuvent étre
présents mais les polynucléaires et les plasmocytes sont pratiquement absents. Dans ce
contexte, leur recherche peut étre longue et fastidieuse, imposant la réalisation de coupes
sérices. Le fond est riche en petits lymphocytes dont la membrane plasmique est porteuse
d’immunoglobulines de type M et de type D (IgM et IgD). Les polynucléaires neutrophiles et
les polynucléaires €osinophiles sont absents. Les cellules HRS se trouvent dans la zone du

manteau.

= [.a forme scléro-nodulaire

Elle atteint surtout I’adolescent et I’adulte jeune avec une prépondérance féminine. L’atteinte

médiastinale est fréquente.

La plus fréquente, elle compte pour 30 a 70 % des maladies de Hodgkin. Elle est définie par
la présence de cellules néoplasiques de type essentiellement ]acunafre et une fibrose
développée depuis une capsule épaissie et qui, dans les cas typiques, délimite des nodules
cellulaires. Au sein de ces nodules, on note des cellules lacunaires en abondance variable d’un
cas a 'autre. Les cellules tumorales ont tendance a se regrouper et a se disposer au contact de
nombreuses cellules folliculaires dendritiques. Dans la majorité des cas cependant, elles sont
peu nombreuses et entourées d’éléments inflammatoires qui comportent, en proportion
variable, des lymphocytes, des plasmocytes, des polynucléaires, des histiocytes et des

fibroblastes. Souvent la population réactionnelle est riche en polynucléaires éosinophiles.
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= La forme a cellularité mixte

Elle atteint plutdt Iadulte, avec une prédominance masculine et touche surtout des patients
infectés par le virus de I'immunodéficience humaine (HIV). Il s’agit souvent de lésions
disséminées de stade clinique €levé au moment du diagnostic. Elle représente 30 a 50 % des

cas de maladie de Hodgkin.

L’architecture ganglionnaire est le plus souvent diffusément modifiée par la présence de
plages de cellules polymorphes. On note aisément d’assez nombreuses cellules de Reed-
Sternberg disposées au sein d’une population réactionnelle associant lymphocytes (T4>T8),
plasmocytes, polynucléaires neutrophiles et €osinophiles et histiocytes épithélioides. Les
cellules épithélioides peuvent étre trés abondantes et masquer les cellules tumorales. II

n’existe pas de fibrose.

L’infection par le virus d’Epstein-Barr (EBV) est fréquente (60 %).

= La forme a déplétion lymphocytaire

Rare (elle représente moins de 5 % des MH), elle concerne surtout la personne agée ou

immunodéprimeée.

Deux formes sont individualisées : la forme fibrosante diffuse présente une destruction
importante de [I’architecture ganglionnaire par une fibrose collagéne extensive et
paucicellulaire, ne renfermant que de rares cellules néoplasiques et de rares cellules
réactionnelles et la forme avec déplétion lymphoide riche en cellules tumorales comporte de
nombreuses cellules tumorales associées a quelques cellules inflammatoires. Il s’agit de
proliférations souvent pléiomorphes ou dominent les cellules trés atypiques de grande taille,
avec un nombre variable d’éléments ayant des attributs cytonucléaires des cellules de Reed-

Sternberg. On note parfois des zones fibreuses ou de la nécrose.
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1.2.4.5 Immunophénotype

Les cellules de Hodgkin et les cellules de Reed-Sternberg expriment de nombreux antigénes.
Aucun d’entre eux, pris isolément, n’est spécifique de la maladie de Hodgkin, mais certains
sont trés utiles au diagnostic, réalisant un profil immunophénotypique spécifique ou trés

évocateur, selon les cas.

* [’antigéne CD30

Le plus connu est probablement I'antigéne Ki-1/CD30. Cet antigéne est souvent associé a
d’autres marqueurs dits «d’activation» car ils apparaissent sur des cellules lymphoides
activées. En revanche, les cellules monocytaires et macrophagiques n’expriment
habituellement pas le CD30. L’antigéne CD30 est un récepteur transmembranaire de la
famille du récepteur du TNF (Tumor Necrosis Factor) et du NGF (Nerve Growth Factor),
molécules qui jouent un role important dans la différenciation et la prolifération des
lymphocytes. Le ligand de CD30, le CD30L, est une cytokine qui présente des homologies
avec le TNF et qui a de nombreux effets sur des lignées lymphocytaires CD30+. Ceci suggeére
le role autocrine de [Iinteraction CD30-CD30L dans la pathogénie des lymphomes
anaplasiques et de la maladie de Hodgkin et ouvre des perspectives pour une immunothérapie
spécifique anti-CD30. L’antigene CD30 est aisément détectable actuellement grace a
I’anticorps BerH-2 qui reconnait un épitope de CD30 résistant a la fixation, ce qui rend son
usage incontournable pour le diagnostic de routine. Les cellules néoplasiques expriment
presque toujours (89 % des cas) I'antigene d’activation CD30/BerH2 sous la forme d’un

marquage membranaire et/ou golgien.

*= [’antigéne CDI15

Le marqueur le plus utile au diagnostic est la molécule CD15/ LeuM-1, retrouvée dans 80 %
des cas environ. L’anticorps LeuM-1 (CD15) reconnait un antigéne dénommé «hapténe X» ou
antigéne «Lewis X». Cet antigene, rattaché aux granules secondaires, est impliqué dans
’adhésion des polynucléaires neutrophiles aux cellules endothéliales ainsi que dans la

phagocytose et I'activité bactéricide. Il est exprimé dans les tissus embryonnaires, dans les
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leucocytes matures (neutrophiles et éosinophiles) et les cellules histiomonocytaires. Il s’agit
d’un marquage cytoplasmique granuleux mais on peut parfois observer un signal
membranaire. Considéré longtemps comme spécifique des cellules de Hodgkin et Reed-
Sternberg, il est également exprimé dans quelques cas de lymphomes B notamment ceux qui
simulent une maladie de Hodgkin et dans 67 % des lymphomes T pléiomorphes (T
périphériques non spécifiés). Néanmoins, une réaction positive pour le LeuM-1 (CD15)
associée a une réaction négative pour le CD45 (leucocyte commun) et d’autres marqueurs de

la lignée B ou T, plaident pour le diagnostic de maladie de Hodgkin.

* Les antigenes de différenciation B ou T

Les cellules de Hodgkin et de Reed-Sternberg peuvent aussi exprimer des antigenes pan-B ou
pan-T lymphocytaires, mais les résultats rapportés sont variables et dépendent des anticorps et
techniques immunohistochimiques utilisés et des critéres de positivité. Isaacson, dans une
série de 63 cas de maladies de Hodgkin et sur matériel fixé (46), utilisant une technique
immunohistochimique de routine, a retrouvé I’expression des antigénes pan B : CD20/L26
dans 49 % des cas, CD79a dans 48 % des cas, isolément ou ensemble dans 60 % des cas alors
que I’antigéne pan T CD3 n’était pas retrouvé. Pour Delsol, les cellules tumorales expriment
I’antigéne pan B CD20/L26 dans environ 30 % des cas, mais contrairement aux lymphomes B
habituels, il s’agit toujours d’une positivité hétérogene, certaines cellules étant trés positives,

d’autres faiblement marquées ou négatives (20).

Les antigénes pan-T et notamment anti-CD3 ne sont que trés rarement positifs, intéressant
moins de 10 % des maladies de Hodgkin. Il s’agit cependant d’un immunomarquage souvent
difficile a détecter du fait de la présence de lymphocytes T réactionnels entourant les cellules
de Hodgkin et de Reed-Sternberg (rosettes T). En fait, les marqueurs T n’ont pas de réelle
utilité dans le diagnostic, a I’exception cependant de I’antigéne CD43, qui n’est pas présent
sur les cellules de Hodgkin et de Reed-Sternberg alors qu’il est fréquemment exprimé dans le

lymphome anaplasique.
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* (Certains antigénes de régulation de la transcription des immunoglobulines : Oct-1,

Oct-2, BOB.1

Les cellules HRS ne produisent pas d’immunoglobulines fonctionnelles (53, 58). Les études
recentes en hybridation in sifu et sur cellules isolées n’ont pas permis de mettre en évidence
de transcrits d’immunoglobulines (71, 104) et ont démontré, dans des lignées cellulaires de
cellules HRS, I’absence d’expression (ou la trés faible expression liée a une activité non
spécifique des cellules B) du facteur Oct-2, en I’absence d’expression du co-activateur BOB.1
(64, 93). Oct-1, Oct-2 et BOB.1 ne sont pas restreints aux cellules B mais y sont exprimés a
des taux plus élevés que dans les autres types cellulaires. Pour Saez, le facteur Oct-2 est

exprimé préférentiellement dans les cellules B et le facteur Oct-1 est ubiquitaire (95).

Sur une série de 32 cas de MH classique, Stein a démontré 1’absence d’expression du facteur
Oct-2 dans 87,5 % des cas et une expression trés faible au niveau de quelques cellules
seulement dans 9,4 % des cas, et I’absence d’expression du co-activateur BOB.1 dans 75 %

des cas et une tres faible expression dans 25 % des cas (102).

L’expression de Oct-2 est significativement plus élevée dans les lymphomes dérivés des
cellules du centre germinatif. Dans la MH, I’expression existe, mais I’est a des niveaux plus

bas que dans les autres lymphomes B (95).

* Les autres antigenes (20)

D’autres antigénes sont rarement exprimés par les cellules de Hodgkin et de Reed-Sternberg

et ont, de ce fait, un intérét dans le diagnostic différentiel.
Ainsi, P’antigéne EMA (antigéne épithélial membranaire) est rarement exprimé par les

cellules de Hodgkin et de Reed-Sternberg (moins de 5 % des cas) alors qu’il est noté dans la

majorité des lymphomes anaplasiques a grandes cellules.
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De méme, les antigénes de groupes sanguins H et Y reconnus par I’anticorps BNH9 sont
notés dans moins de 5 % des maladies de Hodgkin et plus de 80 % des lymphomes

anaplasiques a grandes cellules.

L’absence d’expression de I’antigéne panleucocytaire (CD45) est quasi la regle et apparait
caractéristique de ces cellules. Mais il est difficile a évaluer dans la maladie de Hodgkin du

fait de I’intense positivité des cellules lymphoides environnant les cellules tumorales.

Récemment, un nouveau marqueur des cellules de Hodgkin et de Reed-Sternberg a été
proposé, I’antigéne «fascine», aisément détecté sur tissus fixés. Il s’agit d’une protéine liée
aux filaments d’actine intra-cytoplasmique, fortement exprimée dans certaines cellules
histiomonocytaires comme les cellules folliculaires dendritiques des zones B et les cellules

réticulaires inter-digitées des zones T.

Le proto-oncogéne bcl-6 est essentiel a la maturation dans le centre germinatif et a
’acquisition par mutations somatiques, pour les immunoglobulines, d’une affinité
antigénique. Des translocations ou des mutations intéressant 1’extrémité 5’ non codante du
geéne ont été rapportées et suspectées de participer a la geneése de lymphomes malins non
hodgkiniens (15). Dans le tissu normal, I’antigéne Bcl-6 est exprimé au niveau des cellules B,
excepté les cellules B immatures et les plasmocytes. Seul un cas de MH sur deux posséde des

cellules HRS exprimant I’antigéne Bcl-6 (32).

On note I'absence d’expression constante de I’antigéne CD68 (KP1), de I'antigéne ALK ou

de la PS100.

1.2.5 Pronostic

L’établissement du stade clinique et du stade pathologique permet de déterminer I’attitude
thérapeutique. Avant I'utilisation des thérapies modernes, la survie était fortement corrélée au
type histologique. Aujourd’hui, I’extension clinique, représentée par la classification de Ann

Arbor, est le facteur pronostique majeur (48).
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Dans les stades cliniques I et II, les facteurs défavorables pour la survie sans rechute et la
survie sont bien établis et comprennent le sexe masculin, ’age, Iatteinte de plus de 3 aires
ganglionnaires, l’augmentation de la vitesse de sédimentation, [’atteinte médiastinale

volumineuse.

Dans les stades III et 1V, les facteurs défavorables sont encore discutés méme si, dans une
étude regroupant 5141 patients atteints d’'une MH a un stade avancé, Hasenclever ef al. ont
recensé sept facteurs prédictifs indépendants (35bis) : I’hypoalbuminémie sous 40 g/L,
I’anémie sous 10,5 g/dL, le sexe masculin, ’age supérieur a 45 ans, le stade IV selon Ann

Arbor, I’hyperleucocytose supérieure a 15 000 / mL et la lymphopénie sous 600 / mL.

Dans tous les stades, la qualité de réponse apres 3 ou 4 cycles de chimiothérapie est un facteur

pronostique important pour la survie.

Plusieurs cytokines et formes solubles d’antigenes détectés dans le sérum des patients
pourraient également constituer un reflet de la masse tumorale ; il s’agit du récepteur soluble

de I’interleukine 2 (CD25), les antigénes solubles CD30 et CD8 et de I'interleukine 8.

1.2.6 Thérapeutique

Les moyens thérapeutiques dont on dispose pour traiter les patients atteints de MH sont la
radiothérapie et la chimiothérapie utilisée a doses conventionnelles ou en traitement intensif
suivi d’une autogreffe de moelle hématopoiétique. Une meilleure compréhension du mode
d’extension de la maladie et l’amé]iofation des techniques d’irradiation, avec I’utilisation des

photons de haute énergie, ont permis d’augmenter le taux de guérison.

De nombreux protocoles de polychimiothérapie ont été utilisés. Le choix du protocole en
2003 est guidé par la nécessité de réduire la toxicité. Les principales associations sont les
protocoles MOPP  (chlorméthine, vincristine, procarbazine, prednisone), ABVD
(doxorubicine, bléomycine, vinblastine, dacarbazine) et MOPP/ABV hybride qui associe les
molécules des deux précédents. Le protocole ABVD apparait désormais comme la

polychimiothérapie de référence dans la MH.
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1.2.7 Biologie de la MH

Si lorigine de la cellule de HRS a récemment été déterminée, les mécanismes de la
lymphomagénese de la MH restent incertains. En effet, seules les études les plus récentes sur
la pathogénie des cellules tumorales ont permis d’individualiser des mécanismes
physiopathologiques potentiels, d’abord par des approches méthodologiques ciblées, puis
dernierement grace aux techniques puissantes de «micro-arrays» permettant [’étude
simultanée de plusieurs centaines ou milliers de geénes a partir d’un méme prélévement (31,

59,97).

1.2.7.1 Etiopathogénie de la cellule de HRS

1.2.7.1.1 L’origine lymphoide B et rarement T !

Les cellules HRS représentent le contingent tumoral malin de la maladie de Hodgkin.
Cependant, contrairement a la richesse en cellules tumorales de la plupart des lymphomes, les
cellules de HRS sont trés minoritaires au sein d’une population de cellules réactionnelles
majoritaire (le granulome hodgkinien) et ne représentent, en moyenne, qu’environ 1 % de la

population cellulaire dans la MH (53).

Jusqu’en 1995, son origine est restée obscure, en raison de la difficulté a obtenir des lignées
cellulaires de cellules HRS, d’isoler, a partir de fragments tissulaires, la cellule tumorale afin
de pouvoir I’analyser indépendamment de son environnement et d’un phénotype inhabituel
qui ne permet pas de la rattacher & une seule lignée hématologique connue. Des théories ont
proposé successivement une origine histiocytaire (52, 55), particuliérement a partir de la
cellule folliculaire dendritique (42), voire granulocytaire (101), lymphocytaire B et/ou T. En
effet, les cellules HRS expriment différents marqueurs spécifiques d’autres lignées, tels
GATA-3 et granzyme B des lignées T/NK (59), CD15 de la lignée myélomonocytaire, TARC
et fascine des cellules folliculaires dendritiques (43, 85, 88, 112). Enfin leur morphotype et
leur immunophénotype pourraient étre liés, non pas a un type cellulaire donné, mais plutét a

I’expression de différents génes communs (59).
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Depuis 1995, grace aux techniques de microdissection tissulaire autorisant la découpe,
’extraction de leur microenvironnement et la récupération de cellules isolées, il a été
clairement démontré que la maladie de Hodgkin, dans ses variantes «paragranulome a
prédominance lymphocytaire», puis «classique» correspond a un néoplasme lymphoide, dans
la mesure ou les cellules tumorales présentent un réarrangement monoclonal du géne codant
pour le récepteur a I’antigene des lymphocytes. Ainsi la maladie de Hodgkin «paragranulome
a prédominance lymphocytaire» est un lymphome B alors que la maladie de Hodgkin
«classique» correspond dans 98 % des cas a un lymphome B (44, 53, 71) et dans 2 % des cas

environ, a un lymphome T (80, 98).

1.2.7.1.2 La contre-partie normale : la cellule du centre germinatif et rarement une cellule T

périphérique !

L’analyse du réarrangement des génes des immunoglobulines (IgH), sur lignées de cellules de
Hodgkin et, aprés microdissection, sur prélévements tissulaires de maladie de Hodgkin, par la
technique de PCR suivie du séquengage des produits d’amplification, a montré la présence de
nombreuses mutations somatiques, indiquant que les cellules HRS sont issues de cellules du
centre germinatif ou de leur descendance (53, 71). Par ailleurs les cellules HRS issues de
lignées cellulaires et de maladies de Hodgkin présentent un taux élevé de mutations
somatiques du géne bcl-6, géne impliqué dans la formation des centres germinatifs et
particulierement dans la maturation par mutations somatiques de geénes codant pour des
immunoglobulines de haute affinité pour I’antigene (98). De maniére surprenante, il apparait
que les cellules HRS issues de lignées cellulaires différent largement par leur phénotype et
leur génotype (proches de celui des lignées lymphoblastoides et des cellules «post-centre
germinatify ou «activées») de leurs homologues tissulaires (59). Elles correspondraient a un
type particulier de centroblaste «pré-plasmocytaire». Ces cellules présentent une hyper-
expression des transcrits Syndecan-1 et MUM-1, une hypo-expression des transcrits CD20,
CD19, CD22, Blk et EBF, a I'instar des plasmocytes, alors que I’hypo-expression des génes
BCMA et Oct-2 associée a la persistance de I’expression du géne Pax-5 est incompatible avec
une différenciation terminale B plasmocytaire (59, 97). Elles partagent cependant un profil

génique commun associant les genes fascine, TARC, RANK et TIMP-1 (59).
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Dans 2 % des cas environ, a partir de données immunohistochimiques et moléculaires
obtenues a propos de 3 cas, la maladie de Hodgkin correspond a un lymphome T, dont la

contre-partie normale est le lymphocyte T périphérique, «post-thymiquey, mature (80, 98).

1.2.7.1.3 La cellule de HRS B présente un géne IgH fonctionnel mais non transcrit

Le géne réarrangé des immunoglobulines (IgH, Igk) n’est pas transcrit et les études sur
lignées cellulaires de MH, L428 et KM-H2 d’une part, et sur cellules HRS isolées par
microdissection d’autre part, ont montré que la cellule HRS est incapable de produire des

ARNs codant pour les immunoglobulines (49, 53, 58).

Dans un premier temps, [’absence de transcription du géne IgH a été rattachée a la présence
de codons stop accompagnant les mutations somatiques au sein de la séquence variable (IgH
V) du géne réarrangé (49). Par la suite, comme dans plusieurs études (37, 65, 102, 104),
Marafioti ef al. ont démontré I’absence de transcription du géne, c¢’est a dire I’absence d’ARN
codant des IgH ou des chaines légéres x, par hybridation in situ puis par RT-PCR sur cellule
isolée par microdissection (71). Méme dans les cas ou la capacité codante des génes des
immunoglobulines est intacte (75 % des cas), I’absence de transcrits des immunoglobulines
suggere 'implication de génes «promoteurs» ou «enhancers» de la transcription, ou encore
Iintervention de séquences introniques en 3’, de type hs 1, 2, plutét que I’intervention

exclusive d’événements moléculaires au sein des séquences variable du géne IgH (40).

1.2.7.1.4 Oct-2 et de son co-activateur BOB.1/OBF1

Dans la maladie de Hodgkin classique, contrairement a la variante «paragranulome a
prédominance lymphocytaire» et aux lymphomes non hodgkiniens B, les mécanismes a
I'origine de I’absence de transcription des geénes des immunoglobulines pourraient
correspondre soit a I’absence d’expression, soit a I’hyporégulation, du promoteur Oct-2 du
gene des immunoglobulines et de son co-activateur BOB.1/OBF1 (40, 93, 102). Les protéines
Oct-1 et Oct-2 sont des facteurs de transcription de la famille POU qui se lient au site
octamérique ATGCAAAT des genes des immunoglobulines. Ce site, retrouvé au niveau des

génes codant pour les immunoglobulines, apparait nécessaire a leur fonctionnement et a leur
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expression. Afin de développer un activit¢é maximale, ces facteurs se lient a plusieurs co-

activateurs, dont I’'un, BOB.1/OBF.1, a été cloné (68).

Stein er al. ont démontré que I'activité du promoteur est restaurée par la transfection des
geénes BOB.1 et Oct-2 dans les cellules HRS de lignées 1L.428 et KM-H2 (101). En effet, apres
la transfection du géne BOB.1 ou dans une moindre mesure du géne Oct-2, la synthese des
immunoglobulines est rétablie. Aprés la transfection simultanée des deux genes, on observe

une synthése trés augmentée des immunoglobulines.

De plus, Theil ez al., sur un modéle identique, restreignent la capacité de restauration de la
transcription du gene IgH au seul gene BOB.1/OBF1 (104). En effet, dans leur expérience, la
transfection du seul géne BOB.1 restitue son activit¢é au promoteur du géne des
immunoglobulines, alors que celle du seul géne Oct-2 est sans effet. Les auteurs évoquent la
compensation possible du geéne Oct-2 par I'ubiquitaire géne Oct-1, alors que I’absence du

géne BOB.1 ne peut étre remplacée.

Enfin, I'expression des protéines Oct-2, BOB.1 et Oct-1, n’apparait pas liée au niveau de
transcription de leur géne respectif. En effet, la protéine Oct-2 est détectée par Western blot et
immunohistochimie alors que le géne est hyporégulé (93, 95) ; ainsi que les protéines Oct-1 et
BOB.1/0OBF1 sont détectées par immunohistochimie dans la maladie de Hodgkin «classiquey,
notamment dans les variantes scléro-nodulaire et «a cellularité mixte» (95), ceci probablement
en raison d’une demi-vie de la protéine assez longue ou de la labilit¢ des ARNs. En effet,
Saéz et al., dans leur étude immunohistochimique a la recherche des antigénes Oct-1, Oct-2 et
BOB.1 sur plusieurs types de MH, retrouvent une expression, souvent faible, des protéines
Oct-2 et BOB.1 par les cellules HRS dans 17 cas sur 24, quel que soit le sous-type

histologique, et une expression faible de la protéine Oct-1 au niveau de 23 cas sur 24 (95).

1.2.7.1.5 Les autres protéines régulatrices

A ce jour, il apparait trés nettement que I’hyporégulation des génes Oct-2 et BOB.1/OBF1 est
insuffisante a elle seule pour empécher la transcription des immunoglobulines (40). Le

controle de la transcription du géne IgH impliquerait I’hypo-expression d’un ou plusieurs co-
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facteurs, correspondant a des genes codant pour des facteurs de transcription, «enhancers»

plutot que promoteurs, tels que PU.1, Pax-5, E47 et EBF (40).

La protéine PU.1 est un facteur de transcription de la famille Ets, essentiel a la différenciation
des cellules B. Elle régule notamment les genes IgH, chaine J, Igk et IgA. L’absence
d’expression par les cellules HRS de cette protéine PU.1 a été démontrée en technique
immunohistochimique (51, 106) et en Western Blot (51). Des expériences de transfection de
la protéine PU.1 dans des cultures de cellules HRS ont montré la restauration de I’activité
codante du géne des immunoglobulines (51). Les études immunohistochimiques a I’aide
d’anticorps monoclonal anti-PU.1 montrent une expression nucléaire modérée dans les
lymphocytes B, en particulier ceux de la zone du manteau, et les histiocytes, en 1’absence

totale d’expression par les cellules HRS (107).

Le géne Pax-5 code pour la protéine BSAP (B-cell specific activator protein), un facteur de
transcription «clé», spécifique a la lignée des cellules B, impliqué dans la mise en place et
dans le maintien de Iidentité B. Son expression est détectée a tous les stades de
développement de la cellule B, excepté au stade terminal plasmocytaire. Il est nécessaire a la
différenciation de la cellule B au dela du stade pro-B (81) et régule positivement I’expression
membranaire des protéines CD19 et CD79a. Pax-5 joue un role important dans le
réarrangement V(D)J, dans la mesure ou les cellules pro-B déficientes en Pax-5 présentent
une réduction de 50 fois environ du taux de réarrangement V(D)J alors que les mutations de
Pax-5 seraient responsables d’un arrét précoce du développement pro-B et entraineraient une
perte compléte de la transcription du gene CD19 et une diminution significative de celle des

genes N-myc et mb-1 au cours de la lymphopoiése précoce (79).

En immunohistochimie, la protéine Pax-5 est retrouvée, de maniére intense et constante, en
position intra-nucléaire, dans tous les lymphomes non hodgkiniens B lymphoblastiques, B
périphériques a I’exception du myélome multiple et des plasmocytomes, dans 97 % a 36 %
des MH «classiques» selon les séries (57, 107) mais le plus souvent faiblement et de fagon
hétérogene au sein de la tumeur. Hertel e/ al. ont également noté la diminution ou I’absence
d’expression, selon les cas, de la protéine Pax-5 dans 78 % des cas de maladie de Hodgkin
«classique» (14 cas sur 18) en immunohistochimie, seuls 4 cas présentant une expression
nette dans plus de la moiti¢ des cellules tumorales (40). En revanche, Pax-5 n’est pas exprimé
dans les lymphomes T, lymphoblastiques et périphériques (107).
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Dans la maladie de Hodgkin «classique», I’expression atténuée de Pax-5 apparait associée a
une diminution significative des transcrits Pax-5 (8 fois moindre) dans les lignées L1428 et
KM H2, compléte dans les lignées L540 et HD MyZ, par la technique de «RNAse protection»
(40), ainsi qu’a la baisse d’expression de nombreux genes dépendant de Pax-5 tels CD19,

CD21, CD22, CD72 et CD79a (97).

Sur le plan moléculaire, la t(9 ;14) (p13 ;q32), impliquant les génes IgH et PAX-5 est détectée
dans 1-2 % des lymphomes non hodgkiniens, de type LLC lymphoplasmocytoide et
lymphome lymphoplasmocytaire (79). Elle entraine la dérégulation positive de Pax-5.
D’autres auteurs ont observé une expression quasi compléte du facteur de transcription Pax-5
par les cellules HRS a partir de lignées cellulaires (97), et n’ont pas retrouvé de mutations au
niveau du géne lors de I’analyse de sa séquence, ce qui ne permet donc pas d’incriminer Pax-5

comme seul mécanisme pathogénique de la perte du phénotype B dans les cellules HRS.

1.2.7.1.6 La cellule de HRS présente un immunophénotype B atténué ou absent

[’absence ou I’hyporégulation des geénes promoteurs et «enhancers» de la transcription des
geénes codant pour les récepteurs a I'antigene (Oct-2, BOB.1, PU.1 et Pax-5), expliquerait le
profil immunophénotypique B absent ou tronqué, de la cellule de HRS pour les antigénes
CD19, CD20, CD79a. Schwering e/ al. ont montré par les techniques de SAGE (Serial
Analysis of Gene Expression) et par la technique de «puces ADNy, sur lignées cellulaires
L428, KM112 et LI236, la baisse de I’expression de 45 génes parmi lesquels de nombreux
participent a la différenciation lymphoide B (97).
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1.2.7.1.7 Tentative d’explication des mécanismes physiopathologiques impliqués dans la

maladie de Hodgkin

Contrairement aux cellules HRS, les cellules B normales des centres germinatifs qui ont perdu
la capacité d’exprimer des immunoglobulines sont rapidement engagées dans un processus de
mort par apoptose (62). Le mécanisme protégeant les cellules HRS de I’apoptose n’est pas
encore é€lucidé ; plusieurs phénomeénes entrent probablement en jeu. L’un d’entre eux pourrait
correspondre a I’activation du gene bc/-2, dont les transcrits sont massivement détectés au
niveau des cellules HRS (36). Kanzler ef al. suggeérent le role transformant de I’infection par
PEBV (54) car le profil de latence de type II exprimé par les cellules HRS correspond
notamment a I’expression de la protéine LMP-1, protéine capable d’induire ’expression de la

protéine bcl-2 et conférant des propriétés d’immortalité aux cellules transfectées (38).

Le récepteur CD40, fortement exprimé dans les cellules de HRS, jouerait un role critique dans

la prolifération cellulaire et la résistance a I’apoptose (41, 77).

La protéine c-FLIP inhibe I’apoptose médiée par Fas en empéchant le recrutement de la
caspase 8 par le DISC (Death-Inducing Signaling Complex), ’activation de la chaine des
caspases et le clivage de ’ADN. c¢-FLIP joue ainsi un role clé dans la survie des cellules du
centre germinatif. La protéine c-FLIP est exprimée de maniere constitutionnelle par les
cellules HRS et pourrait correspondre a un mécanisme majeur de la résistance a I’apoptose
médiée par la voie CD95/fas dans la maladie de Hodgkin. Thomas e/ al. ont montré in vivo
par immunohistochimie la présence de c-FLIP dans 18 cas sur 19 de MH et in vifro sur 2
lignées de cellules HRS, L1236 et L428, respectivement EBV- et EBV+, par techniques de
Western blot et de RT-PCR, I'hyper expression de c-FLIP (105).

Des études récentes suggerent que NF-kB, constitutionnellement activé dans les cellules HRS,
pourrait agir comme facteur de survie (2, 5, 7, 34). En effet, in vifro sur lignées cellulaires de
cellules HRS NF-xB+ et de cellules de lymphome anaplasique NF-kB-, CD30+, I’obtention
d’une apoptose médiée par CD30 a été observée dans la seule lignée anaplasique, mais pas
dans la lignée HRS, soulignant le role de I’expression constitutive de I’expression de NF-kB
dans la résistance a I’apoptose des cellules de HRS (74). Par ailleurs, des expériences

d’inactivation in vifro du géne NF-xB ont permis de restaurer la sensibilité a I’apoptose des
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cellules HRS (1). NF-kB induit par ailleurs la secrétion de Jagged-1 ligand de Notch 1 (5).
L’activation anormale du facteur NF-xB pourrait résulter de mutations survenant chez des

inhibiteurs de la famille IxkB (27) ou d’une activation aberrante de I’enzyme IxB-kinase (56).

L’activit¢ de NF-kB est également régulée par le signal Notch 1, qui est un récepteur
transmembranaire impliqué dans de nombreuses «décisions» concernant le destin cellulaire et
interagissant notamment dans le processus de différenciation et d’apoptose des cellules
hématopoiétiques. Notch-1 bloque le développement B et entraine une augmentation du
nombre des lymphocytes T dans la moelle osseuse de souris transgéniques hyperexprimant ce
géne (97). Notch-1 est surexprimé dans les cellules HRS (50) et apparait
constitutionnellement activé dans les cellules HRS et dans les lignées cellulaires de MH (89,
113). Notch-1, fortement exprimé dans des lignées cellulaires issues de MH et de lymphomes
anaplasiques, pourrait étre activé sur un mode autocrine et/ou paracrine par son ligand Jagged

1, induisant ainsi la prolifération cellulaire et inhibant I’apoptose in vitro (50).

Enfin, la perte ou I’hypo-expression de I'identité lymphoide B des cellules HRS, ainsi que la
perte de la machinerie transductionelle, pourraient expliquer leur survie et I’échappement a la
mort cellulaire programmée, en I’absence de récepteur des cellules B «fonctionnel»,
traduisant ainsi une anomalie majeure dans le maintien de la différenciation lymphoide B due

a un nouveau mécanisme physiopathogénique, encore inconnu ! (97).

Les techniques d’isolement des cellules néoplasiques par microdissection combinées ou non
aux techniques de puces ADN ont permis récemment I'identification de nombreux génes,
candidats potentiels a la physiopathologie de la cellule de HRS. Kuppers ef al. ont rapporté
I"implication de 4 génes (fascine, ARC, RANK et TIMP-1) dans la physiopathologie de la
cellule de HRS et ont identifié 23 génes comme «nouveaux» candidats a la lymphomagénése
de la MH, parmi lesquels 20 apparaissent surexprimés (59). Garcia e/ al. ont identifié par
puces tissulaires, a partir de 288 prélevements de MH, 29 genes impliqués dans le cycle
cellulaire et I’apoptose, de nombreuses altérations de différentes voies et points de contréole du
cycle cellulaire, notamment au niveau des transitions «G1/S» et «G2/M» (31). Il s’agit de
I’hyper-expression des protéines cycline E, CDK2, CDK6, STAT3, Hdm2, Bcl-2, BelXL,

survivine et NF-kB, STATI et RB. Ils ont également observé une augmentation de la fraction
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proliférante et Hdm2, p53, p21, Rb, survivine, cycline A, B1, D3 et E, CDK2, CDK6, SKP2,
BelXL, STATI et 3.

1.2.7.2 Role de PEBV

L’implication possible du virus d’Epstein-Barr dans le développement de la MH repose sur
plusieurs éléments : les études séro-épidémiologiques, les études de biologie moléculaire

mettant en évidence I'intégration intracellulaire du génome viral (117).

La prévalence de I'infection par ’EBV des cellules HRS varie selon le type histopathologique
et des facteurs épidémiologiques. La fréquence la plus élevée est retrouvée dans le type «a
cellularité mixte» (75 %) et la moins élevée dans le type «scléro-nodulaire» (10 a 40 %). Dans
les pays en voie de développement et chez les patients infectés par le VIH, la prévalence est

beaucoup plus élevée et avoisine les 100 %.
Le sérotype du virus présent au diagnostic est retrouvé lors des rechutes (14).

Les principaux travaux concernant la détection du virus EBV dans la maladie de Hodgkin et
les liens rattachant 'EBV et cette lésion sont ceux de I’équipe toulousaine de Delsol et
Brousset (14). Leur travail a mis en relief I'implication de ’EBV dans la maladie de Hodgkin.
La mise en évidence du virus EBV est un outil diagnostique important. Ces résultats sont
confirmés par I’étude immunohistochimique qui montre que la protéine membranaire de

latence LMP-1, d’origine virale, est électivement localisée aux cellules de Reed-Sternberg et

de Hodgkin.

Dans la maladie de Hodgkin, contrairement aux lymphoproliférations lymphoides atypiques
liées a ’EBYV, le profil de latence est intermédiaire, de type II : EBNA 1 +, EBNA 2 4 6 -,
LMP1 +, EBER +. L’absence d’EBNA 2 permet, dans les cas difficiles, de conforter le
diagnostic de maladie de Hodgkin, et d’éliminer une lymphoprolifération bénigne de type
MNI (ou le profil de latence est de type III : EBNA 1/2/3/4/5/6 +, LMP-1 +, EBER +).

Les examens sérologiques mettent en évidence un profil banal en rapport avec une infection

ancienne. La réponse au traitement et les taux de rechute entre les cas de maladies de Hodgkin

EBV + et EBV - sont comparables.
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Le mécanisme d’action du virus EBV n’est toujours pas é€lucidé. Il pourrait s’agir de
I'induction de NF-xB secondaire a I’expression des protéines EBV LMP-1 et LMP-2a (50).
A partir d’arguments épidémiologiques et d’études moléculaires, une étude récente rapporte
’absence d’argument pour un phénomene de «hit-and-run» pour expliquer le réle du virus
dans les cas de MH non associés a '’EBV et ou aucune trace de génome viral tronqué n’est

détectée (30).
1.2.7.3 Facteurs génétiques

Les études cytogénétiques conventionnelles et en FISH montrent communément des
anomalies complexes (aneuploidies, hypertétraploidies) mais aucune anomalie spécifique ou

récurente n’a été détectée (60, 96).

1.3 La maladie de Hodgkin variant du syndrome de Richter

1.3.1 Considérations générales

Le syndrome de Richter correspond a la survenue d’un lymphome chez un patient atteint
d’une LLC. Dés 1928, et aprés la description princeps de Richter, des cas de MH survenant

chez des patients atteints de LLC ont été rapportés par Watson (115) et McCartney (69).

1.3.2 Epidémiologie

Le syndrome de Richter a une fréquence globale estimée a 3 a 10 % des cas selon les séries
(28, 109). La survenue d’un lymphome de Hodgkin chez un patient atteint de LLC est plus
rare. En effet, Fayad ef al., a partir du registre du MD Anderson Cancer Center (Texas, USA)
sur une population de 1374 patients souffrant de LLC et recensés entre 1972 et 1992, ont
estimé I’incidence de la maladie de Hodgkin a moins de 1 % des cas (28). Pescarmona a
observé, entre 1984 et 1996, un taux de 0,4 % de MH survenant chez 1011 patients porteurs

d’une LLC dans I’institution La Sapienza, a Rome (75). Selon Travis ef al., la survenue d’une
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MH est huit fois plus fréquente chez les patients atteints de LLC que dans la population
générale (109). Au total, depuis 1990, 44 cas bien documentés sur le plan
immunohistochimique de maladie de Hodgkin et survenant chez des patients atteints de LLC
ou de lymphome lymphocytique ont été publiés dans la littérature anglo-saxonne. Les patients
sont agés en moyenne de 67 ans au moment du diagnostic de maladie de Hodgkin (34 a 94
ans). L’intervalle entre le diagnostic de la LLC et celui du lymphome de Hodgkin est compris

entre O et 180 mois (moyenne de 76 mois).

1.3.3 Diagnostic

Les signes cliniques sont identiques a ceux du syndrome de Richter. La survenue d’un
lymphome de haut grade est habituellement révélée cliniquement par une croissance rapide,
souvent importante, des adénopathies; une fiévre, un amaigrissement, une hépato-
splénomégalie ou une altération rapide de I’état général peuvent également étre a I’origine du
diagnostic (13). La modification des ganglions représente 89 % des circonstances de
diagnostic. Dans un cas sur cing, une splénomégalie est observée et les patients présentent,
dans 5 %, des cas, une fiévre ou une altération de I’état général. Le diagnostic repose sur
I’examen anatomopathologique d’une biopsie réalisée habituellement sur une adénopathie

palpable.

Lors du diagnostic de MH, la majorité des patients est a un stade avancé de la maladie : en
reprenant les cas rapportés dans la littérature ces dernieres années (13, 28, 76, 116), 89 % des

patients sont a un stade III ou I'V selon la classification d’Ann Arbor contre seulement 11 % &

un stade I ou IL.

1.3.4 Morphologie

Le tableau histologique habituel du lymphome de Hodgkin-variant du syndrome de Richter
est celui d’un lymphome composite. Un lymphome composite est défini par la présence de 2
variétés histologiques distinctes de lymphomes, retrouvées dans un méme site anatomique, ici

la MH et la composante tumorale de la LLC.
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Dans les séries de Brecher (8 cas), Weisenberg (6 cas) et Fayad (7 cas), la composante
hodgkinienne est a cellularité mixte dans 62 % des cas, de type scléronodulaire dans 33 % des
cas et plus rarement a déplétion lymphoide, dans 5 % des cas (13, 28, 116). Les plages
tumorales remplacent ou sont mélées a la composante lymphocytique correspondant a la LLC
préexistante. Dans environ un tiers des cas, les cellules HRS sont disposées au sein d’un
granulome hodgkinien typique et le diagnostic revient a celui d’une MH dans la population
générale. Dans un plus faible nombre de cas (6 %), elles sont présentes a la fois au sein d’un
granulome et dans des plages de lymphocytes tumoraux correspondant a la LLC. En
revanche, dans 64 % des cas, la présence de grandes cellules sternbergoides, isolées et
dispersées dans un lymphome lymphocytique ou une LLC, sans granulome hodgkinien, est
d’interprétation plus difficile : s’agit-il d’une maladie de Hodgkin compliquant la LLC ou

encore, a ce stade, d’une LLC simple avec quelques cellules de type Reed-Sternberg ?

1.3.5 Immunophénotype

Comme dans la maladie de Hodgkin habituelle, les cellules de Reed-Sternberg co-expriment
les antigénes CD15/LeuM-1 et CD30/BerH2 : les taux d’expression, respectivement de 86 %
et 76 % sont comparables a ceux observés dans la MH survenant dans la population générale.
L’expression des antigénes CD20/L26 et CD79a est variable, d’une cellule a I’autre et le taux

d’expression de I’antigéne CD20 est de 32 %.

1.3.6 Détection du virus d’Epstein-Barr

Les cellules HRS peuvent étre infectées de fagon latente par le virus EBV. Sur une série de 13
cas, en 1992, Momose ef al. ont réalisé une étude en hybridation /n situ a la recherche des
ARN de 'EBV ; leurs résultats (12 cas sur 13) sont nettement supérieurs a ceux observés dans
la MH de la population générale ou le taux d’infection est aux alentours de 40 a 50 % (76). De
plus, I’étude immunohistochimique révéle I’expression de la protéine virale de latence LMP-1
par les cellules HRS. En regroupant les 18 cas documentés et récents de la littérature (28, 54,
76), on retrouve un taux d’infection de 83 %, ce qui est également supérieur a ceux observés

dans la MH de la population générale.

Page 65



Premiére partie : Rappels anatomo-cliniques

1.3.7 Pronostic

Chez les patients atteints d’'une LLC, la survie médiane de ceux présentant un syndrome de
Richter est significativement plus courte que celle des patients présentant une transformation
prolymphocytoide, respectivement 4 a 5 mois contre 2 ans (82). Cependant, le pronostic de la
maladie de Hodgkin-variant du syndrome de Richter serait moins sombre que celui des
lymphomes non hodgkinien B a grandes cellules survenant sur LLC, ce qui justifie son
individualisation. En effet, dés les années 1990, Brecher e/ al. ont établi une probabilité de
survie de 50 % a 1 an en utilisant la méthode de Kaplan Meier appliquée a une série de 8 cas

(13) et I'ont comparée a celle habituellement observée dans le syndrome de Richter, ¢’est-a-

dire 2,5 a 4 mois selon les séries.

En regroupant les cas bien documentés de la littérature récente (13, 28, 76, 116), on note que
le décés survient en moyenne au bout de 14 mois (2 a 60 mois) apres le diagnostic de MH et
que les patients vivants lors de I’étude ont un recul de 45 mois (7 & 96 mois) apres le
diagnostic.

Par contre, le pronostic de la maladie de Hodgkin-variant du syndrome de Richter, par rapport
a la maladie de Hodgkin “classique™ survenant dans une population de méme dge et de méme
stade clinique, serait identique. Mais a ce jour, il n’existe pas d’étude statistique comparative

a ce sujet.

1.3.8 Thérapeutique

Dans la littérature, le traitement consiste presque toujours en une chimiothérapie, de méme
type que celle utilisée dans la maladie de Hodgkin survenant hors du contexte de la LLC ; une
radiothérapie peut étre associée, ou réalisée seule en cas d’atteinte localisée (13, 28). Les

principaux protocoles de chimiothérapie utilisés sont les associations COPP, MOPP, ABVD,

CHOP et leurs variants.
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2 Matériels et méthodes

2.1 Les patients

Les observations étudiées dans notre série provenaient de divers services d’Anatomie
Pathologique participant au GOELAMS (Groupe Ouest Est d’étude des Leucémies et Autres
Maladies du Sang). Initialement, 12 cas ont été inclus dans I’étude. Apres vérification des
“dossiers cliniques des patients, la cohorte a été réévaluée. Neuf patients étaient effectivement
porteurs d’une leucémie lymphoide chronique avant la survenue de la MH et ont été inclus

dans I’étude anatomoclinique.

Le cas n°1 provenait du CHU d’Avicenne (Bobigny), le cas n°2 provenait du CH Bretagne
Atlantique de Vannes, les cas n°3 et 8 provenaient du Laboratoire d’Anatomie Pathologique
du Docteur Froment (Metz). Le cas n°4 provenait du CHU de Dijon et le cas n°S provenait du
Laboratoire d’Anatomie Pathologique du Docteur Tas (Rennes). Deux cas (cas n°6 et 7)
provenaient du Laboratoire d’Anatomie et de Cytologie Pathologiques du CHU de Nancy
(Hopital d’ Adultes de Brabois). Enfin, le cas n®9 provenait du CHU de Reims.

Les cas retenus comportaient du matériel fixé dans du formol a 10 % (v/v) tamponné pH 7,4
ou du liquide de Bouin alcoolique et parfois du matériel congelé a -80°C. Les diagnostics
anatomo-pathologiques de MH ont été confirmés par une deuxieéme lecture et par une étude

immunohistochimique complémentaire.

2.2 Méthodes diagnostiques

Les prélevements analysés correspondaient a des biopsies-exéréses d’adénopathies (5
ganglions cervicaux ou digastriques, 2 ganglions axillaires, 2 ganglions sus-claviculaires, 1

ganglion médiastinal, 1 ganglion inguinal) et la biopsie chirurgicale d’une fosse nasale.

Les 2 préléevements nancéens ont €té acheminés stérilement et dans un délai d’un quart

d’heure au Laboratoire. Toutes les manipulations ont été effectuées de fagon stérile. Les
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ganglions ont été coupés selon leur plus grand axe. Un fragment, prélevé dans une partie
tumorale non nécrotique, a été placé dans un cryotube, puis plongé dans de I'isopentane
refroidi a I'azote liquide. La conservation du matériel congelé était assurée dans des
congélateurs a -80°C. L’autre partie du ganglion a été fixée dans du formol a 10 % (v/v) dilué
dans un tampon phosphate 0,1 M pH 7,4. Si la quantit¢ de matériel le permettait, un fragment

a également été fixé dans du liquide de Bouin alcoolique.

En ce qui concerne les 9 autres observations étudiées, le matériel a été fixé par le formol (9
blocs) ou dans le liquide de Bouin alcoolique (6 blocs) et, dans certains cas, congelé (6
échantillons). Les délais et modes de fixation pouvaient étre variables selon les prélévements,

ce qui est habituel dans une étude rétrospective.

2.2.1 Etude histologique

Apres une fixation formolique, les prélevements ont été inclus dans la paraffine dans un
automate de type VIP (Tissue-Tek). Des coupes de 5 pm d’épaisseur ont été réalisées et
montées sur des lames ordinaires a I’eau albumineuse ou des lames Superfrost® a |’eau
distillée, selon le cas. Apres séchage a I'étuve a +37°C pendant deux heures, les coupes ont
été déparaffinées dans trois bains successifs de toluéne, hydratées par passage dans des bains

d’éthanol de concentration décroissante, puis dans de I’eau courante.

Les lames, quelle que soit la provenance des blocs, ont été colorées de la méme fagon : une
coloration par I’Hématoxyline-Eosine-Safran et une coloration de Giemsa différenciée ont été
réalisées. L’imprégnation argentique de la réticuline a été effectuée suivant la méthode de

Gordon-Sweet.

2.2.2 Etude immunohistochimique

Afin de préciser le phénotype des cellules tumorales, pour chacun des cas étudiés, une
technique immunohistochimique a été réalisée exclusivement sur des tissus fixés en formol et

inclus en paraffine. Les coupes de 5 um d’épaisseur ont été montées sur lames Superfrost®
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(lames traitées a I’aminoéthyltriethoxysilane), déparaffinées selon les techniques habituelles,

réhydratées et stockées dans un tampon PBS-Tween pH 7,6.

Une inversion de la fixation formolique par hydrolyse catalysée par la chaleur a été réalisé au
four a micro-ondes ou au bain-Marie selon I’anticorps. Les lames, placées dans un porte-lame
puis immergées dans une solution de tampon, ont été portées a la température de +98°C ou
+99°C pendant une heure. Les lames ont ensuite été plongées dans de I’eau courante pour les
refroidir et un cerclage des coupes par un trait de crayon hydrophobe a été réalisé afin de

limiter I’écoulement des solutions d’incubation hors de la coupe.
Les ringages ont été réalisés a la pissette avec la solution de tampon PBS-Tween.

Les lames ont été incubées avec les anticorps primaires, préalablement dilués aux
concentrations indiquées dans le tableau suivant dans une solution diluante, pendant 15

heures, en chambre humide, a 4°C et a I’abri de la lumiére.

Tableau n° 5 : Anticorps utilisés dans notre étude et conditions techniques

~ Anticorps _ Monoclonal (M)

- Clone Dilution Référence du produit Prétraitement
primaire /polyclonal (P)
CD3  F7.2.38 M 1150  Dako M 7254 MO
CD5 4C7 M 1/300 NovoCastra CD5-4C7 MO
CD15 80H5 M 1/20 Immunotech 1921 MO
CD20 L26 M 112500 Dako M 0755 MO
CD23 MHM6 M 1/200 Dako M 0763 MO
CD30 Ber-H2 M 1/40 Dako M 0751 MO
CD79a 11E3 M 1/250 NovoCastra CD79a-225 MO
Oct-2 C-20 P 1/1000  Santa Cruz Biotechnology MO
SC-233
Pax-5 24 M 1140 BD Biosciences MO
Bcl-6 PG-B6p M 1/30 Dako M 7211 BM
LMP1 CS 14 M 1/600 Dako M 0897 MO
EBNA2 PE2 M 1/80 Dako M 7004 MO

MO : four a micro-ondes a puissance variablé.‘(‘i\f‘li-(-:;dMed T/T, Microm, Francheville, Franc'c_j',":r_éégc'j_lh_fléﬁ-r-é:
EDTA 10 mM pH 8,0
BM : bain-marie, +99°C, 1 heure, tampon Dako pH 9,9
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Aprés ringage, les coupes ont été recouvertes, pendant une heure en chambre humide, d’une
solution d’anticorps secondaire biotinylé dilué¢ au 1/200°™ dans du tampon PBS-Tween
[anticorps caprins anti-IgG de souris (Dako réf E433, Trappes, France) pour les anticorps
monoclonaux et anticorps caprin anti-IgG de lapin (Dako réf E432) pour I'anticorps anti-

sérum].

Apres un nouveau ringage, ’activité peroxydasique endogene a été inhibée par une incubation
des coupes de 15 minutes dans une solution de peroxyde d’hydrogéne (H,0,) a 6 % (v/v) dans
de 'eau déminéralisée. Apres un ringage de 2 minutes, les coupes ont été incubées une heure
a température ambiante dans une solution de streptavidine conjuguée a la peroxydase (Dako,
réf P397), préalablement diluée au 1/200°™ dans du tampon PBS-Tween. Aprés ringage,
Iactivité peroxydasique a été révélée par la technique du NovaRED, en utilisant un kit de

coloration (Vector, réf SK-4800, Biovalley, Marne-la-vallée, France).

Les coupes ont été contre-colorées a I’Hématéine de Harris, diluée au ', pendant 20 secondes
puis rincées a I’eau courante et bleuies dans du tampon Tris-HCI 0,1 M pH 8,0. Apreés

déshydration dans I’éthanol et passage dans le toluéne, les lames ont été montées a I’Eukitt.

2.2.3 Technique d’hybridation in situ

Le virus d’Epstein-Barr a €té recherché par étude en hybridation in situ, a ’aide de sondes

complémentaires des ARNm EBER selon les techniques usuelles.

Apres déparaffinage et réhydratation, les coupes de 5 pm d’épaisseur ont été soumises a
I’action de la protéinase K (Sigma France, 15 U/mg) diluée au 1/1000"™ pendant 10 minutes
au bain-marie a +37°C. Aprés ringage, les coupes ont été hybridées avec la sonde EBER
conjuguée a la fluorescéine dans une chambre d’hybridation (Hybaid, Thermo Labosystems,
Cergy-Pontoise, France) pendant 1 heure 30, a +55°C. Un ringage de 10 minutes, a +55°C,
dans une solution de chlorure de sodium (NaCl 150 mM) a été réalisé, puis les lames ont été
déposées dans du tampon TBST. La détection de la fluorescéine a été assurée par I’incubation
de la coupe dans une solution d’anticorps anti-fluorescéine dilué au 1/2000°™ dans du tampon
TBST, pendant 30 minutes. Deux ringages successifs dans du tampon TBST puis dans du

tampon pH 9,4 ont été effectués et la révélation a été réalisée par la technique de Mc Gadey
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dite du « NBT BCIP » (Roche, Meylan, France), a I’obscurité et a température ambiante. La
durée de révélation, suivie au microscope, variait de 45 minutes a 1 heure. Aprés deux
ringages dans du tampon pH 9,4 et dans I"eau distillée, une contre coloration a été réalisée au
Rouge Nucléaire (RAL, Bordeaux, France) et les coupes ont été recouvertes d’une lamelle

montée a I’aide d’une solution d’alcool polyvinylique (Sigma, PM 40 000).

2.2.4 Techniques de PCR, réalisées a partir dADN extrait de coupes

tissulaires

Cette technique, largement utilisée dans I’étude des lymphomes, a ici été appliquée a I’ADN
tissulaire total de nos échantillons. Le matériel a été obtenu a partir de fragments congelés
dans les cas ou I’on disposait de suffisamment de tissu, ou obtenu par grattage d’anciennes

lames histologiques dans les situations ou le matériel congelé n’existait pas ou était épuisé.

Rappels sur le principe d’étude des réarrangements de la chaine lourde des

immunoglobulines

Les phénomenes de réarrangement (ou recombinaison) génique caractérisent les cellules
lymphoides a I’état physiologique (99). Ils permettent aux lymphocytes de disposer d’une trés
grande diversité de récepteurs antigéniques (de I’ordre de 10%). Chaque lymphocyte exprime
ainsi un unique récepteur capable de reconnaitre spécifiquement un antigéne. Pour ce qui
concerne les lymphocytes B, les recombinaisons sont liées a ’organisation particuliére des
genes codant pour les immunoglobulines. Ces genes sont constitués de segments V codant
pour des régions variables, des segments D de diversité (uniquement pour la chaine lourde des
immunoglobulines), des segments J de jonction et des segments C codant pour des régions
constantes. Ces segments subissent, au cours de la différenciation des cellules lymphoides B,

des recombinaisons VDJ aboutissant a des génes fonctionnels.

A la diversité des recombinaisons VDJ s’associe une diversité jonctionnelle liée a des
séquences aléatoires N disposées aux jonctions VD et DJ. Au total, chaque région réarrangée
V(N)D(N)J est spécifique d’un lymphocyte et permet la synthése d’une immunoglobuline

spécifique.
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Ces recombinaisons se font dans un ordre chronologique précis. Elles surviennent
précocement dans la différenciation lymphoide et sont transmises a la descendance cellulaire.
En théorie, dans un lymphome, un seul réarrangement est constaté dans toutes les cellules
tumorales descendant d’une méme cellule «mére». Le profil est donc clonal (monoclonal). A
I’opposé, un infiltrat lymphoide réactionnel non tumoral est polyclonal, du fait de la diversité

des lymphocytes représentés.

L’intérét d’étudier la clonalité lymphocytaire dans le diagnostic des lymphomes est double :
cette analyse est utilisable en routine et facilement reproductible. La majorité des lymphomes
B comporte un réarrangement du gene de la chaine lourde des immunoglobulines, situé sur le
chromosome 14. Ainsi, la plupart des protocoles de PCR utilisés pour le diagnostic de
clonalit¢ des lymphoproliférations B utilise des amorces consensus des régions variables et
jonctionnelles (JH) du gene des chaines lourdes des immunoglobulines : CDRIII, FR3/JH,
FR2/JH, FR1/JH (63), et des techniques de PCR simple ou semi nichée (26), associant 2
protocoles successifs d’amplification encadrant la méme zone et destinés a amplifier plus

specifiquement une séquence d’ADN précise.
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2.2.4.1 Le recueil de I’ADN

* La déprotéinisation

Selon le mode de fixation de I’échantillon (fixation formolique ou congélation), la méthode de

déprotéinisation €tait variable.

A partir de tissu congel€, les cellules ont été lysées par une solution d’urée/SDS. Vingt a 40
mg de tissu, soit 2 a 4 coupes de 20 pm d’épaisseur, réalisées au cryostat (Leica CM3050 S,
Leica systems, Nussloch, Allemagne) préalablement nettoyé a I’alcool, ont été déposés dans
un tube Eppendorf stérile puis 400 pl. de solution urée/SDS ont été ajoutés. Aprés agitation
douce pendant une minute, la digestion protéique s’est effectuée pendant 12 heures, sur

agitateur a roue, a température ambiante.

A partir de tissu fixé et inclus en paraffine, une lyse enzymatique a été réalisée par la
protéinase K. Vingt a 40 mg de tissu, soit 2 a 4 coupes de 20 pum d’épaisseur réalisées sur le
microtome (Microm HM 340 E, Francheville, France) stérilisé, ont été déposés dans un tube
Eppendorf stérile contenant 800 pl. de tampon a protéinase K. La solution enzymatique a été
déposée (40 pl de solution de protéinase K a 10 mg/mL) et les tubes ont été incubés au bain-
Marie a +57°C pendant 12 heures. A la fin de "opération, la protéinase K était dénaturée a la

chaleur par ébullition a +100°C pendant 10 minutes.

= [extraction de ’ADN

La premiére étape a consisté en un traitement de I’échantillon par un volume égal de phénol
saturé en Tris pH 8,0 de chloroforme et d’alcool isoamylique (25/24/1 v/v). Aprés agitation
pendant 2 a 3 minutes, le mélange a €té centrifugé a 10 000 tours par minute pendant 5
minutes a température ambiante. La phase aqueuse a été recueillie par pipetage en évitant
soigneusement de prélever les protéines. L’opération a été renouvelée une fois. Le phénol
résiduel a été éliminé par deux extractions successives dans un mélange chloroforme/alcool
isoamylique (24/1 v/v). Le mélange était agité doucement pendant 2 a 3 minutes puis a

nouveau centrifugé a 10 000 tours par minute pendant 5 minutes a température ambiante.
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= La précipitation et la remise en solution des acides nucléiques

A la phase aqueuse recueillie, ont été ajoutés 2 volumes d’éthanol froid et 1/10°™ de volume
d’acétate de sodium 3M pH 5.2. La solution était doucement mélangée et au bout d’une
minute environ, le précipité d’ADN apparaissait sous la forme d’une «méduse». Celle-ci a été
retirée du tube Eppendorf grace a une pointe de pipette, en prenant garde a éviter d’emporter
de I'éthanol. Cent a 200 pL de tampon Tris-EDTA ont été ajoutés pour remettre en
suspension ’ADN et un dosage a été réalis¢é a 260 et 280 nm par spectrophotométrie

(spectrophotomeétre Beckman DU640B, Gagny, France).

2.2.4.2 La réaction de PCR CDR 111

La PCR CDR III semi nichée associe une premiére amplification par un couple d’amorces
externes, VH et JH externe, une dilution intermédiaire des produits obtenus et une seconde

amplification par un couple d’amorces internes, VH et JH interne (nichée).

La premiere réaction a été réalisée sur un échantillon de 500 ng d’ADN auquel on ajoute les

réactifs suivants :

Amorces VH 0,2 uM
JH externe 0,2 uM
dNTP 200 uM de chaque
Tampon 10 X 1/10°™ du volume réactionnel
MgCl, 1,5 mM
Taq polymérase (Q-BlOgene) 1,5U

VH: 5 CTG TCG ACACGGCCGTGT ATTACT G 3’
JH externe : 57 ACC TGA GGA GAC GGT GACC 3’

Le tube a été complété a 50 pl. avec de I’eau ultra-pure sans DNAse. Dans le thermocycleur

(Gene Amp PCR Systems 9600, Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA), Iamplification a été

réalisée selon les cycles suivants :
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Premiére dénaturation 94°C 4 minutes

Dénaturation 94°C 40 secondes

Hybridation 55°C 40 secondes 30 cycles
Elongation T2°C 40 secondes

Derniére €élongation 72°C 10 minutes

La seconde réaction a été réalisée sur une dilution au 1/100™™ du produit de la premiére

amplification. Le méme protocole, en utilisant les amorces VH et JH nichée, a été répété 35

cycles.
Amorces VH 0,2 uM
JH nichée 0,2 uM
dNTP 200 pM de chaque
Tampon 10 X 1/10°™ du volume réactionnel
MgCl, 1,5 mM
Taq polymérase (Q-BIOgene) 1,5U

VH : 5 CTG TCG ACA CGG CCG TGT ATT ACTG 3’
JH nichée : 5 ACC AGG GTC CCT TGG CCC CA 3’

2.2.43 La réaction de PCR FR3A
Il s’agit également d’'une PCR semi nichée. Elle associe une premiére amplification par un
couple d’amorces externes, FR3A et LJH, une dilution intermédiaire des produits obtenus et

une seconde amplification par un couple d’amorces internes, FR3A et VLJH.

Les modes opératoires étaient superposables a ceux utilisés pour la réaction de PCR CDRIIL

Les conditions de réalisation étaient les suivantes :
FR3A : 5 ACA CGG C(C/T)G/C) TGT ATT ACT GT 3’

LJH : 5 TGA GGA GACGGT GACC ¥
VLJH : 5 GTG ACC AGG GTN CCT TGG CCC CAG 3’
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Premiére amplification :

Amorces FR3A 1,3 uM
LIJH 1,6 uM
dNTP 250 uM de chaque
Tampon 10 X 1/10°™ du volume réactionnel
MgCl, 1,5 mM
Tag polymérase (Q-B1Ogene) 1,25 U
Premiere dénaturation 94°C 5 minutes
Dénaturation 93°C 45 secondes
Hybridation 60°C 45 secondes 30 cycles
Elongation 72°C 2 minutes
Derniére élongation 12°C 10 minutes
Seconde amplification :
Amorces FR3A 1,3 uM
VLIH 2 uM
dNTP 250 uM de chaque
Tampon 10 X 1/10°™ du volume réactionnel
MgCl, 1,5 mM
Tag polymérase (Q-BIOgene) 1,25U

La seconde réaction comportait 20 cycles.

2.2.4.4 Les controles

A chaque amplification, des contréles ont été assurés en réalisant, conjointement aux

échantillons, ’amplification de ’ADN provenant de prélévements dont les profils étaient

typiques et connus : un témoin monoclonal (obtenu a partir d’un cas de lymphome malin non
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hodgkinien B), un témoin polyclonal (ADN extrait d’un ganglion réactionnel) et un témoin

négatif (eau ultra-pure).
2.2.4.5 La visualisation des résultats

Les produits obtenus ont été analysés par électrophorese sur un gel de polyacrylamide, a 12 %
pour CDRIII et a 8 % pour FR3 (compositions en annexe). Aprés polymérisation du gel,
20 pL de produit de PCR ont été ajoutés a 5 pl de tampon de charge coloré et déposés sur le
gel. La migration s’est effectuée a puissance constante (20 Watt) pendant 2 heures environ,
dans un tampon TBE. La longueur des bandes a été appréciée par comparaison avec un
marqueur de poids moléculaire (PGEM DNA Marker, Promega, Charbonniéres, France),

apres coloration par le bromure d’éthidium et observation sous lampe a ultra-violets.

2.3 Mise au point d’une technique d’amplification
génomique a partir de ’ADN d’une ou plusieurs

cellules isolées obtenues par microdissection laser

2.3.1 Le matériel étudié sur le plan moléculaire

2.3.1.1 Notre série

Concernant I’étude moléculaire, I'analyse du matériel disponible a partir de la cohorte
anatomoclinique a démontré que seules 7 observations comportaient du tissu fixé par le
formol (cas n°2, 3, 4, 5, 6, 7 et 9) et que 2 cas devaient étre exclus en raison d’une fixation
exclusive du matériel par le liquide de Bouin alcoolique (cas n°l et 8). En revanche, la
cohorte du GOELAMS a permis d’identifier 3 nouvelles observations de MH associée a des
lymphomes, et de découverte simultanée, pour lesquelles nous disposions de matériel fixé par
le formol, respectivement 1 tumeur composite associant lymphome lymphoplasmocytaire et
MH (cas n°10) et 2 lymphomes composites associant lymphome lymphocytique et MH (cas

n°ll et 12).
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Dans ce travail, nous avons effectué la microdissection cellulaire et I’étude moléculaire sur les
seuls cas pour lesquels nous disposions de tissu congelé en quantité suffisante (cas n°2, 4, 8 et
10). La seconde partie de I’étude concernant la microdissection cellulaire et I’étude
moléculaire sera effectuée dans un travail ultérieur, a partir des cas pour lesquels nous

disposons de tissu fixé par le formol.

Caractéristiques anatomopathologiques des 3 nouveaux cas inclus dans notre étude

moléculaire :
= Patient 10 (lymphome lymphoplasmocytaire et MH)

Cette volumineuse masse ganglionnaire cervicale droite de 5 cm de grand axe était occupée
par une prolifération tumorale d’architecture diffuse, homogene, de cellules lymphocytaires et
lymphoplasmocytaires de taille petite et moyenne, correspondant a une maladie de
Waldenstrom. Le tissu adipeux périganglionnaire ¢était largement infiltré. A faible
grossissement, il persistait quelques zones claires correspondant a des centres folliculaires. A
fort grossissement, on retrouvait des cellules HRS disposées de maniére éparse dans le tissu

ganglionnaire, ou parfois regroupées. Il n’était pas observé de granulome.
» Patient 11 (lymphome lymphocytique et MH)

Ce ganglion inguinal gauche mesurait 2,7 ¢cm dans son plus grand axe. Le parenchyme
ganglionnaire était totalement détruit par une prolifération cellulaire diffuse constituée de
lymphocytes atypiques et des cellules moins nombreuses de type prolymphocytaire. Les
cellules HRS étaient tantot disposées de maniere isolée au sein des lymphocytes atypiques (90
% des cellules HRS), tantot situées au sein du granulome hodgkinien habituel, de type a

cellularité mixte (10 % des cellules HRS).
= Patient 12 (lymphome lymphocytique et MH)

Cette biopsie de ganglion sus-claviculaire correspondait a un nodule de 2 cm de diamétre. Son
architecture était partiellement désorganisée par une prolifération cellulaire atteignant les
zones inter-folliculaires et comprenant des lymphocytes T, de nombreux histiocytes, des

plasmocytes et de rares polynucléaires. Au sein de ces granulomes polymorphes étaient

Page 80



Deuxiéme partie : Matériel et méthodes

dispersées des cellules HRS. En périphérie du prélévement se trouvaient des zones

minoritaires refoulées par les granulomes, correspondant au lymphome lymphocytique.

CD30 | CD15 |CD20 chaine EBV
Cas CD79a| CD3 | CD5 | Oct-2 Bel6 | Pax-5 LMP1 |[EBNA2
/Ber-H2 |/Leu-M1| /L26 J Eber
10 + - - - - - - - : NR + : 5
11 + + pe - = = + s - = + + =
12 + + - - - - . - . + - - -

2.3.1.2 Le cas témoin ayant permis les mises au point techniques

Préalablement a I’étude de notre série, un cas de lymphome malin non hodgkinien B a été
choisi puis microdisséqué, pour permettre une large gamme d’essais techniques et la mise au
point de I’amplification a partir de cellules isolées. Il s’agissait d’un cas de lymphome
splénique B de la zone marginale, recueilli dans le service d’Anatomie et de Cytologie
Pathologiques du CHU de Nancy (Hopital d’Adultes de Brabois). Ce cas de lymphome
répondait, en outre, aux caractéristiques suivantes : richesse du matériel congelé et du matériel

fixé par le formol, monoclonalité des réarrangements du géne de I’'IgH.

2.3.2 La préparation des échantillons

A partir d’un fragment congelé, une coupe de 5 pm d’épaisseur a été réalisée au cryostat et
déposée sur une lame recouverte d’une membrane plastique. Aprés fixation dans une solution
de formaldéhyde 4 % (m/v), préparé par dépolymérisation du paraformaldéhyde dans un
tampon PBS, pendant 10 minutes et ringage a I’eau distillée pendant 10 minutes également,
les lames étaient conservées dans un tampon phosphate salé pH 7,6 contenant du tampon

PBS-Tween.
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2.3.2.1 Marquage des populations cellulaires d’intérét

Un marquage immunohistochimique pouvait étre réalisé¢ afin d’individualiser formellement
les cellules. Les anticorps utilisés ont été I’anti-CD20/L.26 pour caractériser la population de
lymphocytes B et I'anti-CD30/BerH2 pour marquer les cellules HRS. Il n’a pas été réalisé de
pré-traitement par la chaleur (ni micro-ondes, ni cocotte-minute). Les anticorps primaires,
préalablement dilués dans une solution diluante, ont été déposés sur les lames aux

concentrations suivantes :

CD30/Ber-H2 1/20
CD20/L.26 1/1000

Les lames ont été incubées en chambre humide a +4°C pendant une nuit. Le lendemain matin,
elles ont été rincées a la pissette contenant du PBS-Tween, en prenant garde d’éviter les

contaminations d’une lame a I’autre, puis dans deux bains successifs de tampon.

Les coupes ont été recouvertes, pendant une heure en chambre humide, d’une solution
d’anticorps secondaire conjugué a la biotine (chévre anti-IgG de souris, réactif Dako E433
pour les anticorps monoclonaux et cheévre anti-IgG de lapin, réactif Dako E432 pour les

eme

polyclonaux), tous deux dilués au 1/200™™ dans du tampon PBS-Tween.
Aprés un nouveau ringage au tampon, I’activité peroxydasique endogéne a été inhibée par une
incubation des coupes pendant 15 minutes dans une solution de peroxyde d’hydrogeéne (H,0;)

a6 % (v/v) dans I’eau déminéralisée.

Les coupes ont été de nouveau rincées au tampon puis incubées une heure a température
ambiante dans une solution de streptavidine conjuguée a la peroxydase (réactif Dako P397)

diluée au 1/200°™ dans du tampon PBS-Tween.

Apreés ringage, I’activité peroxydasique a été révélée a température ambiante par la technique
du NovaRED, en utilisant un kit de coloration (Vector, référence SK-4800). Aucune contre
coloration n’a été réalisée. Les lames ont été déshydratées par séchage lent, a température

ambiante, pendant 10 jours au minimum, afin de limiter la quantité d’eau résiduelle et la
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vaporisation lors de la microdissection. Les lames pouvaient étre conservées a I’abri de la

lumiere a température ambiante.
2.3.2.2 Principe de fonctionnement de la microdissection laser

La microdissection utilise un procédé sans contact physique avec I’échantillon. La découpe
est réalisée par un faisceau laser focalisé sur la coupe. Le rayonnement fonctionne a I’azote et
agit par impulsions. La longueur d’onde du laser est de 337 nm ce qui le place dans les
rayonnements UVA, hors du spectre d’absorption des UV par ’ADN, et évite les altérations
génomiques. L’épaisseur du trait de coupe dépend de la nature du tissu disséqué, de la

focalisation du laser (et de I’objectif utilisé) ; il peut étre inférieur au micron.

Le systéme ne produit pas de chaleur délétere pour I’échantillon et est controlé par I’opérateur
par I'intermédiaire d’un ordinateur et d’une souris. Le laser découpe le tissu grace a un
procédé photochimique sans formation de chaleur et qui se produit pendant un temps tres
court (impulsion de I’ordre de la nanoseconde). Il n’existe pas d’altérations des tissus voisins
de I'impact (100). Les cellules sont découpées grace a la répétition de minuscules trous. Le
déplacement de [’échantillon par rapport au laser est assuré par une platine mobile, qui se
déplace autour du faisceau laser fixe. La récupération de I’échantillon est effectuée par
catapultage, par «souffle» laser, dans un microtube placé au dessus de la lame, aprés la

défocalisation du laser.
2.3.2.3 La microdissection des 4 échantillons de notre série

La microdissection de nos quatre échantillons congelés a été réalisée a I’Hopital Saint Louis
(Paris) dans le service du Professeur A. Janin, par le Professeur E. Labouyrie (Service
d’Anatomie et de Cytologie Pathologiques, CHU de Nancy, Hopital d’Adultes de Brabois) et
le Docteur L. Legres (EA-2378, IFR Biomédical Saint-Louis — Paris) sur un appareil de
microdissection Palm-Olympus (Olympus, Rungis, France) de premiére génération. Les
cellules recueillies correspondaient d’une part a la population lymphocytaire de la LLC, et

d’autre part aux cellules HRS de la maladie de Hodgkin.

Sous contréle visuel, par I'intermédiaire d’une caméra numérique, les contours de la cellule

sélectionnée ont été dessinés grace au logiciel de ’ordinateur qui pilote le laser. Une fois la
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zone définie, la découpe était automatiquement réalisée par 'ordinateur, et suivie
visuellement a I’écran. L’échantillon cellulaire était recueilli dans un microtube contenant 15
uL de tampon de lyse. Les échantillons €taient ensuite transportés a température ambiante a
Nancy, ou le protocole pouvait étre poursuivi, le lendemain ou parfois, 3 jours plus tard. Une
digestion par la protéinase K était effectuée, selon le protocole utilisé en routine. Les tubes

étaient immédiatement conservés au congélateur, a —20°C.

2.3.3 Mise en évidence des réarrangements du géne de I'lgH par PCR
CDRIIl et FR3A

En raison de la faible quantité d’ADN qui pouvait étre extrait d’'un nombre limité de cellules
(une, 5, 10, 20 ou 50 cellules selon le cas), il nous a paru intéressant d’amplifier ’ADN de
départ pour pouvoir pratiquer le protocole de PCR de routine diagnostique (ou le mode
opératoire amplifie une quantité d’ADN avoisinant les 500 ng) et, d’autre part, de réaliser

plusieurs amplifications a partir d’un méme échantillon.
2.3.3.1 L’étape de pré amplification de I’ADN total

La technique de PEP (Primer Extension Preamplification — Préamplification) utilisée a été
celle décrite par Zhang et al. en 1992 ; elle a été mise au point initialement sur ’ADN d’un
spermatozoide (120). L’ADN est copié au cours de plusieurs cycles d’une PCR utilisant des
amorces de séquences variables (Random Primers, Operon Technologies, Alameda, CA,
USA). Le mélange d’amorces est composé d’oligonucléotides mesurant 15 bases et dont la
composition, au niveau de chaque base, est variable et peut correspondre a chacune des quatre
nucléotides A, T, C, ou G. Les combinaisons de séquence présentes sont donc en théorie au

nombre de 4.

Selon Zhang et al., cette procédure permet d’amplifier au minimum 78 % des séquences
génomiques de départ en une trentaine de copies au minimum. Certains fragments mesurent
plus de 800 paires de bases de longueur, ce qui permet statistiquement la réalisation d’une

technique de PCR CDRIII ou FR3A, dont les zones d’intérét mesurent entre 100 et 200 paires

de bases.
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Aprés recueil de I'échantillon cellulaire (une a 50 cellules recueillies selon le tube) et
digestion enzymatique, le tube contenait la matrice d’ADN dans 25 pL de tampon de

protéinase K.

Le protocole d’amplification a été le suivant :

Amorces 400 uM

dNTP 2 mM de chaque

Tampon 10 X 1/10*™ du volume réactionnel

MgCl, 2,5 mM

Tag polymérase (Q-BiOgene) 51
Premiére dénaturation 94°C 5 minutes
Dénaturation 92°C 1 minute
Hybridation 37°C 2 minutes
Etape passerelle de 10 secondes par degré

3 minutes 50 cycles

changement de température Celsius
Elongation 55°C 4. minutes

2.3.3.2 Controle de la qualité de PADN aprés microdissection
= Controle de la longueur des fragments d’ADN obtenu aprés PEP

Afin de préciser la nature des produits obtenus apres |’étape de pré amplification non
spécifique de I’ADN, le produit de PEP a été analysé par électrophorése sur gel d’agarose a 1
%. La migration s’est effectuée a tension constante (50 Volt) pendant 2 heures environ. Les
résultats ont été appréciées par la présence d’une bande correspondant a la longueur des

fragments obtenus par la PEP et comparaison avec un marqueur de taille (A/HindIII, Proméga,

Charbonniéres, France).
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= Controle de la qualité de I’ADN obtenu aprés microdissection

Afin de s’assurer que la microdissection ait effectivement produit une quantit¢ d’ADN
manipulable et qu’aucun résultat négatif ne soit lié a la perte ou a I’absence d’ADN,
I"amplification d’un géne «de ménage» ubiquitaire, a été réalisée. Le géne choisi était celul de
I’enzyme GAPDH (glycéraldéhyde - 3 - phosphate déshydrogénase). Les conditions de PCR

ont été les suivantes :

sens : GAA GGT GAA GGT CGT CGG AGT
anti-sens : GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC

Amorces sens 2,3 uM
anti-sens 2,4 uM
dNTP 250 uM de chaque
Tampon 10 X 1/10°™ du volume réactionnel
MgCl, 1,5 mM
Tag polymérase (Q-BIOgene) 1,51
Premiére dénaturation 94°C 4 minutes
Dénaturation 94°C 1 minute
Hybridation 55°C 1 minute 30 cycles
Elongation 12°C 1 minute
Derniére élongation 12°€ 10 minutes

Aprés électrophorése sur un gel de polyacrylamide a 8 %, la longueur des bandes a été
appréciée par comparaison avec un marqueur de poids moléculaire (PGEM DNA Marker,
Promega, Charbonniéres, France). La longueur attendue était de 226 paires de bases.

2.3.3.3 Sensibilité des techniques de PCR CDRIII et FR3A

Nous avons vu que, en routine, 500 ng d’ADN sont utilisés pour réaliser une amplification.

Certaines équipes (83, 114) travaillent avec des quantités moindre, de I’ordre de 100 ou méme
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50 ng d’ADN matriciel. Afin de vérifier si nos techniques de PCR étaient applicables avec de
plus faibles quantités et de définir un seuil de sensibilité, des essais de dilution de ’ADN
matriciel ont été réalisés. Des quantités variables d’ADN total du cas de lymphome témoin,
allant de 10 pg a 500 ng, ont été amplifiées, en utilisant une technique de routine CDRIII puis
une technique FR3A. Ces essais ont utilis¢ I'enzyme 7aq polymérase Gold et une

concentration en MgCl; a 2,5 mM.

Des essais d’amplification par PCR ont également éte réalisés a partir de cellules isolées par
microdissection laser, sans réalisation de PEP préalable, et sur des échantillons contenant un
nombre décroissant de cellules : les essais ont porté sur 50, 20, 10, 5 et une cellules isolées a

partir du lymphome témoin et de notre série

2.3.3.4 L’optimisation de la technique de PCR pour I’étude des échantillons obtenus

par microdissection laser

2.3.3.4.1 Lesamorces CDRIII et FR3A

De nombreuses études de la littérature (83, 19) analysant la clonalité B lymphocytaire a
I’échelon unicellulaire utilisent la méthode de PCR semi nichée a I’aide d’amorces encadrant
la région hypervariable CDRIII. Nous avons donc testé, a I’échelon unicellulaire, les
protocoles de PCR CDRIII et FR3A de routine diagnostique du laboratoire, appliqués a notre

cas témoin.

Avec les deux types de PCR, CDRIII et FR3A, des études de mise au point technique ont été
nécessaires pour affiner la procédure. Le cas témoin a été utilisé pour déterminer les
conditions optimales : concentration de MgCl,, qualités de I’enzyme, quantit¢ d’ADN

matriciel pour chaque étape de la PCR semi nichée.

2.3.3.4.2 Lesenzymes Tag polymérase

Les enzymes 7aq polymérases utilisées pour les techniques de PCR proviennent d’une

bactérie (Thermophilus aquaticus) qui a été découverte dans les sources chaudes. Ces

PC?gG 87



Deuxiéme partie : Matériel et méthodes

enzymes sont capables de recopier un brin d’ADN a partir d’'une matrice monocaténaire et de

bases nucléotidiques, lorsque la température est de +72°C.

Nous avons comparé I’emploi de deux enzymes différentes : une 7ag polymérase classique
(Taq polymérase, Q-BIOgene, Illkirch, France), utilisée en routine diagnostique et une 7agq
polymérase Gold (Ampli 7ag Gold, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Les

enzymes 7aq polymérases nécessitent un travail rapide, a +4°C (sur lit de la glace).

L’enzyme Taq polymérase Gold (Ampli7ag Gold, Applied Biosystems) repose sur le principe
de “hot-start”: en effet, elle est thermostable grace a sa liaison avec un groupement chimique
qui inactive le site enzymatique. Durant les étapes de préparation de la réaction et la montée
en température du premier cycle d’amplification (alors que la réaction se trouve a des
températures d’hybridation non optimales), I'enzyme est inactive. Elle ne commence a
fonctionner qu’aprés une étape d’activation de 5 a 10 minutes a +95°C lors de laquelle le
groupement chimique est clivé. Ceci augmente la qualité de ’amplification par diminution
des produits non spécifiques synthétisés pendant les étapes de manipulation des tubes et la
premiére étape de dénaturation de 5 minutes ou les échantillons sont amenés de +4°C a +94°C
et pendant laquelle des hybridations non spécifiques peuvent se produire. Elle est plus
couteuse qu’une enzyme classique (0,70 €/U contre 0,28 €/U pour la 7aqg polymérase
classique). Elle permet également une amplification correcte a partir d’un ADN matriciel de
treés faible abondance, comme c’est le cas sur cellules isolées. En revanche, a partir d’un ADN
tissulaire total, extrait de tissu congelé, et disponible en quantité abondante, Iutilisation de la

Taq polymérase classique (7aq polymérase, Q-B1Ogene) parait suffisante.

2.3.3.4.3 La concentration en MgCI2

Le chlorure de magnésium (MgCl,) est un paramétre important pour définir les conditions de
stringence de la réaction de PCR ; I'ion magnésium Mg®" joue le role de cofacteur pour
I’enzyme Tag polymérase. Il intervient dans la spécificité de reconnaissance des substrats
nucléotidiques triphosphates (dNTP). Un excés d’ion magnésium Mg®* provoque une
accumulation de produits non spécifiques, alors qu’une baisse de sa concentration diminue de

fagon importante la quantité de séquences synthétisées.
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Une étude d’amplification du cas témoin a été réalisée en utilisant des gammes variables de
concentration de MgCly, allant de 2,5 mM (quantité habituellement utilisée dans les
protocoles de PCR) a 4 mM, en utilisant la 7aq polymérase Gold et en faisant varier la

quantité d’ADN matriciel de 10 pg a 500 pg.

2.3.3.4.4 Contrdle de la technique

Pour chaque PCR, nous avons introduit systématiquement des témoins, monoclonal
(lymphome malin non hodgkinien B), polyclonal (ganglion réactionnel) et négatif (eau ultra-
pure) afin de démontrer que la technique a fonctionné. Un témoin tissulaire, extrait a partir
d’un fragment congelé de I’échantillon, a été parallelement amplifié afin de le comparer, apres

PCR, aux produits d’amplification obtenus a partir des cellules isolées.
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3 Résultats

3.1 Les patients

Le groupe étudié était constitué de 7 hommes et de 2 femmes, agés de 59 a 77 ans (moyenne

68 ans) au moment du diagnostic de maladie de Hodgkin.
= Patient 1

Il s’agissait d’une femme agée de 66 ans en 1992, lorsqu’il avait été découvert une LLC de
stade A. Elle avait été traitée pendant 6 mois, dés 1993, par Chlorambucil, en raison d’une
hépatomégalie symptomatique importante ; une atteinte spécifique de la LLC avait été
retrouvée a la biopsie hépatique. Devant I’accentuation du syndrome tumoral, le traitement
par Chlorambucil était repris, sans efficacité. Le diagnostic de maladie de Hodgkin était porté
en 1998 sur I’exérése d’un polype nasal obstruant. Le bilan d’extension a conclu a une
maladie de stade IVBa et un traitement associant 3 cures de type ABVD, suivies d’une
radiothérapie locale (30 Gray) ont permis d’obtenir une rémission compléte avec un recul de 6

ans. A 72 mois du diagnostic de MH, la LLC était stable, en stade A de Binet.

= Patient 2

Il s’agissait d’un homme présentant des antécédents d’insuffisance respiratoire avec
retentissement cardiaque droit, 4gé de 63 ans (1994), lorsque était découverte, de fagon
fortuite, une lymphocytose. L’hémogramme initial retrouvait des leucocytes a 16,4x10°/L
dont 63 % de lymphocytes, sans anémie ni thrombopénie. Le diagnostic de LLC, de stade
clinique B selon la classification de Binet, était posé et un traitement associant Chlorambucil
et corticoides était débuté en cures discontinues mensuelles, ce qui avait permis une réponse
partielle aprés trois cures. Un traitement identique était repris quelques mois plus tard en
raison d’une aggravation de la lymphocytose et de ’apparition d’une localisation pulmonaire
spécifique. Fin 1998, le diagnostic de maladie de Hodgkin était porté sur la biopsie d’une
adénopathie axillaire. Il s’agissait d’un stade IITAa. Un traitement de type MOPP était alors

instauré. Les trois premiéres cures permettaient une nette diminution du syndrome tumoral,
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mais étaient marquées par des complications infectieuses et une mauvaise tolérance
hématologique, conduisant au remplacement des cures de MOPP par des injections de
Velbé®, également mal tolérées sur le plan cardiorespiratoire. Le patient était décédé un an
aprés le diagnostic de maladie de Hodgkin a la suite d’une nouvelle décompensation

cardiorespiratoire.
* Patient 3

Il s’agissait d’un homme agé de 65 ans en 1998, chez qui était diagnostiquée une leucémie
lymphoide chronique de stade B de Binet. Un traitement initial par Chlorambucil était
instauré pendant quelques semaines puis un relais était entrepris par 6 cures de chimiothérapie
de type «mini CHOP», sans efficacité¢. Six cures de Fludarabine permettaient, en octobre
1999, d’obtenir une rémission compléte. En juillet 2001, le diagnostic de maladie de Hodgkin
était porté sur une médiastino-biopsie réalisée en raison d’une anémie inflammatoire. Le bilan
d’extension concluait a un stade IIIBb et le patient a regu une chimiothérapie de type
«COPP/ABYV hybride». Apres S cures, une réponse clinique et radiologique était notée mais le
patient a présenté une complication infectieuse de type SDRA (syndrome de détresse

respiratoire aigué€) dont il est décédé.
= Patient 4

Il s’agissaitt d’une femme agée de 59 ans en 1985, lorsque le diagnostic de LLC de stade A a
été porté. Aprés une période d’abstention thérapeutique de 6 ans, un traitement par
Chlorambucil en cures discontinues était instauré, puis poursuivi pendant 4 ans. En raison
d’une évolution en stade C en 1998, elle avait bénéficié de 5 cures de Fludarabine, relayées
ensuite, notamment en raison d’une hémolyse, par une chimiothérapie associant des agents
alkylants et des corticoides, ce qui permettait d’obtenir une réponse partielle. En I’an 2000, le
diagnostic de maladie de Hodgkin était porté au décours d’une biopsie ganglionnaire axillaire
réalisée en raison de I’apparition d’une altération de I’état général et d’une fiévre. Le bilan
d’extension concluait a un stade IIBb. Une chimiothérapie de type «CHOP lymphome» était
alors débutée ; la patiente a regu 5 cures mensuelles mais a présenté, au décours de la
cinquiéme cure, une complication infectieuse dont elle est décédée, alors qu’il existait une

réponse partielle de la maladie de Hodgkin a la chimiothérapie.
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= Patient 5

Il s’agissait d’un homme de 62 ans, asymptomatique, chez qui était découverte fortuitement
une LLC de stade A en 1986. Aprés une période cliniquement asymptomatique de 13 ans, le
patient évoluait vers un stade C. Une splénectomie était alors réalisée puis le patient recevait 3
cures de Fludarabine en raison d’une insuffisance médullaire importante ; ce traitement
permettait d’obtenir une réponse partielle. Tout traitement spécifique était arrété a partir de
février 2000. Cing nouvelles cures de Fludarabine ont été administrées de février a juillet
2001 en raison d’une évolution de la maladie. En octobre 2001, la biopsie d’une adénopathie
cervicale permettait de porter le diagnostic de maladie de Hodgkin. Le bilan d’extension
concluait a un stade IIBb. Un traitement par 4 cures de chimiothérapie de type «ABVD» était
administré puis était suivi d’une radiothérapie des sites initialement envahis (40 Gray en
région cervicale), ce qui permettait d’obtenir une rémission complete de la maladie de
Hodgkin. Deux mois aprés la fin du traitement, la LLC était stable, sans traitement, en stade A

de Binet.

= Patient 6

Il s’agissait d’un homme de 54 ans, asymptomatique, chez qui était découverte une
lymphocytose en décembre 1994. L’hémogramme initial retrouvait des leucocytes a
29,3x10°/L dont 73 % de lymphocytes, sans anémie ni thrombopénie. Le diagnostic de LLC,
de stade clinique A selon la classification de Binet, était posé et une surveillance clinique et
biologique semestrielle était proposée. Apres une période cliniquement asymptomatique de 30
mois, le patient développait des adénopathies périphériques axillaires, cervicales et inguinales.
L’hémogramme révélait une hyper leucocytose a 88,3x10”/L dont 85 % de lymphocytes, sans
anémie ni thrombopénie associée. Le patient était traité par 6 cures de chimiothérapie de type
«mini CHOP» qui conduisaient a une rémission partielle ; un traitement de consolidation par
Chlorambucil était débuté en avril 1998. En novembre 1999, le patient était hospitalisé pour
fievre, sueurs nocturnes et apparition rapide d’une polyadénopathie et d’une splénomégalie.
L’hémogramme montrait des leucocytes a 15,4x10°/L dont 60 % de lymphocytes, toujours
sans anémie ni thrombopénie. La biopsie d’un ganglion cervical révélait une maladie de
Hodgkin de type «a cellularité mixte». Le bilan d’extension concluait a une maladie de stade
IIIBb selon la classification modifiée d’Ann Arbor. Le patient recevait 6 cures de

chimiothérapie de type «MOPP/ABV hybride», ce qui permettait une stabilisation de la
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maladie de Hodgkin. Deux mois plus tard, une insuffisance rénale motivait la réalisation d’un
examen tomodensitométrique qui découvrait un sarcome a cellules fusiformes au niveau de la

vessie. Le patient décédait un mois plus tard.
* Patient 7

Il s’agissait d’un homme suivi depuis I’age de 66 ans (1981) pour une LLC de stade A selon
Binet. Aprés une période d’évolution asymptomatique de 6 ans, sans aucun traitement
spécifique, une chimiothérapie orale par Chlorambucil était débutée en raison du doublement
de la lymphocytose en 6 mois. Un an plus tard, des adénopathies superficielles et
médiastinales s’étaient développées et le patient présentait une dyspnée. La biopsie
ganglionnaire montrait une maladie de Hodgkin, de type «a prédominance lymphocytaire». Le
bilan d’extension concluait a une maladie de stade IIIBb. Le patient recevait 4 cures de
chimiothérapie de type «MOPP-ABV», ce qui aboutissait a une rémission partielle de la
maladie et une normalisation de ’hémogramme. Une chimiothérapie orale d’entretien de type
prednimustine (Stéréocyt®) était débutée. Dix-huit mois plus tard, le patient présentait une
rechute de la maladie de Hodgkin, avec un stade clinique IVBb avec atteinte médullaire. Il

recevait 2 cures de chimiothérapie de type «CVPP» sans efficacité clinique et décedait.

= Patient 8

Il s’agissait d’'un homme de 56 ans chez qui le diagnostic de LLC de stade B avait été posé
lors de la découverte d’adénopathies et d’une splénomégalie. L’hémogramme retrouvait des
leucocytes a 51x10°/L dont 85 % de lymphocytes, sans anémie ni thrombopénie. Le
traitement initial consistait en 6 cures mensuelles de chimiothérapie de type «CHOP LLC» et
aboutissait a une rémission partielle. Il recevait 6 cures trimestrielles de chimiothérapie de
type «mini-CHOP» en traitement de consolidation. Aprés une évolution clinique
asymptomatique de 10 mois, le patient présentait une altération de I’état général avec fievre et
amaigrissement, des adénopathies périphériques et une splénomégalie. L’hémogramme
révelait une lymphopénie. La biopsie ganglionnaire cervicale montrait une maladie de
Hodgkin, a «cellularité mixte». L’hémogramme retrouvait une anémie a 8,9 g/dL, isolée. La
moelle osseuse était infiltrée par les lymphocytes de la LLC mais sans cellules de la maladie
de Hodgkin. Le bilan d’extension concluait a une maladie de stade IIIBb. A partir de janvier

2000, le patient recevait 8 cures de chimiothérapie selon le protocole «ABVD», aboutissant a
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une rémission compléte de la maladie de Hodgkin. A 34 mois du diagnostic de syndrome de
Richter, le patient était en rémission compléte de la maladie de Hodgkin et la LLC était en

stade A de Binet, sans aucun traitement spécifique.

= Patient 9

Il s’agissait d’un homme dgé de 62 ans en 1993 chez qui le diagnostic de LLC de stade A
selon Binet était porté. Aucun traitement spécifique n’était instauré. Aprés une période
d’évolution asymptomatique de S ans, une chimiothérapie orale par Chlorambucil et
prednisone était débutée en 1998, en raison d’un passage au stade B ; ce traitement ne
permettait qu’une stabilité de la maladie. En février 2001, en raison d’une symptomatologie
associant fievre a +40°C et sueurs nocturnes, une biopsie d’une adénopathie cervicale était
réalisée et permettait de porter le diagnostic de maladie de Hodgkin. Le bilan d’extension
concluait & un stade I1IBb selon Ann Arbor. Un traitement par chimiothérapie de type «CHOP
lymphomey» (6 cures) suivi d’un entretien par Vépéside puis Chlroraminophéne avait permis
de stabiliser le syndrome tumoral. Devant la réapparition des signes généraux et I’apparition
de nouvelles adénopathies, un traitement associant Ifosfamide, Vépéside et corticoides était

débuté fin 2002. Le patient recevait 6 cures de ce type aboutissant a une réponse minime.

Tableau n° 6: histoire clinique des 9 patients

Betiant Age lors du Délai de Stade Recul depuis le
. Sexe | diagnostic de | survenue entre | selon Ann | diagnostic de Traitement regu

n MH la LLC et la MH Arbor MH

1 = 70 ans 4 ans IVBa 72 mois RC ABVD, Rx

2 M 67 ans 4 ans [llAa 14 mois DCD MOPP, Velbé

3 M 68 ans 3 ans I1IBb 4 mois DCD COPP/ABV hybride

4 F 75 ans 16 ans 11Bb 6 mois DCD RP CHOP

5 M 77 ans 15,5 ans [1Bb 7 mois RC ABVD

6 M 59 ans 5 ans 111Bb 14 moins DCD | MOPP/ABV hybride

7 M 73 ans 7 ans 11Bb 31 mois DCD MOPP-ABV, CVPP

8 M 59 ans 2,3 ans 11Bb 34 mois RC ABVD

9 M 70 ans 8 ans 11Bb 20 mois IR0
Holoxan+Vépéside

F : sujet féminin RC : rémission compleéte DCD : patient décédé

M : sujet masculin RP : rémission partielle
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3.2 Caractéristiques morphologiques et

immunophénotypiques

3.2.1 Observations morphologiques

= Patient 1

Ce fragment biopsique a intéressé la muqueuse de la fosse nasale gauche et mesurait 0,8 cm
de diametre. Il renfermait un chorion dont I’architecture était massivement modifiée par une
prolifération tumorale maligne, composée de petits lymphocytes atypiques correspondant a la
LLC. Au sein de ces plages monomorphes, se trouvaient des zones plus nodulaires composées
de prolymphocytes et de paraimmunoblastes, associés a des cellules HRS isolées, en

[’absence de granulome hodgkinien.
= Patient 2

Ces trois ganglions axillaires droits mesuraient respectivement 6, 4,5 et 3,5 cm de grand axe.
Ils étaient d’aspect identique. L’architecture générale était totalement remaniée et la majorité
des zones examinées comportait des plages diffuses monomorphes constituées de
lymphocytes atypiques, parfois activés, de taille moyenne (paraimmunoblastes), associés a
quelques immunoblastes. Ces plages renfermaient également quelques cellules HRS isolées.
On observait des zones minoritaires granulomateuses constituées d’un fond d’histiocytes

épithélioides, de polynucléaires, sur lequel se détachaient de grandes cellules HRS parfois en

mitose.

= Patient 3
Le matériel examiné correspondait a 6 ganglions médiastinaux mesurant de 0,5 a 2,5 cm de
grand axe. Toutes ces formations ganglionnaires avaient le méme aspect histologique. Le

parenchyme était totalement détruit par des plages tumorales constituées de cellules de petite

taille, correspondant a des lymphocytes atypiques, avec parfois une différenciation
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lymphoplasmocytaire (LLC). Ces plages homogénes étaient parsemées de granulomes,
comportant des plasmocytes, des polynucléaires éosinophiles, des histiocytes, ainsi que des

cellules HRS moyennement nombreuses.
* Patient 4

Ce prélévement correspondait a une biopsie-exérese d’adénopathie axillaire gauche, mesurant
0,8 cm de long. L’architecture normale du ganglion apparaissait totalement effacée par la
prolifération tumorale de la LLC, sur un mode diffus, avec franchissement de la capsule. Au
sein de la population lymphocytaire, on retrouvait des cellules HRS, le plus souvent isolées, et
plus rarement situées dans un granulome inflammatoire associant des histiocytes, des

plasmocytes et des polynucléaires neutrophiles.
= Patient 5

Ce ganglion cervical droit mesurait 2,5 cm de grand axe. Il possédait un parenchyme
homogénéisé par un fond tumoral lymphocytaire correspondant a la LLC. Dans certaines
zones se trouvaient des cellules HRS, qui étaient mélées a un granulome composé

d’histiocytes épithélioides, de plasmocytes et pauvres en polynucléaires.
* Patient 6

Cette biopsie-exérése d’adénopathie sus-claviculaire gauche mesurait 2,5 cm. L’architecture
du ganglion était bouleversée sur un mode diffus par une prolifération de lymphocytes
atypiques. Au sein de ces plages étaient dispersées des cellules HRS, entourées d’histiocytes

épithélioides, de plasmocytes et de polynucléaires éosinophiles.

= Patient /
Cette biopsie ganglionnaire cervicale gauche mesurait 2 cm dans sa plus grande dimension.
Le ganglion était totalement remanié par une prolifération d’architecture diffuse, composée

pour moitié de plages de lymphocytes atypiques et pour moitié de cellules HRS, situées dans

des granulomes associant des histiocytes épithélioides, des polynucléaires .
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= Patient 8

La biopsie-exérése du ganglion cervical droit concernait une adénopathie dont I'architecture
était complétement détruite par une prolifération cellulaire diffuse composée, d’une part, de
plages granulomateuses constituées de lymphocytes T, d’histiocytes épithélioides, de
polynucléaires €osinophiles et de cellules HRS, et d’autre part, de plages lymphomateuses
contenant des lymphocytes, des prolymphocytes, des paraimmunoblastes et des

immunoblastes, correspondant a la LLC.
* Patient 9

Ces trois fragments de ganglion sous-digastrique droit mesuraient 5 cm de grand axe. Le
parenchyme ganglionnaire ¢était complétement remplacé par une prolifération de petits
lymphocytes atypiques correspondant a la LLC, et a des plages d’aspect granulomateux
composées de quelques histiocytes épithélioides, de lymphocytes et de polynucléaires
¢osinophiles et neutrophiles. Les cellules HRS étaient retrouvées de maniére isolée au sein

des plages cellulaires de la LLC et dans les granulomes.

= Au total,
la composante hodgkinienne était représentée par de grandes cellules HRS, en nombre plus ou

moins important selon le cas et selon les zones étudiées, disposées au sein d’un granulome

hodgkinien typique, chez 8 patients (89 % des cas).

Chez 4 patients (44 % des cas), les cellules HRS étaient isolées et disposées de maniere
diffuse au sein d’une population lymphocytaire néoplasique correspondant a la leucémie

lymphoide chronique ou au lymphome lymphocytique.

Enfin, dans 3 cas, les deux aspects morphologiques coexistaient sur une méme biopsie. Dans
un cas (patient n°4), le granulome hodgkinien était focal, disposé dans un ganglion tumoral
renfermant en majorité des cellules HRS isolées au sein de plages lymphocytaires

néoplasiques.
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Tableau n® 7: Données morphologiques

. Cellules HRS
Siege du Mode de Cellules HRS | Granulome
Cas . o LLC (%) . . isolées et dans
préléevement | fixation isolées hodgkinien
granulome
Fosse
1 Bouin 90 % X
nasale
Ganglion )
2 Formol 80 % X X 50 % - 50 %
axillaire droit
Ganglion
3 Formol 70 % X
médiastinal
Ganglion
4 axillaire Formol 20 % X * 80 % - 20 %
gauche
Ganglion
5 . ) Formol 10 % X
cervical droit
Ganglion sus-
6 i — Formol 50 % X
claviculaire G
Ganglion
T cervical Formol 40 % X
gauche
Ganglion
8 ) ) Bouin 20 % X
cervical droit
Ganglion sous-
9 ) ) Formol 50 % X X 50 % - 50 %
digastrique D
Total 44 % 89 % 33 %
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Planche n°1 : Maladie de Hodgkin - variant du syndrome de Richter : morphologie

A : Cellules HRS (May-Gritnwald-Giemsa, x40)
B : Cellules HRS (May-Griinwald-Giemsa, x100)
C : Cellules HRS isolées (cas n°6, HES, x10)

D : Cellules HRS au sein d’un granulome (cas n°9,
HES, x10)

E : Cellules HRS isolées (cas n°6, HES, x20)

F : Cellules HRS au sein d’un granulome (cas n°9,
HES, x20)

G : Cellules HRS isolées (cas n°6, HES, x40)

H : Cellules HRS au sein d’un granulome (cas n°9,
HES, x4
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3.2.2 Le profil immmunohistochimique de la composante hodgkinienne

Tableau n° 8 : Données immunohistochimiques des cellules HRS

Cas | O30 | ©P®8 1 CD20 ) ooal o3 | cos | oot2 || Beke | Paxs
Ber-H2 |Leu-M1| L26 J
7 " 7 NR | NR X 2 NR | NR | NR | NR
2 + + + - - ] J ) i ]
3 + + - - - ] ) i ) ’
4 + * - " i ; ) ) ) ]
5 + + B + = = ¥ ) ) o
= " T : NR | - : +- ; N ] NR
7 * # - - - ) ] i )
8 + + - . - : ) ) ) il
9 * + ‘ - : ) ’ ) ) *

+ : marquage présent

+/- : marquage faible et présent sur certaines cellules seulement
-/+ : marquage faible et inconstant

- : absence de marquage

NR : technique non réalisée par insuffisance de matériel

Chez les 9 patients de notre étude, toutes les cellules HRS exprimaient I’antigene
CD30/BerH2. Le marquage était membranaire et granulaire cytoplasmique, parfois sous

forme diffuse.

Chez 8 patients (89 % des cas), les cellules HRS exprimaient également [’antigéne
CDI15/LeuM-1, sous forme d’un marquage cytoplasmique, granuleux, souvent difficile a
mettre en évidence, impliquant une lecture attentive des lames. L’intensité du marquage
variait selon les zones et les conditions de réalisation de la technique immunohistochimique.
Il a été nécessaire de répéter les techniques (de 2 a 5 fois selon le cas) pour obtenir un

marquage interprétable, qui, des lors qu’il a été observé une fois, était considéré comme

positif.
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L’antigéne CD20/L26 n’était exprimé par les cellules HRS que dans un cas sur 8 (12 % des
patients). En revanche, dans tous les cas, les lymphocytes néoplasiques (LLC) exprimaient
intensément [’antigéne CD20. De méme, I'antigéne CD79a n’était exprimé que dans un cas
sur 7 par les cellules HRS (14 % des cas, étude immunohistochimique non réalisée dans 2
cas). De plus, la positivité des cellules HRS pour ces 2 anticorps était variable et hétérogene

selon les cellules au sein d’une méme lésion.

En ce qui concerne les marqueurs pan-T (CD3 et CDS5), aucun marquage n’a été observé au

niveau des cellules HRS.

L’expression du facteur de transcription Oct-2 était retrouvée chez 4 patients sur 8 (50 % des
cas), sous forme d’un marquage nucléaire variable d’une cellule HRS a I'autre et d’intensité
diminuée par rapport a celui observé dans la population cellulaire lymphoide adjacente : dans
les cas n°5 et 6, seules de rares cellules HRS exprimaient faiblement la protéine Oct-2. Elle
était également toujours exprimée par les lymphocytes néoplasiques de la LLC. La chaine J (J

chain) n’¢était, en revanche, jamais exprimée par les cellules HRS.

Sur les 7 cas ou I’étude immunohistochimique a la recherche du proto-oncogéne Bcl-6 a pu
étre réalisée, aucun marquage n’a été retrouvé. Enfin, le facteur de transcription Pax-5 a été
observé sous la forme d’un marquage nucléaire le plus souvent faible et hétérogeéne dans 4 cas

sur 7, d’intensité modérée dans 1 cas sur 7 et absent dans 2 cas.
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Planche n°2 : Maladie de Hodgkin - variant du syndrome de Richter : immunophénotype

: Double immunomarquage CD30/Ber-H2 (Fast Blue) et CD20/L26 (New Fuschine) x20 (cas n°9)
: Double immunomarquage CD15/Leu-M1 (Fast Blue) et CD30/Ber-H2 (New Fuschine) x40

: Inmunomarquage Oct-2 négatif sur les cellules HRS x40 (cas n°10)

: Immunomarquage Oct-2 positif sur les cellules HRS x40 (cas n°2)

: Double immunomarquage CD15/Leu-M1 (NovaRed) et hybridation in situ EBER (Fast Blue) x20
: Immunomarquage LMP-1 positif x20 (cas n°2)

: Immunomarquage EBNA-2 négatif x20 (cas n°12)

eamEmgoaw»>



Troisieme partie : Résultats

3.3 Détection EBV

Tableau n° 9 : Détection du virus d’Epstein-Barr dans les cellules HRS

Cas EBV Eber LMP1 EBNA2
1 + NR NR
2 + + -
3 + * -
4 + + =
5 + + .
6 + + -
7 + + -
8 + + =
9 + + -

+ : marquage présent

- : absence de marquage

NR : technique non réalisée par insuffisance de matériel

Dans toutes les observations de notre série, le virus d’Epstein-Barr a été détecté en

hybridation /n situ par la technique des EBER. Le signal, nucléaire, a concerné I’ensemble des

cellules HRS examinées. 1l n’a jamais été retrouvé dans les lymphocytes tumoraux de la LLC.

L’étude du profil de latence a I’aide des anticorps anti-LMP-1 et anti-EBNA-2 a été réalisé

sur 8 cas ; il était de type Il : en présence de transcrits EBV Eber, toutes les cellules HRS

expriment la protéine membranaire de latence de type 1 d’origine virale et aucune n’exprimait

I’antigéne EBNA-2.

Page 104



Troisieme partie : Résultats

3.4 Biologie moléculaire

3.4.1 Les résultats des mises au point techniques

Les étapes de mise au point de la technique ont été réalisées sur le cas témoin (lymphome B
splénique de la zone marginale étudié dans notre laboratoire). Le témoin a été utilisé pour
déterminer les conditions optimales de notre technique : concentration de MgCl,, qualités de

I’enzyme, quantité d’ADN matriciel pour chaque étape de la PCR semi nichée.
3.4.1.1 Vérification de la qualité de ’ADN aprés microdissection laser
= Electrophorese sur gel d’agarose

En gel d’agarose, I’analyse des produits de PEP a montré la présence d’une quantité
détectable d’ADN. Des résultats positifs, visibles sous forme d’une bande d’ADN au fond du
puits, ont été observés pour la moitié des échantillons (7 puits sur 14), correspondant a des
gammes de 1 a 10 cellules HRS ou de la LLC, ce qui confirmait la présence d’une quantité

détectable d’ADN apres pré amplification.
= PCR GAPDH

A partir d’ADN non pré amplifié, la PCR GAPDH a permis d’amplifier 2 échantillons (1 et
10 cellules) de cellules isolées par microdissection, sur les 8 tubes testés. Ces résultats ont été
visibles sous forme d’une bande étroite sur le gel d’électrophoreése, située en effet au niveau

du marqueur de taille de 226 paires de bases.

A partir d’ADN pré amplifié, la PCR GAPDH a permis d’amplifier I’ensemble des

échantillons
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3.4.1.2 La sensibilité de la PCR CDRIII et FR3A
= Essais de dilution de I’ADN matriciel
Les essais de dilution ont été réalisés a partir d’ADN total du lymphome témoin.

En PCR CDRIII, les résultats pour les quantités allant de 50 pg a 500 ng ont été comparables :
["amplification a généré une bande unique (sauf pour les échantillons de 500 pg et 5 ng ou la
bande était mélée a une trainée correspondant a un ADN dégradé) et identique entre les tubes.
A partir de 10 pg, aucune amplification n’a été visualisée. En PCR FR3A, les résultats ont été
similaires et la méme bande a été retrouvée dans tous les tubes, a I’exception du tube de 50 ng

ou une bande aspécifique plus haute que les autres a été retrouvée.

Des résultats ont donc été observés jusqu’a des dilutions correspondant a 10 pg d’ADN
matriciel. Cette quantité correspondait a I’ADN présent dans le noyau d’une seule cellule et
permettait en conséquence d’envisager des amplifications selon le méme protocole sur cellule

isolée.

= [aPCR directe et la PEP-PCR

Devant une faible reproductibilit¢é des premiers résultats obtenus par PEP-PCR, une
modification rapportée par Dietmaier ef al., a été ajoutée (21), en accord avec les travaux sur
cellules microdisséquée de Vergier (114). Un temps d’élongation a +68°C pendant 30
secondes avant la dénaturation suivante a été réalisé. Selon Dietmaier, le taux d’amplification
obtenu par I-PEP (Improved-PEP) par rapport a la PEP initialement décrite est meilleur : pour

une cellule, il passe de 0-20 % a 20-50 % et pour 5 cellules, il passe de 10-50 % a 100 % (21).

Par la suite, dans les 4 cas de notre série et lors des mises au point techniques préalables, les
résultats obtenus par PEP-PCR ont toujours été meilleurs que ceux obtenus aprés PCR directe.
En effet, la bande d’amplification était plus nette et les bandes additionnelles située au

dessous, moins nombreuses. Par ailleurs, le rendement de la PEP-PCR s’est avéré nettement

supérieur a celui de la PCR directe.
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Planche n°3 : Technique de PEP-PCR pour la détection des génes IgH CDRIII et FR3A
sur cellule isolée par microdissection laser: lymphome non hodgkinien de type B
splénique de la zone marginale témoin

MW : marqueur de taille moléculaire
T : témoin tissulaire de chaque cas
B : blanc (eau ultra-pure)

Nombre de cellules HRS

Nombre de cellules LLC

A : Immunomarquage CD20/L.26 de la lame avant microdissection

B : Immunomarquage CD20/L26 de la lame aprés microdissection

C : Dilutions de I’ADN matriciel (PCR FR3A sur cas témoin monoclonal, 7ag Gold)

D : Variations de la concentration en MgCl, (PCR FR3A sur cas témoin monoclonal, Tag Gold, avec 500 pg, 50
pg et 10 pg d’ADN matriciel)

E : Electrophorése sur gel d’agarose du produit de PEP (5ul, cas 10 et 4)

F : PEP-PCR GA-PDH sur cas 10 et 4

G : PCR GA-PDH sur cas témoin (sans pré amplification)



Troisiéme partie : Résultats

* Etude sur une gamme de une a 50 cellules

Les études en PCR CDRIII et FR3A ont montré la présence d’une bande spécifique dés les
échantillons contenant une seule cellule. L’augmentation du nombre de cellules augmentait la
sensibilité de la technique et en diminuait la spécificité, en raison de la production de bandes

surajoutées a la premiere.
3.4.1.3 Les amorces CDRIII et FR3A

Avec les deux types de PCR, CDRIII et FR3A, des mises au point techniques ont été

nécessaires pour affiner la procédure.

En utilisant les amorces CDRIII utilisées par les équipes étudiant les cellules isolées (19, 83),
nous avons obtenu des résultats peu spécifiques et difficilement reproductibles (présence de
plusieurs bandes surajoutées a la bande attendue et variations des résultats obtenus a partir du
méme échantillon au cours de plusieurs PCR du méme type). Nous avons donc €largi la zone
étudiée et utilisé I'autre couple d’amorces utilisées dans le laboratoire pour la routine
diagnostique, c’est a dire les amorces FR3A. Celles-ci encadrent la région d’intérét CDRIII
sur une zone plus grande sur le géne de I'IgH (les fragments d’ADN obtenus avec la PCR
CDRIII sont de 80 a 100 paires de bases, et ceux obtenus avec la PCR FR3A sont de 100 a
120 paires de bases).

3.4.1.4 Les enzymes Taq polymérases

Selon les échantillons, nous avons observé différents types de résultats avec les deux
enzymes. En effet, dans le cas n°2, les bandes visualisées ont été plus nettes en utilisant la 7aq
polymérase classique que la 7ag polymérase Gold. En revanche, les résultats des cas n°4 et

n°9 ont été obtenus au moyen de la 7ag polymérase Gold.
3.4.1.5 La concentration en MgCl,

Avec des concentrations de MgCl, supérieures a 2,5 mM, nous avons constaté I’apparition de
bandes aspécifiques. L’intensité du signal de ces bandes s’accroissait avec la concentration en

MgCl,. Nous avons donc conclu que la concentration optimale pour notre étude sur cellule
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isolée par microdissection correspondait a celle recommandée par les fabricants (Q-BIOgene,

Applied Biosystems), c’est a dire 2,5 mM.

3.4.2 La technique de PCR retenue pour 'étude des cellules isolées par

microdissection laser

Pour la mise au point de la technique, 13 réactions de PEP, 18 réactions de PCR et 46

réactions de PEP-PCR ont été nécessaires.

La technique retenue pour I’étude de notre série est résumée dans les tableaux suivants.

Premiére amplification :

Amorces FR3A 1,3 uM
LJH 1,6 uM
dNTP 250 uM de chaque
Tampon 10 X 1/10°™ du volume réactionnel
MgCl, 2,5 mM
Taq polymérase 1,25U
Premiére dénaturation 94°C 5 minutes
Dénaturation 93°C 45 secondes
Hybridation 60°C 45 secondes 30 cycles
Elongation 72°C 2 minutes
Derniéere élongation 1270 10 minutes

La seconde réaction était réalisée a partir d’un échantillon de 10 pl d’une dilution au

1/1000°™ du produit de la premiére amplification.
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Seconde amplification :

Amorces

dNTP

Tampon 10 X

MgC]z

Tag polymérase

FR3A
VLIJH

1,3 uM
2 uM

250 uM de chaque

1/10°™ du volume réactionnel

2,5 mM
1,25 U

La seconde réaction comportait 20 cycles.

L’enzyme Ampli7ag Gold (Applied Biosystems) a été préférée a partir des échantillons non

pré-amplifiés comme a partir des échantillons pré-amplifiés.

3.4.3 Les résultats sur tissu congelé (4 cas)

Tableau n°10 : Rendement des amplifications par PCR, réalisées sur nos 4 cas

10 20
Cas | Manipulation cellule sl cellules  cellule il cellules  cellules

LLC LLC HRS HRS HRS

PEP-PCR 3/5 1/2 1/2 313 3/3 11 0n

2 PCR directe 5/5 2/2 2/2 1/2 2/3 171 Al
4 PEP-PCR 4/4 NR NR 2/4 on NR NR
PCR directe 0/2 0/2 01 0/2 0/2 0N NR

g PEP-PCR 2/2 2/2 1M 2/2 212 01 NR
PCR directe 0/2 0/2 0n 0/2 0/2 0N NR

10 PEP-PCR 0/2 0/2 0N 0/2 0/2 0 NR
PCR directe 0/2 0/2 0n 0/2 0/2 on NR

NR : non réalisé

x/n : x échantillons avec la bande au niveau du témoin tissulaire / n échantillons testés
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= Dans le cas n°2, en PEP-PCR et en PCR directe, nous avons obtenu des résultats avec
la totalité des échantillons, excepté celui qui contenait 20 cellules HRS en utilisant la PEP-
PCR. Dans la plupart des cas, la bande visualisée a été étroite, unique et située au méme
niveau que celle correspondant a I’ADN tissulaire total de la lésion. Les résultats ont
cependant été plus nets en PEP-PCR qu’en PCR directe, pour laquelle de légers étalements
ont été observés au dessous de la bande principale..Les rendements ont été de 70 % en PEP-

PCR et de 87 % en PCR directe.

*= Dans le cas n°4, en PEP-PCR, I'amplification des échantillons unicellulaires de
cellules de la LLC a généré une bande composée, dans 2 cas, d’une bande unique et large, et,
dans 2 cas, d’une double bande fine correspondant a I’amplification des 2 alléles du géne
présents dans la cellule. Pour les échantillons contenant des cellules HRS, les résultats ont été
superposables, avec, toutefois, la présence d’une faible trainée sur un des 2 échantillons ayant
généré une bande visible. L’échantillon contenant 5 cellules HRS n’a pas été correctement
amplifié (trainée). Le rendement a été de 86 % en PEP-PCR et la PCR directe n’a pas

fonctionné (3 tentatives de PCR directe).

= Dans le cas n°9, en PEP-PCR, I’ensemble des échantillons de 1 et 5 cellules LLC ou
HRS, a été correctement amplifié sous la forme d’une étroite bande située au méme niveau
que celle correspondant au témoin tissulaire. Pour les échantillons de 10 cellules, seul celui
contenant des cellules LLC a été visible ; celui contenant les cellules HRS n’a pas été

amplifié. Le rendement de la PEP-PCR a été de 90 %. La PCR directe n’a pas fonctionné (2

tentatives de PCR directe).

* Dans le cas n°10, en PEP-PCR comme en PCR directe, I’amplification sur I’ensemble
des échantillons a généré des trainées ; ceci a été observé pour toutes les tentatives de PCR

réalisées (3 PEP-PCR et 3 PCR directes).

Le rendement global de la PEP-PCR FR3A a été de 60 % et celui de la PCR FR3A directe de
30 %.
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Planche n°4 : Technique de PEP-PCR pour la détection des génes IgH CDRIII et FR3A
sur cellule isolée par microdissection laser dans la MH — variant du syndrome de Richter

A

oOmMmoOw

MW M P

: PEP-PCR CDRIII cas témoin (7ag Gold, gamme de cellules isolées)
: Immunomarquage CD30/Ber-H2 de la lame avant microdissection

: Immunomarquage CD30/Ber-H2 de la lame aprés microdissection

: PEP-PCR FR3A cas n°2 (gamme de cellules L.L.C et MH)

: PCR FR3A directe cas n°2 (gamme de cellules LLL.C et MH)

: PEP-PCR FR3A cas n°4 (gamme de cellules LLC et MH)

: PEP-PCR FR3A cas n°9 (gamme de cellules LL.C et MH)



Troisiéme partie : Résultats

3.4.4 Les résultats des controles

Au cours de toutes les amplifications que nous avons réalisées, les témoins, monoclonal et
polyclonal, ont été correctement amplifiés. Aucun produit d’amplification n’a pu étre
visualisé lors de I'amplification de I'eau ultra-pure (témoin négatif), ce qui démontrait
I’absence de contamination de la manipulation de PCR. De plus, le résultat de I’amplification
du témoin tissulaire a toujours consisté en une bande étroite et unique, a laquelle ont pu étre

comparées les bandes obtenues avec nos échantillons.
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4 Discussion

La maladie de Hodgkin - variant du syndrome de Richter est une Iésion rare, 44 cas bien
documentés ayant été décrits dans la littérature (13, 28, 54, 59, 76, 82, 83, 87, 110, 116, 119).
Les 9 cas de notre étude ont pu étre réunis grace a un recrutement large effectué dans les
centres du groupe GOELAMS. On retrouve seulement 4 séries récentes regroupant une
cohorte conséquente de patients : Brecher ef al. (13), en 1990, étudient les présentations
clinique et morphologique de la maladie a partir de 8 cas; en 1992, Momose et al. (76),
analysent le role du virus d’Epstein-Barr dans la pathogénie ; Weisenberg e/ al. (116), en
1995, rapportent 8 cas de MH concomitante avec une LLC, a propos de 6 cas de MH
classique et 2 cas de paragranulome de Poppema-Lennert. Enfin, Fayad ef al. (28), en 1996
analysent les aspects clinicopathologiques et immunophénotypiques de la MH - variant du
syndrome de Richter, a partir des 7 cas recueillis au MD Anderson Cancer Center. Ohno et al.
(83) et Kanzler et al. (54), plus récemment, se sont plus particuliérement attachés aux aspects

moléculaires de la maladie.

4.1 Données anatomocliniques

4.1.1 Une lésion agressive et disséminée d’emblée

Dans notre étude, les patients étaient agés de 68 ans en moyenne (59-77 ans), au moment du
diagnostic de MH, ce qui correspond exactement a 1’dge moyen de survenue de la MH

rapporté par Brecher ef al. (13) et Fayad ef al. (28).

D’aprés notre étude, la survenue d’'une MH chez un patient porteur d’une LLC a été plus
fréquente chez 'homme que chez la femme : en effet, le rapport H/F était de 3,5, ce qui est
bien supérieur aux données connues concernant la MH classique. Dans la MH - variant du
syndrome de Richter, la prédominance de |’atteinte masculine est également rapportée par
Brecher ef al. qui constatent un sexe ratio de 7/8 (13), Momose e/ al. un sexe ratio de 69 %
(76), Weisenberg ef al. un sexe ratio de 83 % (116) et Fayad et al. un sexe ratio de 86 % (28).

Cette prédominance masculine est a rapporter a celle de la LLC ou les hommes sont 2 fois
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plus fréquemment atteints que les femmes et a la MH qui touche également plus volontiers les

hommes que les femmes.

Dans notre série, nous avons observé un délai d’apparition moyen entre le diagnostic de LLC
et la découverte de la MH de 86 mois (27-92 mois). Brecher ef al. (13) rapportent un délai
plus court, de 57 mois (0-132 mois), ainsi que Fayad ef al. (28) qui observent un délai de 45
mois (0-96 mois). Ces auteurs décrivent des séries concernant des patients recensés avant
1990 ou méme 1980 ; en effet, la série de Brecher er al intéresse des patients dont le
diagnostic de LLC est posé a une date antérieure a 1990, au minimum de 0 a 11 ans, et Fayad
et al. ont recueilli les patients de leur cohorte entre 1972 et 1992. Au contraire, dans notre
étude, les diagnostics de LLC ont, pour la plupart été posés dans les années 1990, sauf pour 3
d’entre eux (patient n°5, LLC en 1985 et MH en 2000, patient n°7, LLC en 1986 et MH en
2001 et patient n°9, LLC en 1981 et MH en 1988). Il existe donc une différence d’une
vingtaine d’années entre les deux séries de Brecher e al. et Fayad ef al. et la ndtre. Une
meilleure prise en charge, la réalisation d’hémogrammes systématiques et I’amélioration de la
survie sont peut étre a l'origine de la survenue plus tardive de la MH, en raison d’une

progression plus lente de la LLC.

La maladie de Hodgkin est d’emblée disséminée lors du diagnostic puisque 78 % de nos
patients présentaient un stade d’extension clinique selon Ann Arbor de III ou IV. Ceci
différencie la MH survenant chez un patient porteur d’une LLC de celle survenant dans la
population générale car les stades disséminés ne représentent qu’un quart des patients (39).
Brecher ef al. (13) et Fayad ef al. (28) rapportent également une maladie diséminée lors du
diagnostic de maladie de Hodgkin, avec respectivement 7 cas sur 8 et 6 cas sur 7 de patients a

un stade avancé (stade III ou IV selon Ann Arbor).

Les 5 patients de notre série clinique qui sont décédés au moment de I’étude ont survécu 14
mois en moyenne, soit exactement la méme durée que celle rapportée par Fayad ef al. (28) a
partir du registre du MD Anderson Cancer Center. Les patients en vie lors de son étude ont un

recul de 38 mois (7-72 mois) et sont en rémission compléte de la MH.
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4.1.2 Le pléiomorphisme histologique

Sur le plan morphologique, dans tous les cas et conformément aux données de la littérature
(13, 28, 54, 59, 76, 82, 83, 87, 110, 116, 119), la MH - variant du syndrome de Richter
correspond a un lymphome composite. Dans notre série, la Iésion associait, dans des
proportions variables selon les cas, une composante de type LLC (de 10 % a 90 % de la
surface du fragment examiné) a une composante hodgkinienne, conférant un polymorphisme
parfois trompeur au néoplasme. La composante hodgkinienne était exclusivement constituée,
dans 5 cas sur 9, de véritables granulomes de type a «cellularité mixte», associant une
majorité de cellules inflammatoires a une minorité de cellules HRS néoplasiques. Cet aspect
correspondait a une MH «classique», et prenait un aspect trompeur occultant presque

complétement la composante de la LLC dans le cas n°S.

Dans un cas (cas n°l), il s’agissait de cellules HRS isolées et éparses au sein des plages de
LLC, en I’absence de granulome, d’interprétation difficile : s’agissait-il d’'une maladie de
Hodgkin compliquant la LLC ou encore, a ce stade, d’'une LLC simple? C’est dans cette
situation que I’étude immunohistochimique prend toute son importance. Dans les cas de LLC
non transformées, ces cellules correspondent habituellement a des cellules B CD20 +, parfois

activées CD30 +/- et CD15 - (76, 110, 116).

Ce profil morphologique ou les cellules HRS sont disposées, isolément, au sein de plages de
lymphocytes B atypiques correspondant a la LLC, est fréquemment retrouvé dans la
littérature, dans 4 cas sur 8 par Brecher e/ al. (13), 5 cas sur 7 par Weisenberg ez al. (116) et
dans tous les cas de la série de Momose ef al. (76). En I’absence de granulome, le diagnostic
différentiel entre MH survenant chez un patient atteint de LLC et LLC simple avec présence
de cellules d’allure sternbergoides au sein de la LLC, se pose et I’étude immunohistochimique

est indispensable.

Enfin, dans un tiers des cas, on notait un aspect «mixte», les deux aspects morphologiques

coexistant sur une méme biopsie.
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4.1.3 Un immunophénotype caractéristique : co-expression des
antigénes CD30 et CD15, et profil lymphoide B tronqué ou absent

Pour différencier une authentique maladie de Hodgkin compliquant une LLC de la simple
présence de cellules sternbergoides au sein de la population de lymphocytes tumoraux, I'étude
immuno-histochimique est décisive : dans les cas de LLC «simple», ces cellules
correspondent habituellement a des cellules B CD20 +, CD79a + et CD15 -. 1l s’agit alors de
cellules de type HRS correspondant a des immunoblastes activés, exprimant I’antigéne
CD30/BerH2 de fagon hétérogéne au sein d’une méme lésion (76, 110, 116). Momose ef al.,
notamment, a partir de leur série de 13 patients (76), rapportent 3 groupes
«immunophénotypiques» de cellules HRS : un groupe de patients ou les cellules HRS
expriment I’antigéne CD20 mais pas I’antigéne CD15 (5 cas sur 13), un groupe de patients ou
les cellules expriment I’antigéne CD15 mais pas I'antigéne CD20 (6 cas sur 13) et enfin, un
groupe intermédiaire de patients ou les cellules HRS expriment a la fois les antigénes CD15 et
CD20, au moins dans une sous-population (2 cas sur 13). Les auteurs suggérent I’existence
d’une forme de passage entre les lymphocytes néoplasiques de la LLC et les cellules
tumorales d’allure sternbergoide et de phénotype CD20 + et CDI5 -. Ces cellules
transformées conservent parfois le phénotype B ou présentent un phénotype habituel et

caractéristique des cellules HRS de la MH.

Cependant, il existe quelques observations de LLC qui contiennent des cellules HRS CD30 +
CDI15 + CD20 -/+ isolées, dés le diagnostic initial et qui se sont compliquées ultérieurement
d’une MH «classique» comportant un granulome, avec un temps de latence d’environ 36 mois
(76, 87, 119). Comme dans notre étude, de telles formes avec cellules de Reed-Sternberg

CD30 +, CD15 + et CD20 -/+ doivent d’emblée étre considérées comme des MH - variants du

syndrome de Richter.

Dans notre série, les cellules HRS avaient un profil immunohistochimique caractéristique. En
effet, dans tous les cas, les cellules HRS exprimaient I’antigéne CD30 sous forme d’un
marquage membranaire et/ou cytoplasmique. Ceci est conforme aux données rapportées dans
les séries récentes. Ainsi Momose ef al. retrouvent I’expression de I’antigéne CD30 dans 10
cas sur 13 (76). Cha et al. (59) et O’Sullivan ef al. (82) rapportent tous les deux un cas de MH

- variant du syndrome de Richter pour lequel les cellules HRS expriment I’antigéne CD30.
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Ohno et al. (83) et Kanzler ef al. (54) retrouvent également I’expression de I’antigéne CD30
par les cellules HRS de leurs séries de 3 cas étudiés sur le plan moléculaire. Ceci est aussi

comparable aux données concernant la MH classique de la population générale.

De la méme maniére, un marquage des cellules HRS par I’anticorps anti-CD15 a été obtenu
dans 89 % des cas, comme dans la MH classique (47) et dans la MH - variant du syndrome de

Richter (13, 28, 76, 116).

Enfin, comme dans la MH «classique», les cellules HRS de la plupart de nos patients
présentaient un immunophénotype B absent (7/9) ou incomplet (2/9), et, dans tous les cas, on
notait I’absence d’expression de I'antigéne CD45 (leucocyte commun), profil caractéristique
des cellules HRS. Ici, I'expression d’antigénes de la lignée lymphoide B a été rarement
observée alors que dans les séries publiées de la littérature, les cellules HRS expriment, de
maniére inconstante et variable au sein d’une méme lésion, les antigénes de la lignée

lymphoide B dans 30 a 50 % des cas (20, 46).

La protéine Oct-2 est exprimée par les cellules HRS dans la MH classique (95) alors que le
géne et les transcrits sont absents ou hyporégulés (40, 93, 101, 102, 104). Ici, par
immunohistochimie, nous avons détecté I’expression du facteur de transcription Oct-2 par les
cellules HRS dans la moitié des cas. En effet, si le gene Oct-2 et ses transcrits sont
constamment absents ou hyporégulés dans la cellule HRS, la protéine Oct-2 est fréquemment
détectée, probablement en raison d’une demi-vie et/ou de son abondance. Ainsi, Saéz et al.
ont détecté, par immunohistochimie, la protéine Oct-2 dans 10 cas de MH «a cellularité
mixte» sur 12, dans 4 cas de MH «scléronodulaire» sur 8, les 2 cas de MH «a déplétion
lymphoide» et un cas de MH «riche en lymphocytes», mais toujours de fagon diminuée et
inconstante selon les cellules au sein d’une méme lésion (95). Dans notre étude, ou la forme
«a cellularité mixte» prédominait, I’expression du facteur Oct-2 était inconstante d’une cellule
HRS a 'autre au sein d’un méme échantillon et I’intensité du marquage était diminuée par
rapport a celle observée dans la population cellulaire lymphoide adjacente. Ces résultats sont

superposables a ceux obtenus par Saéz.

Le géne Pax-5 code pour la protéine BSAP (B-cell specific activator protein), un facteur de
transcription «clé», spécifique a la lignée lymphoide B, impliqué dans la mise en place et dans

le maintien de I’identité B. Son expression est détectée a tous les stades de développement de
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la cellule B, excepté au stade plasmocytaire et elle régulerait positivement I’expression
membranaire de certains antigénes B. En immunohistochimie, Pax-5 est retrouvé, de maniére
intense et constante, en position intra-nucléaire, dans la plupart des lymphomes malins non
hodgkiniens B et, le plus souvent faiblement et de fagon hétérogéne au sein de la tumeur, dans
36% a 97% des MH «classiques» selon les séries (57, 107). Hertel ef al. ont également noté la
diminution ou I’absence d’expression, selon les cas, de la protéine Pax-5 dans 78 % des cas de
maladie de Hodgkin «classique» (40). Dans notre série, I’expression de la protéine Pax-5 était
non modifiée dans un cas sur 7, diminuée dans 4 cas et absente dans 2 cas, ce qui correspond

effectivement a une hypoexpression du gene.

4.1.4 La présence constante de 'EBV

Le virus d’Epstein-Barr a été détecté dans tous les cas de notre série. Cette fréquence est
nettement supérieure a celle observée dans la maladie de Hodgkin classique ou, selon les
types histopathologiques, le taux varie de 10 a 60 % des cas. Dans la littérature, une seule
série conséquente rapporte la fréquence de I’infection par le virus d’Epstein-Barr dans les
cellules HRS de la MH - variant du syndrome de Richter. Momose ef al. retrouvent 12 cas
d’infection des cellules HRS sur 13 patients (76). Le treizieme cas comporte de rares
lymphocytes «bystanders» EBV +, en I’absence de signal spécifique dans les cellules HRS et
les cellules lymphocytaires de la composante LLC. Dans les autres études, Kanzler ef al.
détectent 'EBV dans les cellules HRS de deux patients sur 3 (53) tandis que ni Kuppers et al.,
ni van den Berg e al. ne retrouvent la trace du virus dans les cellules HRS de leur observation

isolée de MH — variant du syndrome de Richter rapporté (61, 111).

La fréquente infection par 'EBV des cellules HRS retrouvée dans notre série est comparable
a celle observée dans la maladie de Hodgkin survenant chez I'immunodéprimé, ou elle atteint
100 % des cas chez le patient atteint de SIDA. Les patients atteints de LLC présentent
également une immunodépression liée, d’une part, a la diminution des fonctions de leurs
lymphocytes T cytotoxiques (4) et de la réponse humorale et, d’autre part, a leur age ; cette

immunodépression serait responsable de la plupart des déces de ces patients.

Les travaux de Delsol ez al. (20) ont mis en relief I'implication de I’EBV dans la maladie de

Hodgkin. Ces résultats sont confirmés par I’étude immunohistochimique qui montre que la
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protéine membranaire de latence LMP-1, d’origine virale, est électivement localisée aux
cellules de Reed-Sternberg et de Hodgkin. Dans la maladie de Hodgkin, contrairement aux
lymphoproliférations lymphoides atypiques liées a P’EBV, le profil de latence est
intermédiaire, de type I1 : EBNA 1 +, EBNA 2 a6 -, LMP1 +, EBER +.

Le réle de 'EBV reste a démontrer dans la MH classique mais, dans la mesure ou il est
constamment retrouvé dans la MH — variant du syndrome de Richter, il pourrait jouer un rdle
important compte tenu de I'immunodépression et a l'instar des lymphoproliférations des
sujets immunodéprimés transplantés ou liées au VIH. Il pourrait s’agir de I’induction du

facteur NF-xB secondaire a I’expression des protéines EBV LMP-1 et LMP-2a (50).

4.2 Optimisation de la technique de PCR sur cellules

isolées par microdissection laser

4.2.1 La technique de microdissection

La technique de microdissection des cellules HRS a déja été utilisée par de nombreux auteurs,
tels Marafioti et al., pour démontrer la présence de réarrangements fonctionnels non exprimés
dans la MH classique survenant dans la population générale (71). Cependant, comme dans la
plupart des séries rapportées a ce jour, la technique utilisée fait appel a la micromanipulation
hydraulique et I’échantillon, recouvert de tampon, est découpé et recueilli a I'aide de
micropipettes, ce qui implique un contact physique avec le support. Les problémes de
contaminations ont été fréquents. En effet, alors que la clonalité des cellules HRS est
largement démontrée depuis, en 1995, Hummel ef al. retrouvaient, par étude moléculaire sur
des cellules HRS de 12 patients atteints de MH, 3 cas pour lesquels le profil clonal était
identique, 3 cas ou les cellules HRS présentaient les mémes profils monoclonaux sur un fond
polyclonal et 6 cas ou les cellules HRS représentaient des clones différents (45). De méme,
Delabie er al., en 1996, sur une étude moléculaire des cellules HRS, rapportaient 3 cas ou des
réarrangements polyclonaux de I'IgH étaient observés (19). En 1999, Hummel a repris les 12

cas étudiés en 1995 et a finalement trouvé un clone identique dans toutes les cellules HRS
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testées (44), ce qui souligne I'importance des précautions a prendre lors de la récupération de

I’échantillon cellulaire, afin d’éviter toute contamination.

Dans notre étude, la microdissection a été réalisée sur un appareil utilisant le laser pour la
découpe et le recueil de I’échantillon. Toutes les étapes de la technique ont été pilotées par
"opérateur grace a un ordinateur ; découpe et recueil de I’échantillon ont été réalisés sans

contact direct avec les cellules de I’environnement. Ce protocole permettait de diminuer le

risque de contaminations.

4.2.2 Calibrage et ajustement des conditions de PCR

L’amplification par PCR est une technique sensible. Elle permet une approche moléculaire a
partir d’un matériel peu abondant. Les protocoles utilisés en routine dans le cadre du
diagnostic utilisent des quantités d’ADN matriciel de I'ordre de 500 ng. Les études de dilution
que nous avons réalisées ont montré que la matrice génomique peut étre diminuée jusqu’a 10
pg. Cette quantité correspond a celle présente dans une seule cellule et confirme la faisabilité

des études moléculaires sur cellules isolées.

La sensibilité rapportée dans la littérature est variable. Delabie ef al., en 1996, ont réalisé une
PCR CDRIII sur cellules isolées, sans étape préalable de PEP ; ils ont obtenu une sensibilité
de 12 % (19). La méme année, Kanzler ef al. ont utilisé une technique complexe associant les
amorces FR1 et FR2, et ont obtenu un rendement de 39 % (53). En 1998, Ohno ef al. ont
obtenu un rendement global de 23 % avec une technique PCR CDRIII réalisée sur cellules
isolées a partir de trois cas de MH - variant du syndrome de Richter de leur série (83). En
2000, Kanzler ef al. ont également réalisé une étude sur trois cas de MH - variant du
syndrome de Richter, pour lesquels ils ont préamplifié¢ la matrice d’ADN par une technique de
PEP avant de réaliser une PCR FR1 et ont observé une sensibilité de 22 % (54). Enfin, en
2001, Vergier a observé une sensibilité de 40 % de la technique de PEP-PCR FR3A, qu’elle a
appliquée a un panel de cellules isolées a partir de lymphome bigénotypique (114). Le
rendement global que nous avons obtenu a partir de cellules isolées par microdissection laser
et amplification par PCR FR3A était de 60 % (de 70 % a 90 % pour les cas n°2, 4 et 9, 0 %
pour le cas n°10). Il est plus faible que celui observé par Vergier ; ceci peut s’expliquer peut-

étre par une dégradation de 'ADN lors des longues étapes de transfert en train des
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échantillons, inhérentes a I’éloignement du lieu de microdissection (Paris) et du lieu de notre
étude (Nancy). En effet, Dietmaier ef al. recommandent un travail de microdissection rapide,
avec mise en ceuvre sans délai des étapes de biologie moléculaire, pour éviter la dégradation
de ’ADN matriciel par les nucléases présentes dans I’environnement du noyau de la cellule
microdisséquée (21). Malgré une conservation a +4°C, le délai avant I’extraction, la PEP et la

congélation des aliquotes n’a pas pu étre inférieur a 48 heures.

La technique est sensible mais pose souvent des problemes de reproductibilité et de
spéctficité. En effet, nous avons réalisé des amplifications sur un nombre décroissant de
cellules microdisséquées et les résultats obtenus sur des aliquotes de 10 ou 20 cellules n’ont
pas été¢ meilleurs que sur cellule unique. Les nombreuses bandes aspécifiques observées
pourraient étre liées a la possibilité de contaminations croissantes proportionnelles au nombre
de cellules recueillies. Ce manque de spécificité nous a imposé 'utilisation systématique de
contréles rigoureux. Ils ont consisté a ’amplification conjointe, & chaque manipulation, de
I’ADN des témoins monoclonal et polyclonal, de I’ADN tissulaire extrait du tissu total et d’un

témoin négatif représenté par de I’eau ultra-pure.

Enfin, I'utilisation d’une enzyme 7Taqg polymérase «hot start», I’Ampli7ag Gold de Applied
Biosystems, a permis une amplification plus spécifique car le systéme «hot start» réduit les
mésappariements des amorces qui se produisent lors des étapes de montée en température du
thermocycleur, qui seraient rapidement délétéres sur les résultats d’amplification de petites

quantités d’ADN.

4.2.3 La PCR directe

Ohno et al., et van den Berg er al. réalisent I’étude moléculaire des contingents tumoraux de
la MH - variant du syndrome de Richter a I’aide de technique de PCR directe, respectivement
PCR IgH CDRIII et association complexe de PCR IgH CDRIIIL, FR2 et FR3, sans réalisation
préalable d’une amplification totale du génome des cellules recueillies par microdissection

(83, 111).

Dans notre série, seul un cas (cas n°2) a été correctement amplifié en PCR FR3A directe, avec

un rendement de 60 % (100 % pour les cellules LLC et 57 % pour les cellules HRS). Dans les
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3 autres cas, la PCR a généré des trainées d’ADN sans bande isolée visible. Les résultats
pourraient étre liés a nos conditions de microdissection laser et d’amplification, réalisées non
pas d’un seul tenant, mais en 2 temps, parfois séparés par un intervalle de quelques jours, dans
la mesure ou la microdissection a été réalisée a I’hopital Saint-Louis (Paris) et les techniques
moléculaires au CHU de Brabois (Nancy). En effet, il apparait souhaitable d’enchainer
directement dissection, déprotéinisation et pré amplification (114). Ohno rapporte un
rendement de 20 a 30 % pour les cellules LLC et de 40 a 45 % pour les cellules HRS (83).
Nos meilleurs résultats, concernant un seul cas cependant, peuvent correspondre a I'utilisation

de tissu congelé, plus facilement amplifiable que le tissu fixé dans le formol utilisé par Ohno.

La MH - variant du syndrome de Richter étant une lésion rare, dont le matériel est précieux,
de nombreuses mises au point techniques ont été réalisées afin de confirmer les résultats (9
tentatives de PCR directe, dont une seule a fonctionné, cas n°2). Dans ces conditions, la

réalisation préalable d’une amplification totale par PEP est donc indispensable.

4.2.4 La PEP-PCR

Initialement décrite par Zhang ef al. (120), la technique d’amplification génomique totale par
PEP permet d’augmenter la quantit¢ d’ADN matriciel de fagon a pouvoir réaliser, sur un
méme échantillon, plusieurs protocoles d’amplification par PCR, en théorie, jusqu’a 60 PCR

par échantillon.

Selon Wells et al., plusieurs types de PEP existent (118). Les deux principales utilisables pour
étude sur cellule isolée sont la DOP-PCR (degenerate oligonucleotide primed PCR — PCR
avec amorce oligonucléotidique dégénérée) et la PEP. Elles sont efficaces et couvrent
respectivement 91 % et 89 % du génome (118). Pour certains, elle peut amplifier la totalité du
génome (6, 9). Dans notre étude, nous avons, dans un premier temps, tenté d’amplifier ’ADN

d’une cellule isolée par la technique de PEP, telle qu’elle est définie par Zhang ef al. (120).

Elle permet d’obtenir environ 30 copies d’un ADN double brin, correspondant a 60 copies
d’un alléle donné (120). La technique est sensible : elle amplifie 29 échantillons sur 30 pour
les 12 loci étudiés par Zhang, avec une probabilité de 0,78. Dans notre étude, 50 % des

échantillons soumis a la PEP ont été visualisés sur gel d’agarose, témoignant de la présence

Page 124



Discussion

d’une quantité détectable d’ADN. De plus, aprés PEP, la PCR GAPDH a généré un produit
d’amplification spécifique a partir de 100 % des échantillons. La comparaison du rendement
de la pré amplification de ’ADN des cellules isolées de notre étude avec celui rapporté dans

la littérature, nous a conduit a conserver ce protocole pour I’analyse de notre série.

La technique pose cependant des problémes de reproductibilité, lors de I’application sur de
petites quantités d’ADN, en particulier au cours d’études de perte d’hétérozygotie ou
d’instabilité des microsatellites (3). Cette difficulté est confirmée par Dietmaier ef al., qui
détectent des amplifications monoalléliques artificielles dans 2 échantillons sur 4 contenant
seulement 5 cellules (21). Zhang suggéere I'utilisation d’une quantité aliquote assez abondante
pour disposer d’assez de matériel matriciel. Il recommande d’utiliser des quantités aliquotes
de 2,5 pl au minimum. Kanzler e al., dans leur étude sur les cellules isolées a partir de trois
cas de MH - variant du syndrome de Richter, utilisent des quantités aliquotes de 4 pl du
produit de PEP, combinées au protocole d’amplification de Zhang (54). Dietmaier ef al.

recommandent |’utilisation d’une quantité aliquote mesurant 1/10°™ du volume du produit de

PEP, ce qui correspond a un volume de 6 pul (33).

Dans notre étude, cependant, nous avons réalisé la PCR FR3A sur des aliquotes de 1 pl du
produit de PEP. Les controles de qualités, réalisés grace a I'amplification du géne GAPDH, et
les essais d’amplification a partir de quantités aliquotes de PEP variables (1, 2 et 5 pL) ont

montré que I’ADN amplifié était quantitativement suffisant et qualitativement satisfaisant.

Wells et al. mentionnent parfois la présence de fragments amplifiés tronqués (118). Des
phénomenes de «dérapage» de I’enzyme lors de I’étape de polymérisation de la PEP peuvent
survenir, générant des fragments plus courts; ce phénoméne est amplifié par la faible
température d’hybridation de la PEP (+37°C). Avec I'amplification du géne IgH, il ne nous a
pas été possible de vérifier cette hypothese ; néanmoins, lors de la PEP-PCR GAPDH, les

fragments obtenus avaient toujours la taille attendue.

Dietmaier ef al. ont comparé différentes méthodes d’amplification génomique totale et ont
proposé certaines modifications pour en améliorer le rendement : ils suggerent I’utilisation
d’un mélange d’enzymes dite «HiFi» (High Fidelity, mélange de 7aq polymérase et Pwo

polymérase) (77). Cette enzyme permet de synthétiser des fragments d’ADN de plus grande

Page 125



Discussion

taille ; elle n’a pas été testée dans notre travail, en raison de son coit élevé (1,20 €/U) et de

résultats satisfaisants obtenus sur gel d’agarose avec la 7aq polymérase.

Dans notre série, ’approche moléculaire utilisant le PEP-PCR a donné des résultats variables
selon les échantillons, sur les plans du rendement et de la qualité des produits d’amplification
obtenus, ce qui est différent de ce qu’a rapporté Vergier et al. (114) : en effet, dans son étude,
le rendement de la PEP-PCR est identique a celui de la PCR directe. De plus, le signal
observé sur le gel d’électrophorése est plus net. Dans notre expérience, des bandes
aspécifiques ont cependant été plus souvent observées avec la PEP-PCR qu’avec la PCR

directe, en raison probablement de I’amplification aléatoire réalisée pendant le protocole de ‘
PEP. Ce phénoméne a été partiellement compensé par une dilution intermédiaire plus
importante avant le second cycle d’amplification de la PCR (second cycle réalisé sur un

volume de 1 pl d’une dilution au 1/1000°™ du produit de la premiére amplification, au lieu de

10 pl).

4.3 Profil moléculaire des réarrangements du géne IgH

FR3A dans notre série

La maladie de Hodgkin - variant du syndrome de Richter représente une lésion hétérogéne
dont la pathogénie demeure inconnue. Existe-t-il une filiation entre les cellules de la LLC et
les cellules HRS ou s’agit-il de deux néoplasmes différents ? Dans la mesure ou les cellules
correspondant au clone hodgkinien sont largement minoritaires et indissociables par des
techniques habituelles des cellules de la LLC, aucune étude classique ne pouvait répondre a la
question. Les difficultés techniques inhérentes a I’étude des lymphomes composites ont été
contournées, dans notre travail, grace a I'utilisation de méthodes moléculaires associées a la
microdissection. En effet, I'étude de cellules isolées par microdissection permet d’extraire,
dans un lymphome hétérogene, une cellule de son environnement et de I’analyser sur le plan
moléculaire, spécifiquement et avec une sensibilité élevée. Cette technique a déja été
largement utilisée pour déterminer I’origine clonale B de lymphomes hétérogénes tels que le
lymphome de Poppema (12, 70), la maladie de Hodgkin (60, 71), le lymphome B riche en
cellules T (11) ; la technique a également été utilisée pour étudier des lymphomes composites,

tels qu’un lymphome associant lymphome T périphérique et MH (90), un lymphome B
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composite (29), et enfin pour des lymphomes survenant de maniére séquentielle, chez un
méme patient, lymphome de type MALT amygdalien puis MH et enfin lymphome B diffus

anaplasique a grandes cellules CD30 + (86).

En ce qui concerne la MH — variant du syndrome de Richter, les données de la littérature sont
peu nombreuses et discordantes. Les deux séries les plus importantes sont celles de Ohno er
al. en 1998 (83) d’une part, et Kanzler ef al. en 2000 (54) d’autre part, qui ont réalisé, chacun
sur 3 cas, une étude moléculaire a partir de cellules microdisséquées. Dans le travail de Ohno,
la clonalité des sous-populations tumorales est démontrée dans deux cas sur trois par PCR
CDRIII directe a partir de "ADN de cellules fixées par le formol et isolées par
microdissection hydraulique, suivie du séquengage des produits d’amplification ; dans le
troisieme cas, aucune amplification n’a pu étre obtenue et I"auteur n’a pas pu conclure sur ce
cas. Kanzler utilise une PEP-PCR complexe recouvrant les séquences FR1 et FR2 a partir de
tissu congelé et microdisséqué a 1’aide d’un systéme hydraulique ; il retrouve un clone
identique entre les deux sous-populations dans le premier cas étudié, et une clonalité
différente dans les deux autres cas. Kuppers e/ al. rapportent deux cas de lymphomes
composites associant un lymphome folliculaire ou une LLC a une MH (61). En ce qui
concerne les sous-populations «LLC» et «MH», I’étude porte sur du matériel congelé ; la
microdissection hydraulique est suivie d’une PEP-PCR FRI1 et d’un séquengage. Les auteurs
concluent a la clonalité des échantillons testés. Enfin, van den Berg ef al. rapportent une
observation intéressante de lymphome composite associant une LLC, un lymphome
anaplasique a grandes cellules et une MH (111), sur tissus congelés ou fixés. Des
amplifications PEP-PCR CDRIII, FR2 et FR3A ont été réalisées et montrent, aprés
séquengage, un méme clone B dans les 3 populations tumorales. Au total, la clonalité des
deux contingents tumoraux de la MH - variant du syndrome de Richter est retrouvée dans 5

cas (54, 61, 83, 118) alors que les clones sont différents dans 2 autres cas (54).

Dietmaier e/ al., dans leur travail sur les méthodes d’amplification totale du génome,
affirment obtenir de meilleurs résultats sur cellules microdisséquées a partir de tissu congelé,
ou ils observent un rendement cinquante fois plus élevé que sur cellules microdisséquées a
partir de tissu fixé dans le formol. Ceci n’a pu étre vérifié dans notre étude ot nous avons
réalisé I’étude moléculaire exclusivement sur les 4 cas pour lesquels nous disposions de
matériel congelé en quantité suffisante, mais se congoit aisément, car il est habituel, en routine

diagnostique, de parvenir a amplifier facilement I’ADN extrait & partir de tissu congelé alors
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que P’ADN extrait a partir de tissu fixé dans le formol s’amplifie d’autant plus difficilement

que les produits attendus sont de grande taille.

Dans notre série de 4 échantillons congelés, des produits d’amplification obtenus a partir de
cellules isolées ont été observés sur le gel d’électrophorese, ce qui est conforme avec I’origine
B des cellules HRS, en particulier dans les cas de MH - variant du syndrome de Richter,

rapportée dans la littérature et par Ohno e al. (83) et Kanzler e al. (83).

Par ailleurs, I’amplification de la chaine lourde des immunoglobulines, par notre protocole de
PCR FR3A, a montré des produits de méme longueur a partir des cellules de la LLC, des
cellules HRS et de I’ADN total extrait des coupes tissulaires dans les cas n°2, 4 et 9. Dans le
cas n°10, "amplification a généré une trainée pour tous les échantillons testés et lors de toutes
les tentatives de (PEP-)PCR ; il n’a donc pas été possible de déterminer leur clonalité. L’étude

du cas n°10 pourra étre renouvelée avec I’apport d’autres modifications et tentée a partir de

matériel fixé en formol.

Sur gel d’électrophorese, apres coloration par le bromure d’éthidium, il semble que la hauteur
des bandes observées a partir des cellules de la LLC et des cellules HRS montrent des
résultats clonaux et concordants avec ceux des 4 travaux existants. Nos résultats supportent
donc I’hypothése, déja émise par Kanzler er al. (54), de I’existence d’un précurseur commun
pour les cellules de la LLC et les cellules HRS de la MH survenue ensuite. Comme dans la

littérature, il faudra confirmer la clonalité par séquengage.

Dans la littérature, il semble que les profils clonaux identiques entre les 2 composantes
néoplasiques soient restreints aux cas ou ’EBV est absent, et inversement que la présence de
’EBV dans les cellules HRS soit correlée a des réarrangements clonaux différents dans les 2
populations LLC et MH. Dans ces cas, la MH correspond a un deuxiéme cancer, conséquence
de I'immunodépression constatée chez les patients atteints de LLC. En effet, Kanzler,
Kuppers et van den Berg ont détecté une infection par 'EBV dans les cellules HRS (54, 61,
111) et retrouvent un profil différent selon que les cellules HRS ont un profil clonal identique
a celles de la LLC ou que les deux sous-populations renferment des réarrangements différents.
Kanzler retrouve 'EBV dans les cellules HRS chez les deux patients pour lesquels les clones
LLC et MH sont différents alors que, chez le patient pour lequel les clones sont identiques, il

n’est pas retrouvé d’EBV (54). De méme, chez les patients étudiés par van den Berg et
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Kuppers, PEBV n’est pas retrouvé et les profils des deux sous-populations tumorales sont

identiques (61, 111).

Dans notre étude, cependant, 'EBV a été détecté dans toutes les cellules HRS des 4
échantillons qui ont fait I’objet de I’étude moléculaire alors que les profils des réarrangements
sont superposables du point de vue de la taille des fragments d’ADN amplifié. Ceci est a
priori différent des résultats de la littérature, et impose le séquengage de nos produits

amplifiés.
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Conclusion

La maladie de Hodgkin - variant du syndrome de Richter est une Iésion rare, dont I’étude a été
rendue possible dans ce travail par la collaboration de plusieurs centres, dans le cadre du

groupe GOELAMS.

Elle présente les mémes caractéristiques morphologiques que la MH classique survenant dans
la population générale, notamment un immunophénotype B tronqué ou absent et une
expression diminuée, et parfois méme absente, de certains facteurs de transcription (Oct-2,
PAX-5). Cependant, elle en différe par sa présentation clinique agressive et disséminée
d’emblée, la fréquence des signes généraux et biologiques péjoratifs et la présence constante
d’une infection a virus d’Epstein-Barr, ce qui la rapproche de la MH survenant chez le sujet
immunodéprimé, en particulier le patient infecté par le virus de I’'immunodéficience humaine

(VIH).

Comme dans la MH classique, les cellules de Hodgkin et Reed-Sternberg (HRS) de la MH -
variant du syndrome de Richter présentent le réarrangement du géne de la chaine lourde des
immunoglobulines (IgH CDRIII et FR3A), détecté sur cellule isolée par microdissection laser
a partir de tissu congelé, dans 3 des 4 cas de notre série. Le réarrangement monoclonal B des
cellules HRS était identique a celui retrouvé dans la composante de type lymphocytique ou de

la LLC, apres électrophorese sur gel d’acrylamide et coloration par le bromure d’éthidium.

A ce stade, il apparait nécessaire, d’une part, de confirmer ces données par le séquengage des
produits d’amplification provenant des 2 composantes néoplasiques de chaque lésion, d’autre
part, de poursuivre notre étude moléculaire sur les autres cas de la série fixés par le formol.
Enfin, nous envisageons de rechercher, sur préparation cytologique, des anomalies
cytologiques et moléculaires classiquement rattachées a la LLC dans les cellules HRS par la

technique de FISH afin de compléter I’analyse de la filiation entre ces deux composantes

néoplasiques.
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o Hématoxyline-Eosine-Safran

| Protocole

Hématoxyline
Eau distillée
Alcool chlorhydrique
Eau distillée
Eosine

Eau distillée
Alcool 95°
Alcool absolu
Safran

Alcool absolu
Toluene

Monter a I’Eukitt

= Solutions

Alcool chlorhydrique :

s Ethanol 100° : 2000 ml
s Eau distillée : 2000 mL

% Acide chlorhydrique : 10 mL

Eosine :

6 minutes

3 secondes

2 fois 3 minutes
S minutes

3 minutes

3 minutes

3 minutes

5 minutes

S minutes

passage

w Solution aqueuse d’érythrosine a 1 %

u  Acidifier par quelques gouttes d’acide acétique avant utilisation

Solution alcoolique de safran :

w Faire sécher 10g de safran a 56°C pendant 24 heures

s Réduire le safran en poudre et ajouter 1000 mL d’éthanol absolu

w  Laisser infuser a I'étuve plusieurs jours
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e Réactifs

Erythrosine B : réf 1.15936 - MERCK
Safran : réf 11507736 — LABONORD
Hématoxyline stabilisée : réf 00911 — SPECI
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o Coloration de Giemsa différenciée

v Protocole

Solution de Giemsa diluée au 1/50"™ dans I"'Hépés 0,03M pHG6
Eau distillée

Acide paratoluéne sulfonique a 0,1 %

Eau distillée

Hydrogénocarbonate de sodium a 0,1 %

Isopropanol

Toluéne

Monter a I’Eukitt
= Solutions
Solution d’Hépes 0,03M :
w  Hépes (Sigma) : 7,14 g

w Eau distillée : 1000 mL
% Ajuster a pH 6,0

n Réactifs

4 heures

3 secondes

10 a 30 secondes
3 secondes

3 secondes

3 fois 30 secondes

passage

Giemsa : ref 1.09204.0500 - MERCK Diagnostica
Hépes : réf H 3375 — SIGMA

Acide paratoluéne sulfonique a 0,1 % : réf 9613 — MERCK

Hydrogénocarbonate de sodium a 0,1 % : réf 27 778 29 — MERCK
Isopropanol : réf propanol 2 MC310656.5000
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o Imprégnation argentique selon la méthode de Gordon-Sweet

] Protocole

Permanganate sulfurique
Eau distillée

Acide oxalique 5 %

Eau distillée

Alun de fera 2,5 %

Eau distillée

Nitrate d’argent ammoniacal
Eau distillée

Formol

Eau distillée

Chlorure d’or a 0,5 %

Eau distillée

Hyposulfite de sodium (thiosulfate de sodium a 5 %)

Eau distillée
Kernechtrot
Eau distillée
Alcool 70°
Alcool 95°
Alcool absolu
Toluéne

Monter a I’'Eukitt

u Solutions

Permenganate sulfurique

u  Permenganate de potassium a 0,5 % :

w  Acide sulfurique a 3 %

10 minutes

blanchir

15 minutes

2 minutes

2 minutes

2 passages

3 minutes

3 minutes

4 minutes

5 minutes

5 minutes

5 minutes

passage

50 mL
3mL
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Nitrate d’argent ammoniacal

% Nitrate d’argent a 10 % :

Ajouter de ’'ammoniaque goutte a goutte jusqu’a dissolution du précipité

.
w Soudea3 % :
u

10 mLL

20 mL

Ajouter de nouveau de I'ammoniaque goutte a goutte jusqu’a dissolution du

précipité

w  Eau distillée

Formol
% Formaldéhyde :
w  Eau distillée :

s Carbonate de calcium :

= Réactifs

Acide oxalique

Alun de fer

Chlorure d’or

Hyposulfite de sodium
Permenganate de potassium

Carbonate de calcium

qsp 200 mL

240 mL
800 mL

en exces

réf 20 562.291 - PROLABO
réf 116 2946 — MERCK

réf 29 069.081 — PROLABO
réf 27 910.291 - PROLABO
réf 26 910.294 — PROLABO
réf 22 300.290 — PROLABO
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o  Tampon PBS-Tween pH 7,6 (+/-0,2) :

* Tampon phosphate pH 7,4 100 mM
* NaCl 150 mM
* Tween 20 0,1 % (v/v)

o Solution diluante pour les anticorps primaires :

=  Azide de sodium 03¢

®  N-éthyl-maléimide 0,18 ¢

= BSAa30% 9.9 mL

*  Glycérol 60 mL

* Tampon PBS sans Tween qsp 300 mL

o  Tampon diluant pour les anticorps secondaires :

® Tampon PBS pH 7,4 pour les techniques en peroxydase (le phosphate inhibe la
phosphatase alcaline alors que le tampon Tris favorise I’hydrolyse du substrat)
* Tween 20, agent surfactant qui facilite la formation des immuns-complexes en

augmentant la mouillabilité des coupes

a  Kit de coloration NovaRED (Vector, Burlingame, CA, USA):

= La solution est préparée extemporanément et comprend :

= 15 mL d’eau distillée

= 3 gouttes du réactif 1 ; bien mélanger

= 2 gouttes du réactif 2 ; bien mélanger

= 2 gouttes du réactif 3 ; bien mélanger

= 2 gouttes de la solution de peroxyde d’hydrogéne

* La solution est déposée sur la lame. Attendre 5 & 15 minutes puis rincer 4 I’eau

courante
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8] Solution urée/SDS :

= Uree 9,6 ¢

* NaCl3M 2 mL

*=  Tris IM pH8 200 pL.

= EDTA 0,4M 500 pL

= SDS 10 % (sodium dodecyl sulfate) 4 mL

» FEau distillée QSP 20 mL
o  Tampon a protéinase K :

= KCI 50 mM

* Tris pH 8,3 10 mM

= MgCl, 2,5mM

= Gélatine 0,1 mg/mL

*  Nodinet P40 0,45 %

= Tween 20 0,45 %
o  Tampon Tris-EDTA :

*  Tampon Tris 2 mM 0,5 mL

*« EDTAO0,5M 0,2 mL

=  Eau DEPC QSP 100 mL

o  Solution de bromure d’éthidium (BET) :

= Solution de conservation de bromure d’éthidium (10 mg/mL)

* Tampon TBE 1 X

5 pl.
200 pL
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o  Gel de polyacrylamide a 12 % (v/v) :

*  Acrylamide a 40 % (Appligéne) 15 mL
* Tampon TBE 10x 5 mL
= Eau ultra-pure QSP 50 mL
*  Agents de polymérisation :
Ammonium persulfate a 10 % 0,35 mL
« TEMED 30 puL

o  Gel de polyacrylamide a 8 % : idem avec 10 mL d’acrylamide

o Tampon TBSTpH 7,6

= Tris-HCI 1 M pH 7,6 50 mL
* NaCl5M 30 mL
* Eau ultra-pure 930 mL

= Ajusterle pHa 7,6

o  Gel d'agarose :
= Agarose 0,5¢g
»  Tampon TAE 1X 50 mL

*  Chauffer au four micro-ondes pendant 1 minute 30

»  Solution de conservation du bromure d’éthidium (10 mg/mL) 2L

o  Tampon TAE 1X:

s Tris acétate 40 mM
= EDTApHS 1 mM
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RESUME DE LA THESE :

La maladie de Hodgkin - variant du syndrome de Richter (MHSR) correspond a la survenue

d’une maladie de Hodgkin (MH) sur leucémie lymphoide chronique (LLC). Il s’agit d’un

lymphome rare seuls 44 cas ayant été rapportés dans la littérature et les données moléculaires |
concernant la clonalité des 2 sous-populations respectives sont discordantes. A partir de 9

observations de MHSR issues de la cohorte multicentrique frangaise du groupe GOELAMS,

nous avons effectué une étude anatomoclinique, recherché par hybridation in situ le virus

d’Epstein-Barr, et, dans 4 cas sur tissu congelé, réalisé I’analyse du réarrangement du gene IgH

CDRIUI et FR3 par PEP-PCR, sur cellules isolées par microdissection laser.

Les caractéristiques morphologiques et immunophénotypiques de la MHSR étaient identiques a
celles du type «a cellularité mixte» de la MH, dans la population générale, associant un
immunophénotype CD30 +, CDI15 +, CD45 -, I’absence habituelle d’antigénes B (CD20, CD79a)
et I’hypoexpression de certains facteurs de transcription (Oct-2, Pax-5). Elle en différe
cependant par sa présentation clinique agressive et disséminée d’emblée, la fréquence des signes
généraux et biologiques péjoratifs et I’association constante au virus d’Epstein-Barr. Il s’agit
donc d’une entité proche des MH du sujet immunodéprimé, en particulier du patient infecté par
le VIH. Sur le plan moléculaire, sur la méme lésion, les cellules de Hodgkin et Reed-Sternberg
présentaient le méme réarrangement du géne IgH CDRIII et FR3 que la composante LLC, dans
3 cas, aprés visualisation sur gel de polyacrylamide coloré par le bromure d’éthidium. A P’issue
de cette étude, les données moléculaires seront validées par le séquencage des produits

d’amplification et ’inclusion, dans I’étude, des cas fixés par le formol.
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