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1. Introduction 

La lymphocytose polyclonale à lymphocytes binucléés (LPBL) est une entité connue depuis 

plus de 20 ans. La bibliographie (environ 75 articles ou lettres) permet de recenser plus d'une 

centaine de malades, dont les descriptions clinico-biologiques sont assez proches. La LPLB 

est donc présentée comme une anomalie rare. Cependant cette notion est contredite par le 

nombre des patient(e)s* exploré(e)s en Lorraine. Nous avons donc souhaité décrire une 

cohorte de 33 patients et comparer nos données à celles mentionnées dans la littérature. Par 

ailleurs, nous avons également tenté de préciser le profil des lymphocytes impliqués dans la 

LPLB et approfondir des anomalies potentielles de l'hémostase. Ce travail est la synthèse 

d'une étude débutée depuis environ 6 ans. Pour information, la cohorte inclus actuellement 40 

patients et une dizaine d'autres en cours d'exploration. Quelques remarques additionnelles ont d'ailleurs 

été ajoutées en police de taille minorée. 

* dans un but de simplffication, nous utiliserons désormais « patients» pour les hommes et 

les femmes 

II. Rappels: la lymphocytose polyclonale à lymphocytes binucléés 

Une lymphocytose absolue (2: 4x109/L) et durable (2: 3 mois) chez l'adulte impose des 

explorations dans le but d'identifier une lymphocytose monoclonale, en particulier un 

syndrome lymphoprolifératif chronique de type B (SLP-B). Le plus souvent, il s'agira d'une 

leucémie lymphoïde chronique (LLC), ou d'une phase leucémique d'un lymphome malin non 

Hodgkinien (LNH): folliculaire, du manteau, de la zone marginale ... dont les prises en 

charge thérapeutiques sont spécifiques. L'analyse attentive de la morphologie des cellules 

lymphoïdes à partir du frottis sanguin permettra d'avoir une orientation, dès que possible 

confirmée par un phénotypage immunologique au moyen d'une technique de cytométrie en 

flux (CMF). En dehors des SLP, une lymphocytose peut être observée après un traumatisme, 

une intervention chirurgicale, ou toute autre source de stress. Cependant elle restera transitoire 

(quelques heures ou jours) et, surtout, polyclonale. Elle peut être également la conséquence 

d'une infection virale (cytomégalovirus, virus d'Epstein-Barr. .. ) mais le contexte et l'aspect 

cytologique sont, en principe, évidents et la confusion n'est guère possible (<< syndrome 

mononucléosique »). Dans ces derniers cas, l'augmentation de la population Test 

prédominante. Une lymphocytose durable, développée à partir de la sous-population B et 

polyclonale est plus rare. Elle a été décrite lors des hyposplénismes (Wilkinson et al, 
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1983[75]), de la maladie de Gaucher (Marti et al, 1988[47]), de la polyarthrite rhumatoïde 

(Berthelot et al, 1996[2]) et de la maladie de Hodgkin dans sa forme à prédominance 

lymphocytaire (Troussard et al, 2002)[69]). Nous avons également constaté cette anomalie dans une série de 

malades atteints de sclérose en plaque et traités par Natalizumab (Tysabri® ; un anticorps monoclonal humanisé qui vise à 

empêcher l'entrée de lymphocytes actuvés clans le SNC)(étude en cours JfL et M Debollverie). 

La LPLB a été décrite pour la première fois en 1982 par Gordon et al [21]. Elle est rencontrée 

principalement chez les femmes, jeunes, fumeuses. La lymphocytose est considérée comme 

absolue (2: 4x109/L), durable (2: 3 mois), et polyclonale (Gordon 1982[21], Carstairs 1985 [6], 

Casassus 1987[7], premiers cas décrits, respectivement 3, 4 et 1 patientes). L'examen du 

frottis sanguin montre dans tous les cas la présence de lymphocytes binucléés en un 

pourcentage variable, mais minoritaires par rapport à celui des lymphocytes «non 

binucléés ». Le tableau clinique a été corroboré lors des publications ultérieures et semble 

sans particularités notables : une splénomégalie modérée serait présente dans environ la 

moitié des cas, il n'existe pas d'hépatomégalie, rarement on observe des adénopathies de 

taille inférieure à 2 centimètres. L'hémogramme indique une lymphocytose absolue, entre 4 et 

lOx109/L le plus souvent. L'examen cytologique du frottis sanguin montre des cellules 

lymphoïdes dont les aspects morphologiques sont hétérogènes. Un pourcentage variable (1 à 

10%) de lymphocytes à deux noyaux est détecté (Troussard et al, 2002[69]). Ces lymphocytes 

binucléés sont accompagnés par d'autres cellules lymphoïdes de taille variable présentant des 

noyaux à contours plus ou moins réguliers. La chromatine nucléaire est toujours condensée, 

avec un petit nucléole parfois visible. La présence de lymphocytes binucléés n'est pas 

observée chez les individus sains, et n'a été décrite qu'après une irradiation à basses doses 

(Roy-Taranger et al, 1965[59]). L'immunophénotypage montre que la lymphocytose est 

constituée de cellules B, exprimant les classes de différenciation (CD) CDI9, CD20, et CD22. 

Le caractère polyclonal est affirmé par l'expression des chaînes légères kappa et lambda aussi 

bien dans les cellules binucléées que non binucléées (Troussard et al, 2009[66]). Elles co­

expriment également les immunoglobulines de surface de type IgM et IgD, ainsi que le CD27 

(Loembe et al, 2002 [46]). 

L'association de LPLB au phénotype HLA-DR7 semble forte. Si on ajoute à cela le fait que 

LPLB peut survenir chez des membres asymptomatiques d'une même famille, l'hypothèse 

d'une prédisposition pourrait être envisagée. La description de la LPLB chez des jumeaux 

identiques (Carr et al, 1997[5]) ainsi que sa présence chez un frère et une sœur (Himmelmann 
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et al, 2001[29]) renforcent cette hypothèse, ainsi que la détection de multiples réarrangements 

BCL-2/IgH parmi les individus apparentés au premier degré avec les patients LPLB (Delage 

et al, 2001 [12]). Par ailleurs des anomalies chromosomiques récun-entes ont été observées 

chez plus de 75% des patients: isochromosome +i(3)( q 1 0) sumuméraire associé ou non à la 

présence d'un phénomène de condensation prématurée des chromosomes (PCC) et/ou une 

instabilité chromosomique (Mossafa 1996[49], Troussard 1997[68], Callet-Bauchu 1997[3]). 

La tétrasomie 3q est rarement rencontrée et a été décrite dans celiains rhabdomyosarcomes, 

carcinomes pulmonaires ou prostatiques et lors du passage de l 'hyperplasie au carcinome du 

col utérin. Elle a été également observée dans un cas de maladie de Waldenstrom et dans des 

rares cas de LLC (Amouroux et al 1997[1], Roussel et al, 2004[57], Wong et al, 2002[77]). 

Cliché a Cliché b 
Figure 1. Morphologie lymphocytaire dans la LPLB : cliché a: 

lymphocyte binucléé ; cliché b : grande cellule lymphoïde à deux 
nucléoles 

3 3 1(3q) 

Figure 2. Caryotype partiel montrant 
l'isochromosome 3 (patiente 21) 
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La(les) causees) de la LPLB reste(nt) incertaine(s). Une association avec le tabagisme a été 

suggérée d'emblée par Carstairs et al, 1985[6], décrivant 4 patientes fumeuses, dont une a 

retrouvé une numération lymphocytaire normale après arrêt du tabac. Dans la série du OFHC, 

seulement une patiente n'ajamais fumé (Troussard et aL 2009[66]). Par contre, dans une série 

de 30 témoins fumeuses, il n'y a eu aucun cas de lymphocytes binucléés détecté (Troussard 

2009[66]). 

Le risque d'évolution de la LPLB vers une pathologie maligne est mal connu. Le suivi à long 

terme, rarement mentionné, montre que les patients restent stables cliniquement et 

biologiquement le plus souvent. (Cornet et al, 2008[9]). Parfois la lymphocytose et le 

pourcentage de +i(3)(q10) baissent progressivement suivant l'arrêt du tabac, mais; là encore, 

le nombre des cas documentés est très faible. Certains patients développent une gammapathie 

monoclonale d'origine indéterminée (MOUS). L'émergence d'une subpopulation clonale 

reste possible, et, dans la série du OFHC (Cornet et al, 2008[9]) 3 patients sur 111 ont 

présenté une évolution vers un LNH : 2 lymphomes diffus à grandes cellules et 1 lymphome 

splénique de zone marginale. 
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I.MA TERIEL ET METHODE 

1. Patients 

33 patients (29 femmes et 4 hommes) ont été étudiés entre les années 1994 et 2009. Le 

diagnostic de la LPLB a été posé devant une lymphocytose et/ou la présence de lymphocytes 

binucléés sur le frottis sanguin. 

Les renseignements cliniques et les antécédents de chaque patient ont été obtenus soit par 

interrogatoire direct lors des consultations au CHU de Nancy, soit recherchés dans les 

dossiers médicaux (médecin référents, hôpitaux). Les analyses biologiques ont été 

principalement effectuées par les laboratoires du CHU de Nancy (sauf pour la cytogénétique 

envoyée au référent pour cette anomalie, le Dr Hossain Mossafa, laboratoire CERBA 

Pontoise). 

2. L'hémogramme 

L'hémogramme a été réalisé le plus souvent sur un appareil Bayer Siemens (Tarrytown, New 

York, NY, EU) (modèles Technicon H2, ADVIA 120 et 2120). La formule leucocytaire a été 

réalisée à partir d'un frottis sanguin pour chaque patient (coloration selon May-Grünwald­

Giemsa). La présence de lymphocytes binucléés, le calcul de leur pourcentage, l'analyse des 

autres cellules lymphoïdes ont été précisés sur environ 500 lymphocytes le plus souvent. 

3. Immunophénotypage lymphocytaire 

Afin d'explorer la lymphocytose et confirmer le caractère polyclonal des lymphocytes, nos 

patients ont bénéficié d'un à plusieurs immunophénotypages lymphocytaires par CMF. Les 

différents antigènes de différentiation explorés sont décrits en «Annexe». La très grande 

majorité des analyses, et en tout cas toutes celles exploitées pour ce travail, ont été réalisées 

par un seul laboratoire avec les mêmes anticorps (hématologie biologique, CHU Nancy). Les 

cellules mononuclées du sang périphérique ont été séparées par centrifugation en gradient de 

densité, puis l'immunophénotypage a été réalisé par immunofluorescence directe et/ou 

indirecte suivant les anticorps et analysés sur appareils Facscalibur (Becton Dickinson, San 

Diego, EU). 

Dans la mesure où certains patients ont bénéficié de plusieurs immunophénotypages (suivi), 

nous avons choisi de rapporter le plus complet puisque les profils sont stables. 
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4. Évaluation de la prolifération des lymphocytes CD 19+ après stimulation par les 

agonistes des TLR9 

Pour une partie de nos patients il a été réalisé un examen spécifique visant à étudier la 

prolifération des cellules CD45+/CD 19+ en réponse à une stimulation par les agonistes du 

TLR9 (étude réalisée au laboratoire d'Immunologie, Faculté de Médecine, en particulier 

Professeur MC Béné et Docteur M Decarvahlo). 

Le prélèvement a été réalisé à partir du sang veineux, dans un tube EDT A. La séparation des 

cellules mononucléées a été obtenue après la réalisation d'un gradient de densité de type 

« Ficoll ». Les cellules ont été mises dans un milieu de culture complet (RPMI : contenant du 

sérum de veau fœtal), et elles ont été incubées à 37°C dans une étuve humide avec 6% de 

CO2. après marquage avec le fluorochrome carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE). Ce 

marqueur intracellulaire est utilisé pour étudier la prolifération cellulaire qui se caractérise par 

une diminution par deux de la fluorescence à chaque division cellulaire. Un témoin négatif 

était constitué par une incubation des cellules en milieu seul et un témoin positif était par une 

incubation des cellules en présence d'un mitogène (PHA: phytohémagglutinine). Enfin, le 

puits faisant l'objet de l'étude contenait la même suspension cellulaire incubée en présence 

d'un agoniste de TLR9, le CpG ODN M362 (oligonucléotides contenant des séquences CpG 

de l'ADN bactérien, se fixant au TLR 9, InvivoGEN®, San Diego, California, EU).Les 

cellules mononucléées d'un témoin ont été étudiées dans les mêmes conditions. La mesure de 

l'intensité de fluorescence de la CFSE a été réalisée à JO, JI, 12, J4 afin d'observer la 

décroissance de la fluorescence intracellulaire, témoin de la prolifération parmi les cellules 

CD45+/CD19+. Pour ce faire, à chaque jour de lecture, un aliquote de chaque suspension 

cellulaire a été marqué à l'aide d'anticorps monoclonaux fluorescents: CD45-APC, CD19-

PC7 (Beckman Coulter, Miami, FL) et les cellules ont été étudiées en cytométrie de flux 

multiparamétrique. 

5. Hémostase 

Certains des examens suivants ont été réalisés: 

Temps de Céphaline + activateur (TCA) 

La recherche des anticorps aCL a été réalisée chez nos patients avec les techniques 

suivantes: 

o Recherche des anticoagulants circulants (aCC) : par test de coagulation TCA 

PTT-LA avec calcul d'indice de Rosner 

o Recherche des anticorps anti-cardiolipine (aCL) : (lgG et IgM) par ELISA 
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o Recherche des anticorps anti-bêta2GPI (a~2GPI) : IgG et IgM par ELISA 

o Recherche d'anticorps anti-phosphatidyléthanolamine (aPE): IgG et IgM par 

ELISA (les deux derniers au laboratoire d'immunologie, hôpital de la 

Conception. Marseille) 

Une dépolymérisation des IgM a été réalisée pour la recherche des anticorps anti-cardiolipine 

par ELISA, afin de vérifier l'hypothèse que l'interférence des IgM des patients LPLB lors des 

tests. 

Les sérums congélés des patients ont été décongélés puis incubés pendant 24 heures à +4 0 

avec du chlorhydrate de cystéine volume à volume. 

Le surnageant a été prélevé et traité comme un sérum classique lors de la technique (dilution 

de 5JlL du surnageant dans 500JlL du PBS SVNN (sérum du veau nouveau-né dilué au 

1/1 Oème), incubation dans les plaques ELISA, incubation avec le conjugué d'anticorps de 

chèvre anti-IgM humaineslphosphatase alcaline (SIGMA A 3275), incubation avec le substrat 

de révélation (solution de p-nitrophénylphosphate disodique), lecture à l'aide du lecteur de 

plaque à 405 1lI11, comparaison avec les points de la gamme). 

6. Etude génétique 

a. Cytogénétique conventionnelle 

• Le caryotype 

L'étude des anomalies chromosomiques a été réalisée par un caryotype standard ainsi que par 

la technique d'hybridation in situ par fluorescence (FISH) métaphasique à la recherche d'un 

isochromosome surnuméraire +i(3)(ql0) ou d'une trisomie 3. 

Le caryotype conventionnel a été réalisé pour 29 patients sur 31 à partir d'un prélèvement 

sanguin. Deux cultures cellulaires (l.5-2x 106 cellules Iml) en co-stimulation des lymphocytes 

sanguins en présence de 2 mitogènes (LPS, Lipopolysaccharid from E.Coli 100mglml et TP A, 

Tétradecanoyl-o-phorbol 13 acetate 5ng/ml) ont été réalisées pour chaque patient. Après 72 et 

96 heures de culture, les cellules ont été bloquées en métaphase par la colchicine, puis après 

un choc hypotonique elles ont été fixées par un mélange alcool-acide acétique. Le marquage 

chromosomique en bande RHG (heat-denatured Giemsa R-bands) a été réalisé. 

50 à 100 mitoses ont été capturées par un logiciel analyseur d'images et toutes les mitoses 

anormales ont été caryotypées. Le degré de résolution d'un caryotype standard portant de 300 
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à 450 «bandes chromosomiques» par caryotype est de 5 à 10 millions de bases (Mb : 

mégabases). 

b. Cytogénétique moléculaire (FISH) 

Pour chaque patient 2 lames d'hybridation avec des sondes spéèifiques du télomère du 

chromosome 3 et/ou locus Bcl-6 et alpha satellite du chromosome 3 ont été réalisées et pour 

chaque patient 100 mitoses et 200 cellules interphasiques ont été observées. 

c. Biologie moléculaire 

• Réarrangements Bcl-2 

L'étude de l'expression des membres de la famille de Bcl-2 a été réalisée par PCR. 

Le prélèvement a été réalisé à partir du sang périphérique, dans un tube EDT A ou hépariné. 

L'extraction d'ADN a été réalisée par un extracteur automatique (King FISHER). 

L'amplification de la région spécifique Bcl-2/IGH (produit de translocation t(14 ;18)) a été 

réalisée par le Thermocycleur 9600 (Applied BIOSYSTEMS). Le produit amplifié (si la 

translocation a bien eu lieu) a été déposé sur le gel avec BET (bromure d'éthidium) et soumis 

à migration. 

• Réarrangement des gènes des chaînes lourdes des immunoglobulines 

L'identification d'une population clonale est importante pour le diagnostic de leucémies ou 

lymphomes à cellules B. 

Les réarrangements des gènes des domaines variables des chaînes lourdes des Ig (VDJ) ont 

été étudiés par des techniques de biologie moléculaire. La méthode utilisée a été une 

amplification d'ADN par polymerase chain reaction (PCR), suivie d'une analyse de 

fragments. Le prélèvement a été effectué à partir du sang périphérique, dans le tube EDT A ou 

hépariné. La région VHJH a été amplifiée par PCR multiplex en utilisant les amorces FR3 et 

FR2 (Thermocycleur 9600, Applied BIOSYSTEMS) puis les fragments amplifiés ont été 

étudiés par l'analyse des fragments (séquenceur AVANT de Applied BIOSYSTEMS) (van 

Dongen et al, 2003). 

7. Phénotypage HLA (Human Leucocyte Antigen) 

Le but de ces explorations dans notre population était de rechercher un antigène HLA qui 

serait plus fréquent parmi les patients avec LPLB que dans la population générale (DR7), et 

de vérifier si les antigènes HLA déjà connus à risque des maladies auto-immunes étaient 

représentés dans la population étudiée. 
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Le prélèvement a été réalisé à partir de sang périphérique, dans un tube ACD (Acide Citrique, 

Dextrose), séparation par gradient de densité, préparation d'une suspension de cellules 

mononuclées (CMN) pour le typage HLA de classe I. d'une suspension de lymphocytes B 

pour la classe II. Le typage HLA a été effectué par la technique de lymphotoxicité dépendante 

du complément. 

La séparation des lymphocytes B à partir des CMN a été réalisée par la technique des 

immunobilles (DYNAL), puis l'étude a été réalisée par dépôt dans les plaques multipuits et 

incubation avec des batteries d'anticorps monoclonaux (INGEN) et de complément. La lyse 

cellulaire (cytotoxicité) a été appréciée visuellement par un colorant (acridine orange 1 

bromure d'éthidium). 

II. RESULTATS 

1. Patients 

Nous avons étudié 33 patients présentant une LPLB. La découverte a été fortuite lors d'un 

bilan prescrit pour une affection concomitante bénigne, ou dans le cadre d'un examen de 

santé sans point d'appel. Nous avons également suivi un groupe de 10 patients chez qui le 

diagnostic de la LPLB avait été suspecté, mais finalement écarté. 

Il s'agit d'une population presque exclusivement féminine, 29 femmes pour 4 hommes (soit 

12% de l'effectif). La moyenne des âges de nos patients est de 45 ans (écart-type (ET) = 7 

ans, valeurs extrêmes: 24 - 64 ans, médiane 45 ans). L'âge moyen au moment du diagnostic 

est de 39 ans (ET = 7 ans), et la durée moyenne de suivi de 6 ans (ET = 4 ans). 

2. Antécédents Familiaux 

a. Antécédents de maladies auto-immunes 

Au moins 6 patients présentent des antécédents familiaux de maladies auto-immunes (MAI) 

(18%), et chez deux patients ces antécédents sont multiples (:2:3) : 

1 cas de psoriasis 

2 cas de thyroïdite 

2 cas de diabète 

1 cas de polyarthrite rhumatoïde 

1 cas de vascularite 
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1 cas de parathyroïdite 

1 cas de lupus érythémateux disséminé 

Chez 18% des patients, ces antécédents n'ont pas été (ou pu être) recherchés. 

b. Antécédents familiaux de maladies du sang 

En tout 4 patients (12%) : 

2 cas de leucémie (absence de données précises) 

1 cas de syndrome myélodysplasique (avec monosomie 7, chez le fils d'un patient, 

allogreffé à l'âge d'un an) 

1 cas de thrombopénie néonatale (absence des données précises) 

1 cas de LPLB 

c. Antécédents familiaux d'autres maladies néoplasiques 

4 patients sont concernés (12%) avec des cancers des os, du col utérin, du poumon, du 

testicule. 

3. Mode de vie et antécédents personnels 

a. Tabac 

Tous les patients sont fumeurs. Presque tous (91 %) sont à plus de 15 PA, avec la moyenne 

située à 23 PA (ET = Il PA). 

b. Exposition aux toxiques 

Chez 2 patients, nous trouvons la notion d'exposition à des toxiques (6%). Il s'agit 

d'exposition professionnelle: solvants (Bugazid, Prodecap, Polyphen, Podecaplaste) et 

détergents industriels (DA 400B) pour un patient, trichloréthylène, acétone, plomb pour 

l'autre. 

c. Alcool 

27% de patients avouent une consommation « excessive» d'alcool, 45% n'en consomment 

pas ou peu. 

d. Antécédents « psychiatriques» 

Une partie de patients présente divers problèmes de nature « psychiatrique ». Ils vont de 

troubles de l'humeur jusqu'aux troubles de nature psychotique. 
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En tout 14 patients présentent des troubles psychiatriques documentés (soit 42%) : 

10 patients se définissent comme dépressifs et/ou sont sous traitement par 

antidépresseurs (soit 30%) 

5 patients présentent une anxiété excessive associée ou isolée (soit 15%) 

1 patient souffre de la schizophrénie 

e. Antécédents concernant des affections auto-immunes et rhumatologiques 

15 patients (soit 45%) présentent un ou plusieurs problèmes de nature auto-immune. 

Par ordre décroissant, nous trouvons: 

Problèmes thyroïdiens: 5 patients (15%) dont 3 thyroïdites auto-immunes et 3 goitres 

thyroïdiens 

Psoriasis: 4 patients (12%) 

Syndrome de Raynaud : 4 patients (soit 12%) 

Lupus érythémateux disséminé: 1 patient 

Spondylarthrite ankylosante : 1 patient 

Uvéite: 1 patient 

Maladie de Behçet : 1 patient 

f. Affections rhumatismales 

Les patients se plaignent de douleurs musculaires ou articulaires diffuses, qui ont souvent été 

objet d'explorations rhumatologiques et radiologiques infructueuses (facteur rhumatoïde 

négatif, radiographies articulaires sans particularités). 

23 patientes (soit 70%) rapportent souffrir de douleurs rhumatismales diverses: 

Arthralgies diffuses: 8 patients (24%) 

Cervicalgies : 6 patients (18%) 

Lombalgies: 3 patients (9%) 

Névralgie cervico-brachiale : 2 patients 

Sciatalgie : 1 patient 

Douleurs articulaires localisées (poignées, hanche, métacarpe, tarse ... ) : 2 patients 

Ostéomalacie: 1 patient 

Myalgies diffuses: 5 patients (15%) 

Crampes : 2 patients 
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8 patients associent au moins 3 des affections suscitées soit 24%, 4 patients ont 2 affections 

(12%), Il patients une seule (33%). 

g. Affections pneumologiques 

Il agit d'une population fumeuse. Les anomalies sont donc attendues, même si une relation 

directe de cause à effet avec la LPLB reste à établir. 

BPCO : 9 patients (27%) 

Emphysème (centrolobulaire) : 3 patients (9%) 

Emphysème bulleux: 1 patiente 

Micronodules : 1 patiente 

Bronchectasies: 2 patients 

Asthme : 1 patiente 

Pneumothorax à répétition: 1 patiente 

Pachypleurite : 1 patiente 

10 patients ne présentent aucune anomalie radiologique ou fonctionnelle (30%). 14 patients 

présentent au moins une des anomalies suscitées (42%). 2 patients présentent 3 des anomalies 

suscitées associées (6%), 1 patient présente 2 anomalies associées. Dans le cas de 8 patients, 

nous n'avons pas de données (24%). 

h. Antécédents gynécologiques 

Nous avons réussi à récolter ces informations pour 23 patientes sur 29. 

Parmi nos patientes il y a eu 16 fausses couches spontanées (FCS) 

8 des patientes ont fait au moins une FCS (soit 27%) ; mais aucune trois ou plus. Ces 

FCS sont précoces. 

Nous notons 7 interruptions volontaires de grossesse, chez 4 patientes (14%) 

21 patientes ont eu au moins un enfant 

2 des nos patientes souffrent d'aménorrhée, une de dysménorrhée, une de fibromes 

utérins (hystérectomie), une d'un carcinome utérin, une des kystes ovariens 

4. Signes fonctionnels 

• Asthénie 

C'est le signe fonctionnel le plus fréquent, perçu par les patients comme le plus invalidant 

dans la vie quotidienne. Elle est rapportée par 28 patients (85%), de manière spontanée. 
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Chez 4 patients, elle est associée à des sueurs nocturnes, chez une patiente à une altération 

progressive de l'état général. Chez 3 patients, la question n'a pas été explorée. Seulement 2 

patients disent ne pas ressentir une fatigue excessive. 

• Céphalées 

10 patients (30%) en souffrent, éprouvant une gêne réelle dans leur vie quotidienne. 

A noter, le tableau rencontré ressemble parfois à celui décrit au cours des fibromyalgie (FM) 

ou syndrome polyalgique idiopathique diffus. Ce point sera discuté ultérieurement. 

5. Signes cliniques 

- Splénomégalie: présentée par 5 patients d'emblée ou au cours du suivi (sur 30 chez qui les 

données cliniques étaient renseignées, soit 17%). 

- Adénopathies: 1 patient a présenté un ganglion qui a disparu « spontanément» au cours de 

l'évolution. 

6. Évolution 

La lymphocytose de 24 patients reste stable au cours du suivi, 4 patients augmentent leur 

lymphocytose (modérée, jusqu'à x 2). Pour 5 patients, le recul est insuffisant (:5 3 ans). 

Par ailleurs, 1 patiente n'a pas de lymphocytose absolue au cours du suivi, et 3 patients sont 

décédés (1 par cancer bronchique, 1 en post-opératoire d'une culotte aortique, 1 de cause 

inconnue). 

7. Explorations biologiques 

a. Hémogramme 

• Leucocytes 

(Valeurs de référence (VR) chez l'adulte: 4 àl0xl09/L). 

La moyenne de numération leucocytaire chez nos patients est de 12,34xl09/L (ET = 2,73), 

avec valeurs extrêmes à 8,07 et 19,8x109/L. La numération leucocytaire de 29 patients (88%) 

est supérieure à 10 x109/L. 

• Lymphocytes 

(VR : 1 à 4xl 09/L). 
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Dans notre groupe, la moyenne de la numération lymphocytaire est 5,88x109/L (ET = 1,45) 

avec les valeurs extrêmes de 2,47 et 9,36 x109/L. 32 patients se situent au-dessus des VR 

(88%).3 patients sur les 4 avec la numération leucocytaire dans les VR présentent néanmoins 

une lymphocytose absolue. 

Le pourcentage de formes binuc1éées varie de 0,5 à 10%, avec une moyenne de 4% (ET = 

2%) 

• Hémoglobine (Hb) 

(VR chez l'adulte: :2:13 g/dL pour les hommes et :2:12 g/dL pour les femmes). 

La moyenne des valeurs de l' Hb est de 13,9 g/ dL (ET = 1, Il) avec des valeurs extrêmes de 

12 à 17,8 g/dL. 

Aucun patient ne présente d'anémie, un seul patient (de sexe masculin) présente une valeur 

supérieure aux valeurs usuelles: 17,8 g/dL. Son taux d'hémoglobine a été vérifié a plusieurs 

reprises et est resté> 15 g/dL durant son suivi. 

• Plaquettes 

(VR: 150 à 400x109/L). 

La moyenne des numérations plaquettaires est 242,6x109/L (ET = 85,6x109/L), les valeurs 

extrêmes sont 68 et 392x109/L. 31 patients se trouvent dans les VR (soit 94%). Deux patients 

présentent une thrombopénie respectivement à 68 et 86x109/L, les deux étant de sexe 

masculin. 

b. Cytométrie en flux 

31 (94%) patients ont bénéficié d'une à plusieurs explorations immunophénotypiques (pas de 

possibilité d'explorations des 2 personnes décédées). 

Les résultats sont présentés dans le tableau récapitulatif. Il indique le pourcentage moyen 

d'expression de chaque antigène de différenciation, la médiane de ce pourcentage, l'écart­

type, ainsi que le pourcentage le plus haut et le plus bas rencontré dans notre groupe, et son 

expression forte ou faible (si étudiée), et l'effectif chez qui cet antigène a été testé. 
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moyen 
Médiane 50 7 0 17.5 49 65 50,5 7 48 0 47 

Ecart-type 16 10 0.4 15,8 14,9 35,3 16,6 19,1 18,7 0,4 19,5 

Valeur 81 42 64 74 90 83 80 78 79 
supérieure 

Valeur 14 0 0 0 13 40 12 0 14 0 13 
intërieure 

Expression 28 0 
forte 

Expression 0 30 
tàible 

Nombre 31 31 30 26 28 2 30 30 25 27 25 

_"'''*''=«w_''''_.<'.<"''' ....... ~..:-_''''«~''''''<'/«'''_<"w''''~=«'_u/'''''.,..,,.,<<<'''''<<<=<w.~,~"~~"'~~~"w"".<"""~· ~x",,<~w.<w.««< _~,~ 

CD38% CD43% CD79b% FMC7% CD95% CD103% kappa lambda CD30% CD34% 

moyen 
Médiane 

Ecart-type 

Valeur 
supérieure 

Valeur 
intërieure 

Expression 
forte 

Expression 
Jàible 

Nombre 

1.5 0 51 48 

2,9 0,8 16,9 17,4 

13 3 82 78 

0 0 17 15 

27 25 

3 5 

30 30 30 30 

CD40% CD 122% CD 138% 

%age 35,4 0 0 
moyen 

Médiane 

Ecart-type 

Valeur 
supérieure 

Valeur 
intërieure 

Expression 
forte 

Expression 
tàible 

Nombre 
patients 

37 o o 

10,1 o o 

54 o o 

22 o o 

7 6 8 

0 0 26,5 26,5 

0 10,7 9,9 Il,4 

0 48 46 70 

0 0 6 5 

27 30 30 

o 90 317 

o o 343 

o 90 1372 

o 90 36 

7 31 

~~--~-~--~"~~--~,~,~--"'-~-~~~~-~.~~"~--""_. ~---~~~~ 

0 0 

0 0 

0 0 

0 0 

4 10 

54 

100 

261 

47 

31 

Tableau 1. Etude des moyennes de l'expression des antigènes de différenciation des 
lymphocytes B de la population étudiée, leur expression faible ou forte, les valeurs extrêmes 
du pourcentage d'expression observées, ainsi que le nombre des patients chez qui le CD 
donné a été étudié. 
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• Le profil 

Cette étude de la population lymphocytaire de nos patients montre, qu'il existe un profil 

particulier: 

Positivité: CD19+, CD20+ (expression forte), CD21+, CD22+ /- (faible), CD24+, 

CD27+, CD79b+ (fort), FMC7+ (faible ou fort), CD40+, kappa+, lambda +, avec une 

expression augmentée des TLR 7, 9, 10. 

Négativité: CD5-, CDI0-, CDl1c-, CD23-, CD25-, CD30-, CD34-, CD38-, CD43-, 

CD95-, CDI03-, CDI22-, CDI38-, CDI54-. 

Il agit donc de lymphocytes polyclonaux B matures, exprimant sur leur surface des antigènes 

pan-B, le CD27, correspondant probablement à des lymphocytes B mémoire. 

4 patients ont exprimé le CD5+ de façon partielle, allant de 33 à 50% des cellules B 

anOlmales. 

L'étude de l'incidence des profils rencontrés, chaque colonne correspondant à un profil avec 

l'effectif est présentée dans la partie « Annexe 1» 

• Ig M+D : intensité de fluorescence en Mean Fluorescence 

Intensity (MFI) 

Les valeurs de MFI de l'intensité des IgM sont en moyenne 3,1 fois supérieure à celle des 

IgD et plutôt plus fortes que celles observées chez les témoins ou les malades atteints de LLC. 

____ J~!!! __ ._ ... __ !.gM ______ !g~. __ _ 
Moyenne 

ET 
Médiane 

Max 
Min 

380 121 
317 54 
343 100 
1372 261 
36 47 

Tableau II. L'analyse des intensités de fluorescence (mean fluorescence intensity, MFI) des 
IgM et D : la répartition dans la population LPLB. 

• La recherche cytométrique des TLR 7, 9, 10 

En étudiant les leucocytes (CD45) en fonction de leur granulation et structure en cytométrie 

en flux, nous nous sommes rendu compte, que chez nos patients LPLB le nuage des 

lymphocytes présentait une expansion vers le haut et la droite (lymphocytes de grandes 

tailles). Par ailleurs nous avons trouvé une correspondance entre le nombre de ces 

lymphocytes (par CMF) et le pourcentage de formes binucléées sur frottis par rapport à 

l'ensemble des lymphocytes. Il est donc possible que la population isolée par CMF 

corresponde aux lymphocytes binucléés. Enfin, sur l'histogramme de répartition des cellules 
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TLR +, il existe une sous-population de cellules avec expression des TLR renforcée, et cette 

population est la même que celle correspondant à l'expansion du nuage des lymphocytes. 

On peut supposer que les lymphocytes binucléés expriment les TLR (de manière renforcée) . 
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Figure 3. Répartition des cellules CD45/19+ : le nuage des points en bleu clair sur les 
(( scattergrammes » représente les cellules TLR9+ (laboratoire d'Immunologie, Faculté de 

Médecine). 

• Évaluation de la prolifération des lymphocytes CD 19+ après 

stimulation par les agonis tes des TLR9 

L'ensemble des lymphocytes, CD19 ou non, des patients et du témoin a proliféré en présence 

de PHA, un peu mieux pour les cellules CD 19 des patients. 
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En présence d'ODN, les lymphocytes CDl9+ du témoin n'ont pas montré de prolifération, 

alors que les lymphocytes CD 19+ des patients LPLB présentaient une prolifération nette, de 

plus en plus marquée au cours de la durée de stimulation. 

Une analyse plus fine des « scattergammes » de CMF montre que la population de cellules B 

la plus proliférante présente la plus forte expression de CD45 et un signal de side scatter plus 

impo11ant, comme la population par ailleurs identifiée comme exprimant majoritairement 

TLR9 chez ces sujets. 

Résultats chez le contrôle: 
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CFSE des lymphocytes B contrôle: PHA CFSE des lymphocytes B contrôle: ODN 
Figure 4. Résultats de la stimulation des lymphocytes B par les agonistes du TLR 9 

(ODN) et un mitogène (PHA) chez le contrôle non LPLB 
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Résultats chez le patient LPLB : 
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CD45brighf/ SSC high 

Figure 5. Résultats de la stimulation des lymphocytes B par les agonistes du TLR 9 (ODN) 
et un mitogène (PHA) chez un patient LPLB (laboratoire d'Immunologie, Faculté de 

Médecine). 

c. Myélogramme 

Cet examen a été réalisé chez Il patients (33%), afin d'écatier une pathologie plus agressive. 

La moyenne de l'infiltration lymphocytaire était 25% des cellules médullaires, avec la 
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présence chez 10 patients de lymphocytes binucléés dont la quantification allait de rares (chez 

6 patients) jusqu'à 6% des cellules lymphoïdes. 

d. Biopsie ostéo-médullaire 

Une BOM a été réalisée chez 7 patients parmi les Il patients qui ont bénéficié d'un 

myélogramme. Une infiltration est observée dans les 7 cas. Le type est interstitiel (5 patients), 

et/ou intra-sinusoïdal (5 patients) avec dans 1 cas présence d'un nodule interstitiel. 

e. Examens de l'hémostase 

Résultats pour 24 patients : 

TCA: sans particularité chez 21 patients et augmenté chez 3 patients. 

aCC: test réalisé chez 17 patients, positif (avec l'indice de Rosner > 16) dans 2 cas, et 

négative (Rosner < 15) dans les 15 cas restants 

aCL : test réalisé chez 20 patients, négatif chez 7 patients, positif en IgM et IgG chez 1 

patient (qui a eu le TCK allongé, mais les tests aCC et ap2GPI négatifs), positif en IgM 

chez 12 patients. 

aB2GPI : test réalisé chez 18 patients, négatif chez 15 patients, positif en IgM chez 3 

patients (tous avec aCL IgM et aPE IgM positifs sans allongement de TCK, 2 avec aCC 

positifs et 1 avec aCC négatif) 

aPE : test réalisé chez 16 patients, positif en IgM chez 12 patients, douteux chez 1 patient 

et négatif chez 3 patients. Dans 2 cas de positivité seulement les aCC étaient positifs. 

Chez 9 patients, on retrouvait simultanément les aCL(IgM) et aPE(IgM). 

1 seule patiente a présenté tous ces tests positifs (mais avec un TCA non allongé) et 1 

patiente a présenté tous ces tests positifs excepté ap2GPI et TCA qui étaient sans 

particularités. 

Le profil le plus fréquent parmi les patients explorés était le suivant: TC A, aCC, ap2GPI sans 

particularité, aCL et aPE positifs en IgM, et était présenté par 7 patients (41 % des 17 patients 

qui ont bénéficié de l'ensemble des explorations suscitées) (cf manuscrit en annexe). 

Chez aucun patient, nous avons retrouvé des critères nécessaires pour poser le diagnostic du 

syndrome des anti-phospholipides (SAPL) (critères de Sapporo) ; les manifestations restent 

uniquement biologiques. 
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• IgM augmentée dans la recherche des anticorps anti-cardiolipine 

Les IgM pour les aCL sont positifs chez 12 sur 20 de nos patients. Lors de l'analyse des 

résultats ce11ains faits ont attiré notre attention: 

la plupart des résultats des aCL positifs ne l'étaient que pour les IgM, les IgG également 

recherchées restant en dessous du seuil de positivité chez les patients LPLB ; 

aucun de patients LPLB ne présente de syndrome des anticorps anti-phospholipides 

clinique; 

après l'observation des densités optiques de la plaque ELISA de cette analyse, nous avons 

remarqué, que les «blancs-patient» étaient plus élevés chez les patients porteurs de la 

LPLB que dans la population non-LPLB, peu importe le résultat final du test; 

après le traitement des sérums de nos patients par le chlorhydrate de cystéine (réactif 

utilisé pour la dépolymérisation des IgM), et réalisation du même test ELISA à la 

recherche des aCL, tous les «blancs-patients» sont revenus comparables à ceux des 

patients non-LPLB en densité optique. 

Voici les résultats après l'analyse de plusieurs tests ELISA aCL des patients avec LPLB 

comparés à tous les patients testés (toute pathologie confondue). Nous montrons les 

moyennes des densités optiques (DO) pour les puits témoins négatifs pour chaque patient, 

dont les antigènes cardiolipidiques étaient absents. 

Ainsi nous pouvons constater, que dans la série des patients LPLB la moyenne des DO des 

puits témoins est multipliée par un facteur 1,55 par rapport à la moyenne de tous les blancs­

patients confondus. 

Ces calculs ont été effectués pour sur un groupe de Il personnes. 

DO des « blancs-LPLB » DO des « blancs-patients» 

Moyenne 

Écart-type 

Médiane 

0,14 

0,03 

0,14 

0,09 

0,01 

0,09 

Tableau III : valeurs de la DO pour les blancs patients LPLB comparées aux valeurs des DO 
de blancs patients pour tous les patients confondus dans la recherche des aCL 
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f. Analyses biochimiques 

• Électrophorèse des protéines sériques 

Cette analyse a été réalisée chez 32 patients. Chez 20 patients, la fraction des y-globulines 

était repartie de manière polyclonale (69%), chez 10 patients nous observons une restriction 

d'homogénéité dont 8 en IgM et 2 en IgG. 

• Dosage pondéral des IgM 

Les VR varient en fonction du sexe et de l'âge: pour une femme, 20 à 44 ans: 0,71 à 2,09 

g/L, 45 à 59 ans: 0,64 à 1,99 g/L ; et pour un homme, 20 à 44 ans: 0,54 à 1,60 g/L, 45 à 59 

ans: 0,56 à 1,63 g/L 

Le dosage a été effectué chez 31 patients. La moyenne est de 6,7 g/L avec ET = 3,6 g/L, la 

médiane de 6 g/L et les valeurs extrêmes l,let 14,2 g/L. 29 patients étaient au-dessus des VR 

(93%). 

Rcmarque : 

9 patientes sur 18 ont présenté une vitesse de sédimentation (VS) à la première heure augmentée à plusieurs reprises (VR 

< 15mm). 

A titre d'exemple. une patiente avcc VS comprise entre 71 et 98mm a bénéficié des explorations suivantes. ne montrant pas 

de syndrome inflammatoirc : 

Valeur Val. de référence 

CRP Infà 5 

Haptoglo bine 1,39 g/L 0.3-2 

Orosomllcoïde 1,27 g/L 0.5-1.20 

Fer 0.45 mg/L 0.5-1.70 

Ferritine 23,5 ~lg/L 11-306.8 

Fibrinogène 4 g/L 2à4 

Tableau IV : récapitulatif du bilan inflammatoire de la patiente avec la VS élevée. 

Le dosage de la B2 microglobuline a été également eftèctué : 1,42 mg/L (VR < 1.50) 

Etant donné l'absence de perturbations des autres paramètres du bilan inflammatoire, l'hypothèse est la suivante: VS 

augmentée non intlammatoire, due à une interfërence des Ig M plasmatiques qui accélèrent la sédimentation des érythrocytes. 

• Dosage des lactate-déshydrogénases (LDH) 

Les VR pour les LDH totales sont: 190-390 UIIL. 
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Les LDH ont été dosées chez 27 patients. La moyenne est 312 UI/L, ET = 132 UI/L, la 

médiane 321 UI/L, les valeurs extrêmes 99 et 545 UI/L. 8 patients ont présenté une valeur 

supérieure à 390 UI/L (30% de la population dosée). 

g. Explorations immunologiques 

• Réarrangement Bcl2 

Cet examen a été réalisé chez 18 patients. Un réarrangement de Bcl-2 a été constaté chez 5 

patients (28% des patients testés). 

• Réarrangement des gènes des chaînes lourdes des 

immunoglobulines (IGH). 

La recherche de réarrangements IGH a été réalisée chez 9 patients, tous ont montré une 

polyclonalité sans restriction. 

• Phénotypage HLA (Human Leucocyte Antigen) 

Cette analyse a été réalisée chez 31 patients. L'antigène HLA le plus fréquemment observé 

dans cette population est HLA-DR7. Il est présent chez 17 patients: 55% des patients testés. 

Il est connu pour être associé au psoriasis. 

Par ailleurs nous avons observé les antigènes HLA suivants: 

Chez 2 patients HLA-B27 (associé risque de spondylarthrite ankylosante, du syndrome de 

Reiter et de l'uvéite antérieure) 

Chez 8 patients HLA-A1 (associé au risque du déficit en IgA) 

Chez 3 patients HLA-A3 (associé au risque d'hémochromatose idiopathique) 

Chez 3 patients HLA-DR3 (associé au risque du lupus systémique, du syndrome de 

Gougerot-Sjogren, de maladie coeliaque) 

• Recherche d'auto-anticorps anti-nucléaires (ANA) et des facteurs 

rhumatoïdes (FR) 

Les ANA ont été cherchés chez 14 patients, dont 8 ont été positifs (57%). Les FR ont été 

cherchés chez 6 patients dont 1 a été positif. Les anticorps antithyroïdiens dosés chez 3 

patientes se sont avérés positifs dans les 3 cas. 

h. Sérologies virales 

Virus d'Epstein-Barr (EBV) : 29 patients positifs (97%) sur 30 testés. 1 patient présente des 

IgM persistantes. 

(L'étude de l'expression du C02L récepteur à EBV, efTectuée postérieurement à ce travail indique des résultats constamment 

positifs) 
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Cytomégalovirus (CMV) : Il patients positifs (38%) sur 29 testés. 

Herpès simplex virus 1 et 2 (HSV) : 21 patients positifs (81 %) sur 26 testés. Dans 3 cas, la 

sérologie s'est positivée durant le suivi. 

Virus de l'hépatite A (VHA) : 8 patients positifs (32%) sur 25 testés. Dans 2 cas, la sérologie 

s'est positivé durant le suivi. 

Virus de l'hépatite B (VHB) : 3 patients positifs (lI %) sur 26 testés. 

Virus de l'hépatite C (VHC) : 1 patient positif (3%) sur 29 testés. 

Virus de l'immunodéficience humaine (HIV) Y2 : Les 27 patients testés sont séronégatifs. 

Charge virale EBV : demandée chez un patient. elle était détectable, mais non augmentée (confirmé chez 3 autres patients -et 

une « négative »- non inclus dans ce travail). 

1. Etude cytogénétique 

Le caryotype conventionnel a été réalisé chez 29 patients et complété par une étude FISH 

chez 23. 

Un caryotype anormal (présence d'anomalie clonale) est observé chez 17 patients /29 (59%). 

L'isochromosome +i(3)(ql0) surnuméraire est observée chez 14 patients / 23 analysés par 

caryotype et FISH et est noté sur 4% de mitoses en moyenne (ET 5%, médiane 2%, valeurs 

minimale-maximale 0-21 %). 

Une trisomie du chromosome 3 est observée chez 12 patients. Chez les patients concernés, 

cette anomalie est observée sur 4% des mitoses (ET 5%, médiane 3%, valeurs minimale­

maximale 0-21%). Jamais la trisomie 3 n'est associée à la présence de +i(3)(ql0) dans la 

même cellule. Les d'eux anomalies sont observées chez Il patients. 

Une instabilité chromosomique est observée pour 20 patients /29 (69%). 

Une PCC est observée chez 6 patients. Le pourcentage moyen de cellules où une PCC a été 

observée est de 3% (allant de 1 à 4%). Chez 6 patients (29%) aucune anomalie n'a été 

observée. 4 patients n'ont pas été explorés. 

Des anomalies additionnelles ont été notées chez 18 patients. Les caryotypes complets 

figurent dans l'annexe 3, tableau XI. 

J. Cas particulier de famille comprenant mère et fille atteintes (patientes 21 et 22) 

Voici le tableau récapitulatif des paramètres clinico-biologiques des deux patientes. 
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Age PA Hb GB Ly % Iybi IgM LDH 

mère 58 >20 12,9 19,8 9,3 5 9,6 538 

fille 24 4 13,1 12,4 5,8 5 2,6 408 

%CD19 %CD27 Cytogénétiq ne Bcl2/IGH Splénomégalie 
··~·_v. ____ v· ___ ,_· __ · _______ w_·.·.·· ___ ._._""_._,,_,,,··· .. _ .. ~. -- -",,_ .......... . ······· ......... v._. __ .·. 

mère 66 62 Trisomie 3 OUI OUI 

fille 63 63 i(3)q(10) : 2% non non 

Tableau V : Récapitulatif des résultats dans le cas particulier de la mère et fille LPLB 

8. Groupe non-LPLB 

a. Patients 

Nous avons constaté la présence de lymphocytes binucléés, souvent en petit nombre, chez 

d'autres patients. Nous nous sommes interrogés sur la possibilité d'une LPLB et les avons 

explorés comme tels. Le diagnostic ayant été finalement rejeté, ce groupe a été étudié afin 

d'identifier les particularités qui le différencient des patients « LPLB ». 

Il s'agit d'un groupe de 10 personnes: 9 femmes, 1 homme. 

Moyenne d'âges: 47 ans, avec âges extrêmes à 63 et 31 ans, médiane à 49,5 ans. 

La durée du suivi est de 3,4 ans en moyenne. 

b. Antécédents familiaux 

1 patient avec drépanocytose chez le père, 1 patient avec PR chez un frère 

c. Antécédents personnels 

(recueillis chez 9 patients) 

• Tabac 

Tous les patients sont fumeurs: 2 patients sont à plus de tous à plus de 5 PA, 5 à plus de 20 

PA, 2 à plus de 50 PA 

• Alcool 

1 patient sur 8 interrogés consomme de l'alcool de façon excessive 

• Antécédents psychiatriques 

1 patiente: troubles anxio-dépressifs (sous traitement antidépresseur) 

1 patiente: troubles anxieux 
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• Auto-immunité 

2 patients ont subi une thyroïdectomie (adénome pré-toxique, nodules) 

1 patient: goitre thyroïdien 

1 patient: sclérose en plaques (SEP) évolutive (DR3), il s'agit du seul homme du groupe 

• Hématologie 

1 patient: maladie de Willebrand 

1 patient: diagnostic final = lymphome de la zone marginale 

• Neurologie 

1 patient: épilepsie 

• Douleurs rhumatismales 

2 patients : douleurs articulaires 

1 patient: crampes 

1 patient: lumbago 

• Affections « pneumo logiques » 

3 patients: BPCO 

1 patient: emphysème bilatéral 

• Antécédents gynécologiques 

1 patiente: cystadénome fibreux de l'ovaire 

• Asthénie 

6 patientes 

• Céphalées 

3 patients s'en plaignent: 

1 dans le cadre de la SEP, 1 à type de migraines chez une patiente avec antécédent de la 

dengue 

d. Explorations biologiques 

• Hémogramme et numération plaquettaire 

Hémoglobine, plaquettes: tous les patients sont dans les valeurs de référence, sauf une 

(patiente 5) qui avait 462 G/L de plaquettes. 

Leucocytes: 6 patients ont une leucocytose allant de 10,21 à 28,5x109/L. 

Lymphocytes: 8 patients ont une lymphocytose absolue, les valeurs allant de 4,1 à 20,52 

x109/L (pour la patiente 1). 
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Chez tous les patients, des lymphocytes binucléés sont observés sur le frottis sangUIn. Le 

pourcentage varie de <1 % à 5% (chez la patiente 1, et ce chiffre reste une observation isolée). 

• Hémostase 

Chez 5 patients, une recherche des anticorps antiphospholipides a été réalisée: 

aCC, aCL, aJ32GPI, aPE ont été négatives chez tous ces patients. 

• La cytométrie en flux 

Voici les profils phénotypiques des 10 patients. 

Patient 

Lympho (G/L) 20,52 5,46 5,34 3,53 6,28 4,9 6,49 3,92 4,36 

CDI9 + 18% + + 15% + + 14% 16% 

CD5 ND ND 

CDIO ND ND 

COlle ND 10% ND ND 

CD20 + 16% ND + 13,5% + + 12% ND 

CD22 + 18% ND + 14% + + 14% ND 

CD23 + 14% ND + 8% + ND 

CD24 + 17% ND + 14% ND + 10% ND 

CD25 ND ND ND 

CD27 + ND 7% ND ND 

CD38 +7 13% ND + 13% + 10% ND 

CD43 ND ND 

CD79b + 13% ND + 13% + + 13% ND 

FMC7 + 15% ND + 13% + 14% ND 

CD95 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

CDI03 ND ND ND 

kappa 53 8 15 16 8 15 19 8 10 

lambda 2 7 8 12 4 9 19 3 6 

CD30 ND ND ND ND ND ND ND 

CD34 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

CD40 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

CDI22 ND ND ND ND ND ND ND ND 

CD!38 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

CDl54 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

TLR 7,9,10 ND ND ND ND 4% ND ND ND ND 

0 

4,1 

12% 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

6 

4 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

----=-. =-~_. ,"""~""'"""=-=-.. ~ .~~~~---~ .. 

Tableau VI : Les profils CMF des 10 patients avec le diagnostic de LPLB écarté 
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Ig M+D : intensité de fluorescence (mean fluorescence intensity, MFI) réalisée chez 6 

patients 

__ ~_M!!.. _____ JK~ ____ Jg!?_. __ _ 
~oyenne 96 152 

ET 77 57 
~édiane 61 150 
~ax 214 236 
~in 23 81 

Tableau VII : expression des immunoglobulines de surface IgM et IgD sur les lymphocytes 
CD 19+ 

• Myélogramme et BOM 

Réalisés chez 2 patientes 

1 patiente: infiltration lymphocytaire 30%, LZM 

1 patiente: les deux examens sans particularité (thrombocytémie essentielle TE) 

• Cytogénétique conventionnelle et FISH 

Les deux ont été réalisés chez 6 patients. 

Caryotype uniquement: chez 2 patients. 

Chez la patiente 1, le caryotype a montré une trisomie 3 (lymphome de la zone marginale). 

Chez la patiente 5 la mutation JAK 2 a été trouvée et le diagnostic de TE porté (nous avions 

remarqué au cours de son suivi une augmentation des plaquettes qui a été explorée). 

Chez tous les autres patients explorés on a pas retrouvé ni de trisomie 3 ni de i(3)q(10). 

o Bcl-2 réarrangements 

Absence chez 3 patients testés. 

o IgH réarrangements 

Absence chez 2 patients testés. 

o Typage HLA 

1 patiente: HLA-DR7, c'est la patiente 3, lymphocytose B et T chronique mal expliquée. 

1 patient (4), (Al, A30; B18, B27; DR3; DQ2) souffrant de la SEP et ne présentant pas 

d'antigène HLA-DRI5 connu pour être associé à la SEP. 

• IgM pondérales 

4 patients présentent les valeurs des IgM augmentées. Ces valeurs varient de 2,14 à 3,23 g/L 

chez la patiente avec LZM. Chez les 3 autres patientes l'augmentation reste minime. 

Dans tous les cas sauf 2 (LZM et antécédents de la dengue) l' éléctrophorèse des protéines 

sériques a montré un aspect polyclonal des gammaglobulines. La patiente 1, avec LZM a 
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présenté une IgM lambda, et la patiente 2 (antécédents de dengue), une IgG kappa 

oligoclonale. 

• Sérologies virales 

Tous les patients sont EBV +,3 CMV+, 6HSV+, 3VHA+, 1 VHB+. 

Tous les patients sont VHC et HIV négatifs. 

• Auto-immunité 

ANA sont positifs chez un patient: patient 4 (SEP) et douteux chez une patiente: patiente 5 

(TE). 
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Nous venons de présenter les données clinico-biologiques d'une série de 33 patients atteints 

de LPBL. Il s'agit possiblement de la plus grande série connue de LPBL ayant été explorée de 

manière homogène (mêmes laboratoires, mêmes techniques). 

Nous reprendrons nos données en les discutant point par point. Une discussion plus générale 

sur les fonctions des lymphocytes impliqués sera par ailleurs proposée. 

1. Antécédents ±àmiliaux et personnels 

a. Antécédents gynécologiques 

Dans le but d'étudier un éventuel SAPL, nous avons porté une attention particulière aux 

grossesses et autres antécédents gynécologiques. Aucun élément concordant n'est apparu. 

L'association LPLB et présence d'anticorps a~2GPI et aPE (Granel et al, 2002[23]) est 

discutée dans le manuscrit figurant en annexe 4. 

b. Antécédents de problèmes auto-immuns 

Dans notre cohorte de 33 personnes, nous avons observé la présence d'antécédents familiaux 

(18%) et personnels (45%) de maladies auto-immunes, de fatigue excessive (85%). 70% de 

patientes souffrent des douleurs musculaires et/ou articulaires diverses. 12% présentent le 

syndrome de Raynaud, alors que la prévalence dans l'ensemble de la population est estimée à 

5 à 6 % (même si ce syndrome semble plus fréquent chez les femmes). 14% souffrent de 

psoriasis (tous avec l'antigène HLA-DR7). Ce dernier résultat concorde avec le fait, que 

l'antigène HLA-DR7 est connu pour être associé au psoriasis. Rodriguez et al, 1996[55], 

décrit un cas ou la LPLB était associée au psoriasis. La patiente se plaignait également d'une 

asthénie marquée, mais cependant elle ne présentait pas d'antigène HLA-DR7 ! De Haan et 

al, 2006[10], rapportent un cas où la patiente associait les douleurs d'extrémités, asthénie, et 

douleurs lombaires en plus de la LPLB. 

Granel et aL 2001 [23], décrivent 3 cas de LPLB avec des IgM anti~2GPI dont deux sont 

associés à une fibromyalgie. Hafraoui et al, 2008[25] citent également une patiente LPBL 

avec clinique évocatrice de FM: antécédent d'angioedème héréditaire, plusieurs épisodes 

d'infiltration cutanée lymphocytaire (maladie de Jessner et Kanof: forme particulière de 

lupus érythémateux cutané) ainsi qu'une asthénie chronique et douleurs diffuses évoquant le 

diagnostic de FM. 

Il semblerait donc, qu'à chaque cas décrit, on retrouve une notion de fatigue, douleurs 

articulaires, même jusqu'à évoquer le tableau de la FM et très souvent une notion de maladie 
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auto-immune (MAI) accompagnant. On pourrait tenter d'expliquer le bouquet de signes 

fonctionnels parmi nos patients de manière suivante: il s'agit souvent d'une population assez 

jeune, essentiellement féminine. La susceptibilité spécifiquement féminine à développer les 

MAI est connue. Donc les populations de la LPLB et des MAI pourraient correspondre. De 

plus, comme il s'agit d'une population jeune, la justification de l'hémogramme doit être 

établie (comme nous avons remarqué lors de l'observation de notre groupe, la lymphocytose 

était découverte de manière fortuite pour la plupart des cas, et cela, pour des affections qui 

n'avaient pas de lien direct avec la LPLB). Ces affections intercurrentes, le plus fréquemment 

rencontrées dans la population féminine, pourraient provoquer la découverte de la LPLB. 

Ainsi, des LPLB non associées à des problèmes plus «bruyants» resteraient 

asymptomatiques. Cette hypothèse laisse supposer, que la prévalence de la LPLB resterait 

sous-estimée. 

c. Diagnostic différentiel: la fibromyalgie (Hauser et al, 2009[26], EL Maghraoui, 

2003[14]) 

Les signes fonctionnels décrits par les patientes de notre cohorte constituent un tableau proche 

de celui décrit lors de FM. Dans notre série, 85% des patientes sont asthéniques, 70% 

présentent des algies diverses (céphalées, douleurs musculaires ou articulaires), 42% des 

troubles psychiques. La question de la FM comme diagnostic différentiel a été soulevée. La 

FM est un syndrome rhumatismal caractérisé par un état douloureux musculaire diffus, 

évoluant de façon chronique, associé à une fatigue, un dérouillage matinal, des troubles du 

sommeil et de l'humeur, la présence de points douloureux caractéristiques à la palpation et 

divers autres symptômes. Il s'agit d'une affection fréquente mais encore largement méconnue. 

On retrouve cette maladie partout dans le monde. La prévalence est autour de 2% de la 

population générale. Elle représente actuellement le 3èmc « rhumatisme » pris en charge par 

les rhumatologues. Elle touche la femme dans 80-90% des cas, le plus souvent entre 30 et 60 

ans. Elle est plus fréquente dans les milieux défavorisés et de faible niveau d'instruction. Le 

tableau typique est représenté par une femme de la cinquantaine consultant pour des douleurs 

diffuses évoluant depuis des années. Le diagnostic est difficile et repose uniquement sur la 

clinique. Ce n'est pas un diagnostic d'élimination, la FM peut coexister avec d'autres 

pathologies. La fatigue est un élément majeur du diagnostic, il s'agit souvent d'un état de 

fatigabilité anormal, pour des tâches physiques et/ou mentales banales. Les troubles de 

l'humeur sont fréquents. On trouve des antécédents de dépression dans 50 % à 70 % des cas 
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de FM. En revanche, seulement de 18 % à 36 % des patients souffrent à la fois de FM et de 

dépression. 

Nous pouvons donc observer certaines similitudes entre la FM et la LPLB, au nIveau de 

signes fonctionnels tels que l'asthénie, les céphalées, les états dépressifs, les douleurs diffuses 

à type rhumatismal, sans arguments en faveur d'une pathologie destructive ou auto-immune 

documentée. Il serait peut-être utile de vérifier/réaliser l'hémogramme chez des patients chez 

qui le diagnostic de la FM ayant été évoqué, ne peut être reteml, afin de ne pas ignorer une 

LPLB. Il ne faut toutefois pas oublier, que la FM peut co-exister avec d'autres pathologies. 

2. Contexte, épidémiologie 

o. üéquence 
Une évaluation (menée en dehors de ce travail) à permis de revoir près de 200 fI'ottis provenant de femmes âgées de 20 à 50 
ans avec lymphocytose isolée. Dans 17 cas, des lymphocytes binucléés ont été observés, 7 s'avérant être d'authentiques 
LPLB). Ceci laisse supposer que la fréquence de la LPLB est effectivement sous-estimée. 

a. Ratio hommes/femmes 

Notre série de 33 patients est composée de 29 femmes et 4 hommes. Les données de la 

littérature sont présentées dans le tableau VIII. 

Sériel auteurs Femmes Hommes 

« Nancy» 29 4 

Giudice et al, 2009[ III 4 

Cornet et al, 2008[9] 91 20 

Himmelmmann et al,2001 [291 4 

Schmidt-Hieber et al, 2008 [61 J 24 

Callet-Bauchu et al, 1997[4] 0 3 

Tableau VIII : Proportions des patients LPLB selon le sexe dans la littérature (non exhaustive). 

En résumé, le sexe ratio femme/homme est d'environ 4,7 femmes pour un homme, soit 

environ 10 à 20% d'hommes. 
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b. Évolution 

Selon Roussel et al, 2004[57], avec un recul de plus de 20 ans, il semble que la pathologie soit 

bénigne et qu'il ne faille pas la traiter. Cependant elle doit être surveillée, puisqu'on observe 

de rares cas des patients développant des lymphomes ou des cancers autres, sans que 

l'association avec LPLB soit rigoureusement prouvée (même si suspectée pour les LNH). 

Schmidt-Hieber et al, 2008[61] rapportent dans leur série de 25 patients, un cas de lymphome 

Iymphoplasmocytaire. Callet-Bauchu et al, 1997[4] présentent trois cas, dont un souffrait de 

lymphome non Hodgkinien de type MALT gastrique. 

Dans notre cohorte suivie en moyenne pendant 6 ans (ET=4 ans), une patiente a augmenté ses 

lymphocytes avec altérations morphologiques, mais tout est revenu à l'état préalable en 2 ans 

et sans traitement, et une a développé un cancer bronchique fatal. 

c. Étiologie 

Tabac? Possible, tous nos patients fument, ce qui est le cas dans pratiquement toutes les 

séries décrites. Chez certains patients, la lymphocytose a tendance à régresser après l'arrêt du 

tabac (Carstairs et al, 1985[6], Rodriguez et al, 1996[55], confirmé chez 2 patientes série du 

GFHC), mais les anomalies chromosomiques persistent. 

3. Le tableau clinique 

Splénomégalie (SM) 

Dans notre série, 17% des patients ont présenté une SM, au diagnostic ou au cours de 

l'évolution, ce qui est moindre qu'attendu d'après le littérature. Selon Roussel et al, 2004[57], 

la SM est présente dans environ la moitié des cas, toujours modéré et isolée. Schmidt-Hieber 

et al, 2008[61] ont 57% des patients avec SM. Feugier et al, 2004[18] rapportent 62% de SM. 

Cependant, Troussard et al, 2004[67], rapportent une fréquence de 16% de SM. Ces 

différences avec nos données pourraient correspondre à un biais de sélection? 

Dans la série de Giudice et al, 2009[11], 5 patients (4 femmes, 1 homme) ont présenté une 

SM soit au diagnostic, soit lors du suivi. 4 sur 4 testés étaient HLA-DR7. Devant une 

augmentation de la SM observée chez tous les patients, 3 patients ont subi une splénectomie. 

L'examen histologique ressemblait à celui du lymphome de la zone marginale avec une 

hyperplasie de la zone marginale d'origine folliculaire; la taille des cellules variant de petite à 

moyenne, les mêmes éléments lymphoïdes étaient présents dans les sinus spléniques et la 

pulpe rouge. Cet infiltrat splénique était CD27, IgM, IgD, bcl-2 positif et CD3, CD10, CD31 

63 



négatif, même profil que les cellules retrouvées dans le sang et la moelle de nos patients. Chez 

deux sur trois patients splénectomisés, on a observé une régression de la lymphocytose grâce 

à la réduction des cellules B circulantes, 10 et 6 mois suivant la splénectomie, ce qui est en 

fàveur de l'origine splénique de la population circulante dans la LPLB. Le troisième patient 

splénectomisé présentait une lymphocytose après 15 mois de suivi post-splénectomie. 

Par ailleurs, les cellules CD27+, IgM+, IgD+ sont connues pour être d'origine 

extrafolliculaire, de la zone marginale de la rate (Jacquot et al, 2006[30]). Ainsi les 

lymphocytes provenant de la rate pourraient s'y accumuler d'autant plus facilement. Comme 

seulement une partie de patients présente une SM, les anomalies des molécules d'adhésion 

pourraient être un caractère acquis (explorations partielles réalisées, à reprendre), résultant d'une survie 

prolongée de ces cellules (défaut d'apoptose) et des problèmes dans la réparation d'ADN (des 

mécanismes induits par le génome viral ?) et qui surviendraient chez les patients présentant 

une SM. Dans cette hypothèse, la capacité d'acquisition de « défauts de fonctionnement» 

pourrait être un facteur prédisposant à l'évolution vers diverses pathologies malignes. La 

question est pourquoi le passage à la pathologie maligne est si rare parmi ces patients, alors 

que les diverses anomalies présentées, communes d'ailleurs à la LPLB et aux pathologies 

malignes (réarrangement bcl-2/IgH, trisomie 3 ... ) sont si fréquentes. L'hypothèse serait qu'on 

pourrait supposer que les anomalies chromosomiques, ou des réarrangements génomiques 

sont dans la LPLB une conséquence d'un processus méconnu (EBV ?). D'autres arguments 

allant dans ce sens sont que tous les patients avec LPLB ne présentent pas les mêmes 

anomalies, exprimées au même degré. Ainsi la SM pourrait être une conséquence de défaut 

des molécules d'adhésion, et faire partie d'événements possibles au cours de la LPLB. 

Par ailleurs, Tangye et al, 2009[65], rapportent que chez un individu normal, la proportion des 

cellules B dans le sang périphérique et la rate est respectivement de 25 et 50%. De plus, la 

proportion des cellules CD27+ (mémoire) dans le sang et dans la rate est respectivement de 

25% (sang) et 50% (rate) de l'ensemble des cellules B. Comme ces proportions sont 

perturbées dans au cours des LPLB, on peut supposer que le tropisme des lymphocytes pour 

la rate est dérégulé, en faveur d'un problème d'expression des molécules d'adhésion. 

4. Les explorations biologiques 

a. Lymphocytose et pourcentage de lymphocytes binucléés 

La moyenne de la numération lymphocytaire dans notre série est de 5,9x109/L. Parmi nos 

patients, 2 ont cependant les valeurs comprises dans les VR : 2,9 et 2,5x109/L. 
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Dans la littérature. le chiffre des lymphocytes anormalement élevé fait partie bien entendu des 

critères amenant à la reconnaissance des LPLB. Cependant comme le rapportent 

Himmelmann et al, 2001 [29], dans la famille d'une patiente avec LPLB, on a retrouvé un 

frère sans lymphocytose mais qui présentait une LPLB mal étiquetée, persistante durant 12 

ans. puis disparue 3 ans après l'arrêt du tabac. Ce patient avait une SM, des IgM élevés, et des 

lymphocytes binucléés au frottis sanguin. Vignes et al, 2000[72], décrivent le cas d'une 

patiente qui présentait également une LPLB avec numération lymphocytaire dans les VR. De 

plus. il avait été constaté que la lymphocytose apparaissait et disparaissait en fonction de la 

diminution de la consommation tabagique. 

Dans notre série. la patiente «2 » avec 2,9x109/L de lymphocytes dont 5% binucléés, est 

HLA-DR7, présente l'anomalie +i(3)(q10), ses IgM sont à 10,5g/L et son profil cytométrique 

indique la majorité de cellules B, CD27+, IgM+, IgD+ (60% des lymphocytes totaux). Elle a 

été suivie dans notre service depuis 6 ans et jamais elle n'a présenté de lymphocytose en 

valeur absolue. La patiente « Il », avec 2,5x109/L de lymphocytes, dont 1 % de binucléés, ne 

présente pas de phénotype HLA-DR7, la seule anomalie cytologique est la trisomie 3, le taux 

d'IgM se trouve dans les VR et son profil cytométrique montre 14% de CD19+, 9%CD27+, 

IgM+, IgD+. Elle est suivie dans notre service depuis 2 ans. Son diagnostic pourrait être remis 

en question. 

Ces deux cas de notre série montrent, de manière attendue, que le diagnostic de LPLB peut 

être porté chez des patients qui ne présentent pas de lymphocytose absolue. 

Le pourcentage de formes binucléées varie de 1 à 10% chez nos patients, avec une moyenne 

de 4% (ET = 2%). Nous nous sommes posé la question d'un seuil permettant d'affirmer une 

LPLB. En effet. une des patientes présente moins de 1 % de cellules binucléées, ce qui 

signifie, sur une formule faite « rapidement» il serait possible de passer à côté du diagnostic. 

C'est une forme morphologiquement discrète, mais qui présente par ailleurs toutes les autres 

caractéristiques orientant vers la LPBL, et donc qui au final nécessite une surveillance. 

Nous serions donc tentés de dire qu'il suffit de se trouver en présence de cette morphologie 

particulière de lymphocyte pour déclencher les investigations afin d'affirmer ou d'infirmer la 

LPLB, sans attendre l'apparition d'une hyperlymphocytose. Cependant, les patients récusés 

ou restant « douteux» avaient aussi des lymphocytes binucléés, mais le plus souvent ::;1 %. 

Pour ces formes peu évidentes cytologiquement, il semble donc prudent de compléter les 

explorations avant de porter le diagnostic de LPBL sur la simple cytologie. Dans notre série 

tous les diagnostics incontestables ont ~2% de formes binuc1éées parmi leurs lymphocytes. La 

révision des 200 f"ottis (17 observations de lymphocytes binucléés mais seulement 7 cas authentiques) confirme l'impression 
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que la LPLB se manifeste par une pourcentage substantiel de cellules binucléées, au moins 1 il 2 % des lymphocytes. souvent 

plus (3-5%). 

b. Myélogramme et BOM 

Une minorité de patients (les plus anciens) ont bénéficié d'une exploration médullaire. Celle­

ci a indiqué une infiltration constante, bien visible en histologie, et retrouvée plus 

difficilement en cytologie (elle aurait possiblement été manquée en l'absence d'orientation 

diagnostique, car les cellules binucléées médullaires sont rares). L'étude des BOM montre 

une infiltration interstitielle et intra-sinusoïdale. Ces images évoquent les caractéristiques du 

lymphome de la zone marginale (F eugier et al, 2003 [18]). Cette infiltration intravasculaire 

particulière peut suggérer une anomalie de la migration leucocytaire. Les molécules ICAM-1 

(CD54) et LF A-l régulent les interactions avec le stroma cellulaire et avec les autres cellules, 

importantes pour la migration leucocytaire et leur retour dans les ganglions (homing). Dans 

l'étude citée, les molécules d'adhésion comme CD62, CDllc, CD29, CD49d et CD31 

(PECAM-l : platelet end othe liaI cell adhesion molecule) présentent une expression altérée. 

Une migration altérée pourrait être responsable de l'accumulation lymphocytaire dans la 

moelle osseuse et le sang périphérique, avec une incapacité de retour dans les organes 

lymphoïdes secondaires. Ces résultats mériteraient d'être complétés, et voir la corrélation 

éventuelle entre leur expression et la présence de la SM. 

5. Fonction des lymphocytes B dans la LPLB 

a. CMF 

• Profil immunologique des lymphocytes B dans la LPLB 

Les cellules ont un profil particulier et très reproductible pour l'ensemble des patients, et qui, 

de plus, est stable au cours du temps pour chaque individu, ce qui permet presque d'en faire 

une « signature diagnostique ». Typiquement: 

CD19+, CD20+ (expression forte), CD21 +, CD22+ 1- (faible), CD24+, CD27+, CD79b 

fort+, FMC7+(forte ou faible), CD40+, kappa+, lambda +, avec une expression de TLR 

7, 9, 10 augmentée; 

CD5-, CDI0-, CDllc-, CD23-, CD25-, CD30-, CD34-, CD38-, CD43-, CD95-, CD103, 

CDI22-, CD138-, CDI54-. 

Cependant 4 patients présentent une expression partielle et faible de CD5 allant de 30 à 50% 

des cellules CD19+. Dans la littérature, le CD5 n'est pas retrouvé chez les patients LPLB, 
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excepté dans la série de Schmidt -Hieber et al, 2008161]. Ces derniers résultats nous semblent 

néanmoins contestables. 

• Ig M+D de surface: intensité de f1uorescence MFI 

Chez les patients non LPBL, l'intensité des IgM reste faible (4/5 <150), les IgD sont 

fortement exprimées (4/5 >150). L'expression des IgD est toujours plus forte que celle des 

IgM (5/5). 

Chez les patients avec LPLB, l'intensité des IgM est souvent élevée (20/31 > 150), les IgD 

sont souvent faiblement exprimées (22/29 <150). L'expression des IgD est souvent plus faible 

que celle des IgM (23/29). 

Ainsi, la population LPBL est plutôt du type IgMhigh IgD!tm. Par ailleurs, l'intensité 

d'expression des IgM+D pourrait être un argument supplémentaire de diagnostic différentiel, 

même s'il reste mineur, partiel et non reproductible. En effet la répartition attendue des sous­

populations B sanguines montre de lymphocytes B naïfs IgMlow IgDhigh CD27-, des cellules B 

CD27+ IgM-IgD- (cellule B mémoire post centre germinatif ayant commuté leur classe d'Ig) 

et des cellules B CD27+ IgMhigh IgD10\\ type zone marginale (WeIler et al, 2004[74]) 

auxquelles correspondraient nos cellules. 

• CD40 

CD40 est le récepteur responsable de la stimulation des lymphocytes B mémoire. 

Suivant la stimulation antigénique les lymphocytes B répondent par la prolifération et forment 

les centres germinatifs en interagissant avec les lymphocytes T activés, par le contact direct 

de cellule à cellule ou par des facteurs solubles (Fecteau et al, 2003 [16]). Cette réponse 

nécessite une stimulation de CD40 exprimé par les lymphocytes B par son ligand, CD154, 

exprimé par les lymphocytes T activés. CD40 est un membre de la famille des tumour 

necrosis factor (TNF) qui inclut entre autres CD95 (Fas), CD30, CD27 ... Comme tel, il est 

impliqué dans le développement des lymphocytes et la régulation de la réponse immune. La 

liaison de CD40 au CD 154 induit la trimérisation du CD40, déclenchant une cascade de 

signalisation qui mène à la maturation de lymphocyte B antigène dépendante. L'importance 

de la stimulation du CD40 est bien illustrée chez les patients souffrant du déficit immunitaire 

avec hyper IgM lié à l 'X, dans lequel la mutation du CD 154 bloque l'interaction CD40-

CD154. Dans ce cas, l'activation des lymphocytes B et la production des Ig sont dissociés, et 

il en résulte une réponse immune non fonctionnelle aux antigènes T-dépendants. 

Au cours de la LPLB, selon Roussel et al, 2004[57], une inhibition de la prolifération a été 

observée après stimulation par le CD40, sans impliquer son récepteur CD 154. Ils ont aussi 
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montré que les cellules étaient résistantes à la stimulation de Fas en dépit d'une expression 

élevée de son ligand (Fas-L) et qu'une réponse apoptotique anormale était observée après le 

traitement par l'étoposide. En conséquence, il existe une anomalie de la voie CD40-CD40L 

malgré l'expression de CD40 par les lymphocytes binucléés, ce que confirment nos résultats. 

Cette anomalie reste à approfondir. 

• CD27 

Au cours de la LPLB, les cellules sont CD27+. Ce CD est retrouvé sur 90% des cellules B 

CDI9+, alors que dans la population générale, 10% environ des lymphocytes B sont CD27+. 

Comme indiqué précédemment, le CD27 est le marqueur des cellules B « mémoire », alors 

que les lymphocytes CD27- sont dits « naïfs ». Dans le sang, les cellules B CD27+ mémoire 

sécrètent des IgG et IgA, alors que les cellules B CD27- sécrètent plutôt les IgM. Ceci 

contraste avec nos cellules qui sont clairement Ig M+D positives le plus souvent. Fecteau et 

al, 2003 [16], rapportent une étude où les cellules CD27+ mémoire et les cellules CD27-

naïves sont stimulées par la liaison CD40-CD 154 in vitro, avec examen de la réponse des 

cellules B mémoire et cellules B naïves périphériques selon la durée de l'interaction. La 

prolifération et la différenciation de deux sous-ensembles stimulés par le CD 154 et IL-4 

durant une période courte (4-5 jours) et une période longue (>7jours) sont évaluées. Après 

une stimulation courte, les cellules B mémoire ne présentent pas d'expansion, mais sont les 

seules à se différencier en cellules IgG et M sécrétantes. Une stimulation prolongée de cette 

population mène à une mort cellulaire. Dans la population de cellules B naïves, la stimulation 

prolongée provoque leur prolifération, expansion et différenciation en cellules sécrétrices des 

IgM et IgG. Cette stimulation prolongée de CD40 déclenche également dans les cellules B 

naïves le switch en cellules IgG-sécrétantes et une expression de CD27 en absence 

d'hypermutations somatiques, ce qui suggèrerait que ces deux événements pourraient être 

indépendants. Cette étude montre que les cellules B naïves et les cellules mémoire ont des 

exigences distinctes pour engager une réponse immunitaire, reflétant leurs différents rôles 

dans l'immunité humorale. 

On peut les comparer avec les cellules LPBL qui sont CD27+, mais s'accumulent et sécrètent 

les IgM de manière démesurée. La stimulation prolongée attribuée à un virus (EBV ?) ou la 

consommation du tabac deviendrait alors responsable de l'émergence des clones CD27+ qui 

ne fabriqueraient que des Ig de faible affinité, et qui s'accumuleraient. Ce ne seraient alors ni 

des cellules naïves, ni des cellules B mémoire mais un stade intermédiaire? 

Le fait que les lymphocytes B soient capables d'exprimer CD27 sans avoir rencontré 

l'antigène est curieux mais admis. Si on supposait que les lymphocytes LPLB sont des 
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lymphocytes de l'immunité innée qui n'ont jamais rencontré d'antigène. mais qui ont subi les 

hypermutations somatiques « pré-programmées », et qu'ils circulent dans le sang directement 

en provenance de la moelle, l'acquisition de CD27, signe du contact avec antigène irait à 

l'encontre de cette hypothèse. Le fait que le CD27 puisse être acquis après une stimulation 

sans que l'antigène soit rencontré et que ces cellules ne soient pas des véritables « cellules 

mémoire» ouvre la voie à l'hypothèse, qu'une stimulation (tabac, EBV) sur un terrain 

prédisposé (HLA-DR7, cellules avec défaut d'apoptose) permettrait d'aboutir à une 

production et accumulation des cellules incompétentes, ne répondant pas à un besoin de 

l'organisme, mais productrices d'Ig. Ces cellules pourraient échapper au contrôle du système 

immunitaire sans pour autant constituer un compartiment dangereux à évolution maligne. 

Dans cette hypothèse, ce problème « initial» serait bénin, et l'évolution vers les pathologies 

malignes serait possiblement liée à l'instabilité génétique . 

• TLR 

Décrits chez la drosophile, les Toll Like Receptors font partie de l'immunité ancestrale 

responsable de la reconnaissance des antigènes bactériens. Leur rôle est de reconnaître les 

antigènes bactériens: les polysaccharides, les séquences de l'ADN spécifiques. Les cellules 

des patients LPBL surexpriment pour la plupart les TLR exprimés par les cellules B (TLR 7, 

9, 10). Il semble qu'ils soient présents sur les lymphocytes B correspondant 

morphologiquement aux lymphocytes binucléés. Il est curieux de constater, que les 

lymphocytes B prédominants dans la LPLB sont pas seulement CD27+, IgM+, IgD+, profil 

suggérant une origine extrafolliculaire, et plutôt de la zone marginale de la rate, et sont aussi 

des lymphocytes B mémoire innée, mais aussi qu'ils expriment des TLR 7, 9 et 10. Cette 

surexpression inattendue des TLR pourrait constituer un argument supplémentaire pour le 

diagnostic positif de cette entité. 

Chez les patients LPLB, après l'étude de l'expression du TLR9, nous avons constaté qu'une 

partie des cellules CD 19+ surexprimait ce récepteur par rapport aux cellules CD 19+ des sujets 

témoins. L'étude de la stimulation de cellules CD19+ des patients LPBL par les agonistes du 

TLR9 a montré une prolifération d'une partie de leurs lymphocytes B, cette prolifération 

n'étant pas observée chez les témoins. Les lymphocytes B des sujets sains ne sont pas 

sensibles à la stimulation par les agonistes du TLR9, contrairement aux lymphocytes LPLB. 

Par ailleurs il serait intéressant d'observer « simplement» les frottis lymphocytaires, afin de 

détenniner si le pourcentage des lymphocytes binuc1éés a changé. Une éventuelle 

augmentation du pourcentage des lymphocytes binucléés pourrait suggérer que c'est cette 

fraction cellulaire qui serait soumise à la prolifération plus spécifiquement. 
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• CD21 

Les cellules sont CD21+. Le CD 21 est le récepteur du complément 2, mais aussi du virus 

d'Epstein Barr (EBV -R), avec persistance après activation par l'EBV. 

Chez nos patients, la persistance du CD 21 pourrait résulter d'une interaction erronée de ces 

cellules avec EBV, d'autant plus que le CD 21 participe à la régulation de l'activation et de la 

prolifération des lymphocytes B. Toutes nos patientes sauf 1 présentent une sérologie EBV+. 

b. IgM 

Les lymphocytes B sont un constituant majeur du système immunitaire puisque ce sont les 

cellules clefs de la réponse immunitaire humorale, à l'origine de la production des anticorps, 

immunoglobulines (Ig) réparties en cinq classes chez l 'homme. Les immunoglobulines sont 

(après l'albumine) les protéines les plus abondantes dans le sérum. Un individu de 70 kg 

produit environ 8 g d'Ig par jour, dont 5g d'IgA, 2,5g d'IgG, 0,6 g d'IgM et des traces d'IgD 

et d'IgE. Quotidiennement, plus de 3g d'IgA et la moitié de la production des autres classes 

sont transportées (Ig polymériques) ou diffusent à la surface des muqueuses, principalement 

digestives et respiratoires. Les manifestations infectieuses respiratoires et digestives 

caractéristiques des déficits de l'immunité humorale attestent de l'importance de ce système 

et de son caractère non redondant (Jacquot et al, 2006[30]). 

• Élévation des IgM et la LPLB 

Dans la littérature, le taux élevé des IgM sériques fait partie des critères. diagnostiques de la 

LPLB. Nous le confirmons. 

Pourquoi seulement les IgM? L'étude de Fecteau et al 2003[161, soutient que les cellules B 

naïves après une stimulation prolongée sont capables de sécréter des IgM mais aussi des IgG 

et IgA, alors que chez nos patients on n'observe que les IgM augmentés. Dans le cas du 

déficit immunitaire avec hyper IgM lié à l'X, dans lequel la mutation du CD 154 bloque 

l'interaction CD40-CDI54, l'activation des lymphocytes B et la production des Ig sont 

dissociées, et il en résulte une réponse immune non fonctionnelle aux antigènes T -dépendants. 

Ce trouble est caractérisé par un défaut de commutation isotypique des Ig, avec une sécrétion 

excessive des IgM et une production affaiblie des IgA et IgG. Une anomalie de la voie activée 

par CD40 peut ainsi selon Loembé et al, 2001 [45] expliquer l'absence de commutation en 

isotype IgG dans la LPLB, et cette anomalie expliquerait l'absence de prolifération et 

l'absence de la commutation des cellules B CD27+. Cependant selon Fecteau et al, 2003[16], 

la stimulation des cellules CD27+ est inefficace pour la prolifération, et même nocive à plus 
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long terme pour ces cellules. Chez les patients sains, une stimulation des CD27+ permet tout 

de même la commutation et ces cellules commencent à produire des IgG. Dans l'expérience 

de Fecteau et al, 2003 [16], les cellules B mémoire stimulées ne proliféraient pas de manière 

excessive, mais commutaient, puis, si la stimulation se prolongeait, mourraient; alors que les 

cellules B naïves CD27- lors d'une stimulation prolongée se multipliaient de manière 

exponentielle et se différenciaient. Effectivement, nos cellules B 27+ LPLB semblent avoir un 

problème de commutation et d'échappement à la mOli cellulaire par rapport aux cellules B 

normales, étudiées par Fecteau et al, 2003[16] mais l'absence de prolifération excessive est en 

accord avec le caractère B mémoire. 

Par ailleurs Wong et al, 2002[77] ont discuté une association éventuelle entre la présence d'un 

chromosome 3 ou un isochromosome 3 surnuméraires et une hyperproduction des IgM dans 

les SLP-B chroniques comme la LLC, ou la maladie de Waldenstrom en suggérant qu'il 

pourraient avoir une influence dans la différenciation plasmocytaire des cellules B. 

Comme on a vu, le taux des IgM élevé est typique de la physiopathologie de la LPLB. 

Cependant dans notre série, deux patientes gardent leurs IgM dans les VR (patients Il et 29). 

Curieusement ces deux patientes ne présentent pas d'isochromosome 3 (seulement une 

trisomie 3) dans leurs lymphocytes stimulés. Leurs pourcentages CD 19 restent faibles (18 et 

22%) CD 20 et CD79b également,CD 24 faible. Le taux de lymphocytes: 2,47 et 8,15 x109/L 

respectivement. Leur diagnostic pourrait être remis en doute, particulièrement la première, 

chez qui il n'y avait ni IgM en excès, ni lymphocytose absolue, ni isochromosome 3, ni 

finalement HLA-DR7 (patiente Il)? Chez l'autre la lymphocytose et l'antigène HLA-DR7 

étaient présents (patiente 29). Dans les cas où la LPLB est incontestable, le taux des IgM est 

cependant très augmenté, et il fait ainsi pmiie des critères diagnostiques. 

Par ailleurs la présence de l'élévation des IgM peut avoir des conséquences dans les analyses 

des autres paramètres biologiques. Nous avons vu que la VS augmentée n'était pas 

accompagnée par d'autres arguments allant en faveur d'un syndrome inflammatoire. 

L'analyse des DO des « blancs» dans l'ELISA pour les anticorps anti-cardiolipides suggère 

une perturbation des résultats à l'origine de laquelle se trouveraient les IgM polyclonales 

présentes en excès chez nos patients. Lorsqu'elles sont présentes en concentration sanguine 

importante, les immunoglobulines monoclonales sont connues pour interférer avec de 

nombreux dosages en immuno-analyse. Une interférence dans les tests ELISA causée par des 

IgM a déjà été rapportée chez les patients positifs pour le facteur rhumatoïde (Lim et al, 
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1996[ 42]). Toutefois cette interférence était expliquée par un mécanisme spécifique. Une 

autre publication (Roszyk et al, 2007[60]) rapporte le cas d'un patient atteint de la maladie de 

Waldenstrom, pour lequel la determination de certains paramètres du bilan martial 

(détermination immunoturbidimétrique de la ferritine et de la transferrine) a été impossible du 

fait de la présence d'une IgM monoclonale. Dans la LPLB nous sommes en présence des IgM 

polyclonales, sécrétées par des lymphocytes B de type mémoire, probablement non 

commutés, donc produisant des anticorps dirigés contre les antigènes aléatoires. Par quel 

mécanisme pourraient-ils interférer avec notre ELISA aCL? S'agit-il d'une réaction non 

spécifique des anticorps avec les parois des puits de la plaque? D'une réaction plus 

spécifique des IgM polyclonales contre les composants du test (sérum de veau nouveau-né)? 

Nous ne pouvons toutefois pas affirmer qu'il s'agit systématiquement de faux-positifs. En 

effet, les IgM augmentées perturbant les résultats de ce test peuvent très bien masquer la 

présence des vrais anticorps anti-cardiolipide de type IgM. L'ELISA aCL ne présente donc 

pas de spécifité satisfaisante dans le cas des patients LPLB. (Cf. discussion du manuscrit en 

annexe 4). 

c. « Fonctions» des lymphocytes B mémoire (d'après Jacquot et al, 2006[30]) 

De manière générale, la réponse des lymphocytes B aux antigènes protéiques, implique (de 

manière non exclusive) une coopération avec des lymphocytes T. Dans cette coopération, le 

lymphocyte B joue le rôle de cellule présentatrice d'antigène (face au lymphocyte T). À côté 

d'une première vague de différenciation de cellules B en plasmocytes à IgM (producteurs 

d'anticorps de faible affinité), cette interaction T -B aboutit à une réaction folliculaire, 

déclenchée par la migration de quelques cellules B fondatrices depuis la zone T d'un organe 

lymphoïde secondaire (où a débuté l'activation B) vers un follicule lymphoïde, pour conduire 

à la formation d'un centre germinatif. Le passage du lymphocyte B dans un centre germinatif 

entraîne la survenue d'altérations génétiques supplémentaires au niveau des loci réarrangés 

des chaînes lourdes ou légères des gènes d'Ig. Il s'agit, d'une part, des hypermutations 

somatiques des segments codant pour les domaines variables et, d'autre part, de la 

commutation isotypique, qui permet la production des différentes classes d 'Ig. La survenue 

des mutations somatiques est théoriquement contemporaine de l'acquisition, par les cellules B 

naïves, du CD27, impliqué dans la différenciation ultérieure des cellules B en plasmocytes. 

Ces hypermutations sont un processus stochastique, qui entraîne une maturation de l'affinité 

des anticorps grâce à la sélection, par l'antigène présenté par des cellules spécialisées des 
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follicules, les cellules folliculaires dendritiques, des clones B exprimant un BcR de forte 

affinité. L'aide apportée aux lymphocytes B par les cellules T auxiliaires folliculaires est un 

point de contrôle majeur de la réponse immunitaire humorale T-dépendante. La stimulation 

du récepteur CD40 est nécessaire pour la différenciation terminale T -dépendante des 

lymphocytes B activés. La liaison avec son ligand (CD40L ou CD 154) induit CD40 à bloquer 

l'apoptose des lymphocytes B activés, leur permettant d'évoluer vers les stades de 

différenciation ultérieurs de plasmocyte ou de lymphocyte mémoire. La liaison CD40-CD 154 

apparaît aussi nécessaire pour l'induction du switch des lymphocytes B et leur réponse à l'IL-

10, lorsque la liaison CD40/CD 154 intervient entre lymphocyte B et une cellule dendritique 

folliculaire. Poursuivie jusqu'à son terme, la réaction folliculaire aboutit à la différenciation 

terminale des lymphocytes B folliculaires en lymphocytes B mémoire ou en plasmocytes. Les 

plasmocytes ainsi produits migrent vers la moelle osseuse ou vers des territoires muqueux, 

selon le site initial de l'activation B, et produisent des anticorps de forte affinité appartenant 

aux différentes classes d'Ig. La population B mémoire circule et peut être aisément identifiée 

dans le sang : ces cellules (qui ont subi les processus d'hypermutation somatique et, 

éventuellement, de commutation isotypique) sont CD27+ et expriment des Ig membranaires 

de classe IgM seule, ou IgG, IgA ou IgE. 

Les celules de nos patients sont caractérisés par un phénotype Ig M+D CD27+. On considère 

que les lymphocytes B IgM+ IgD+ CD27+ sont une population issue d'une voie de 

différenciation extrafolliculaire. En effet, l'analyse des lymphocytes B du sang par un double 

marquage avec des anticorps anti-IgD et anti-IgM permet de mettre en évidence plusieurs 

sous-populations comme indiqué précédemment: 

des cellules B IgM10W IgDhigh sont des cellules B naïves CD27-, dont les gènes d'Ig 

sont réarrangés, mais n'ont pas subi le processus d'hypermutation ; 

des cellules B IgM+ seule (IgD-), ainsi que les cellules B IgM- IgD- (correspondant en 

fait aux cellules B IgG+ ou IgA+), sont des cellules B mémoire CD27+ post-centre 

germinatif; 

des cellules B IgMhigh IgD 10W sont également des cellules CD27+, avec des gènes d'Ig 

ayant subi le processus d'hypennutation somatique, mais leur présence chez les 

patients atteints de déficit immunitaire avec hyper IgM lié à l'X suggère que leur 

origine est extrafolliculaire. Dans le déficit immunitaire avec hyper IgM lié à l'X, la 

mutation du CD154 bloque l'interaction CD40-CDI54. Dans ce cas, l'activation des 

lymphocytes B et la production des Ig sont dissociées, et il en résulte une réponse 
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immune non fonctionnelle aux antigènes T -dépendants. Ce trouble est caractérisé par 

un défaut de commutation isotypique des Ig, avec une sécrétion excessive des IgM et 

une production affaiblie des IgA et IgG. La population en cause dans les LPBL est 

proche de cette dernière (IgMhigh IgD 10
\\ CD27+). 

Les cellules B IgM+ IgD+ CD27+ du sang forment la contrepartie circulante des cellules B de 

la zone marginale de la rate; ces cellules de la zone marginale appartiennent à une sous­

population B particulière, localisée à la périphérie de la pulpe blanche splénique et impliquée 

dans la réponse T-indépendante aux antigènes polysaccharidiques. Chez l'homme, les cellules 

B IgM+ IgD+ CD27+ sont effectivement impliquées dans la protection contre les infections 

par des germes encapsulés comme Streptococcus pneumoniae. Elles pourraient donc 

représenter un compartiment lymphocytaire B spécialisé dans la réponse T-indépendante aux 

antigènes polysaccharidiques, tels que les polysaccharides des capsules bactériennes. La 

présence des cellules B IgM+ IgD+ CD27+ chez l'enfant avant l'âge de 2 ans, alors que la 

réponse immunitaire contre les bactéries encapsulées est encore défective, suggère que 

l'acquisition des hypermutations somatiques représente dans leur cas un mécanisme 

programmé de développement plutôt que la conséquence d'une activation immunitaire, 

comme celle subie par les cellules B de centre germinatif. Le site d'acquisition des 

hypermutations somatiques par les cellules B IgM+ IgD+ CD27+ reste incertain, d'autant que 

l'activation induced deaminase (AID), enzyme essentielle au processus d'hypermutation 

somatique, n'est que faiblement détectée parmi les cellules B de la zone marginale de la rate 

chez l'homme. Quoiqu'il en soit, la population B IgM+ IgD+ CD27+ semble être le résultat 

d'une voie de différenciation extrafolliculaire, permettant, grâce à une diversification du 

répertoire pré-immun par hypermutations somatiques préalables au contact avec l'antigène, de 

disposer d'une population B spécialisée dans la réponse T-indépendante aux antigènes 

polysaccharidiques des bactéries encapsulées. 

Le rôle final des lymphocytes B IgM+ IgD+ CD27+ serait donc de secréter les anticorps de 

forte affinité contre les antigènes polysaccharidiques dans la phase précoce de l'infection. Les 

IgM produites jouent ainsi un rôle important dans les infections pneumococciques, et leur 

diminution lors du vieillissement, ou des situations pathologiques comme l'infection par le 

VIH est associée au risque accru des infections graves au pneumocoque (Hafraoui et al, 

2009[25]). La réponse des cellules B IgM+ IgD+ CD27+ aux antigènes polysaccharidiques, 

n'est pas limitée à la sécrétion des IgM de forte affinité. Elles peuvent sécréter également les 

IgG après une stimulation lymphocyte T-independante, et sont ainsi le principal outil 

responsable de la fabrication des IgM et IgG dirigés contre le pneumocoque lors de la 
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vaccination anti-pneumococcique. La fraction des cellules B IgM+ IgD+ CD27+ représente 

chez un individu normal que Il % des lymphocytes B. Dans la LPLB, elle représente entre 60 

et 88% des lymphocytes B. (Himmelmann et al, 2001 [28]), et ces chiffres augmentés sont en 

accord avec ceux trouvés chez la plupart de nos patients. 

Les cellules B IgM+ IgD+ CD27+ dans la LPLB ont initié les mutations somatiques des IgV, 

mais ne présentent pas de traces de sélection positive par les antigènes qui suit les 

hypermutations somatiques. Cela suggère un défaut d'élimination de cellules B IgM+ IgD+ 

CD27+ de faible affinité antigénique. Par ailleurs Himmelman et al, 2001 [28] ont montré que 

la stimulation in vitro par l'IL-2 et Staphylococcus aureus Cowan 1 (protéine-A) des 

lymphocytes de patients atteints d'une LPLB, a permis d'obtenir la synthèse des IgM. 

Au cours des LPLB, ces cellules pourraient être considérées comme cellules B mémoire 

innée, c'est à dire non T dépendante, qui est dirigée contre les antigènes jamais rencontrés 

mais pré-programmés dans notre espèce. Il s'agirait des cellules B produisant les anticorps 

contre les polysaccharides bactériens, qui seraient présents même chez les enfants de moins 

de 2 ans, qui n'ont pas eu de contact avec ces antigènes justifiant l'immunisation (Jacquot et 

al, 2006 [30]). Cette population lymphocytaire s'accumulerait dans LPLB, sans raison justifiée 

par leur fonction. Ces cellules restent dans la circulation, sans pouvoir disparaître par 

apoptose, en s'accumulant et produisant les anticorps de faible affinité, ce qui est montré par 

le taux élevé des IgM chez tous les patients LPLB. 

Un des arguments qui va dans le sens de cette hypothèse est rapporté par Hafraoui et al, 

2009[25], qui décrivent le cas d'une patiente LPLB présentant une anergie face au vaccin 

anti-pneumococcique. Cette patiente, ayant par ailleurs tous les signes de LPLB habituels, se 

plaignait des infections des hautes voies respiratoires à répétition. 70% de ses cellules B 

étaient CD27+, IgM+, IgD+. Six semaines après la vaccination par un vaccin anti­

pneumococcique contre 23 sérotypes, cette patiente présentait une absence d'immunisation 

avec des titres des IgG spécifiques indétectables. La réponse humorale aux antigènes 

pneumococciques est dépendante de l'interaction CD40-154 et les cellules B des patients 

LPLB montrent un défaut de prolifération suite à la stimulation CD40 (Loembé et al, 

2001 [45]). Ainsi la commutation en cellules sécrétantes les IgG est compromise. Ces auteurs 

postulent que les anomalies cytogénétiques résultant de défaut de réparation de l'ADN dans 

ces cellules les empêchent de produire des IgG dirigés contre les antigènes pneumococciques 

chez cette patiente. La patiente LPLB présente un défaut de production d'IgG spécifiques. 
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Cela suggère que les mécanismes de commutation d'isotype IgG pourraient être partiellement 

compromis chez les patients LPLB (à cause d'anomalies chromosomiques associées 7) 

Autre exemple est décrit par Granados et al, 1998[22], leur patiente, âgée alors de 24 ans 

présentait une anergie pour la vaccination contre l'hépatite B. Il serait intéressant d'évaluer 

cette capacité d'immunisation et de production des IgG chez les patients LPLB. 

Cependant, les deux patientes présentaient un phénotype HLA-DR7, qui en plus d'être associé 

à la LPLB et aux cancers de la thyroïde, est également décrit comme associé à un défaut de 

réponse à l'infection virale, comme une incapacité de développer les anticorps protecteurs 

contre l'antigène HBs (Ag HBs) de l'hépatite B, ou comme une susceptibilité à l'infection 

chronique par l'HBV (Granados et al, 1998[22]). 

d. EBV 

La quasi-totalité de notre population a la sérologie positive pour EBV. Plusieurs auteurs 

rapprochent infection par EBV et la LPLB. Mais seulement certaines études trouvent le 

génome d'EBV dans les lymphocytes de LPLB (Larcher et al, 1995[35], Mitterer et al, 

1995[48]). 

EBV est un y-herpesvirus infectant plus de 90% de la population adulte. Il est connu pour être 

un virus oncogène, induisant notamment lymphome de Burkitt, lymphome de Hodgkin, le 

carcinome naso-pharyngien, etc. (Oyama et al, 2007[53]). Après une primo-infection, les 

lymphocytes B restent infectés de façon latente. Ces cellules expriment seulement un 

ensemble limité de gènes viraux codant pour les protéines nucléaires (EBNA), les protéines 

membranaires (LMP) ainsi que les petits ARNs EBER d'Epstein Barr associés à la latence 

virale (Mitterer et al, 1995 [48]) . La présence de « gène très précoce» BZLF 1 est l'indicateur 

de l'infection sécrétante, active. 

La morphologie des lymphocytes binucléés pourrait suggérer un lien avec une infection virale 

persistante par EBV (Mittereer et al, 1995 [48]) mais aucune preuve n'a été apportée. EBV est 

connu pour être responsable d'induction des processus lymphoprolifératifs chez les patients 

immunodéprimés. Chow et al, 1992[8] ont montré par hybridation in situ et PCR la présence 

d'EBV dans les lymphocytes du sang périphérique (mais pas dans les lymphocytes binucléés) 

d'un patient. 

• EBV et la voie CD40 

Loembé et al, 2001 [45], suggèrent que l'anomalie de la voie CD40 se situerait en aval du 

CD40. Les molécules TRAFs (TNF receptor-associated factor) transmettent le signal de 
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CD40 au I1lveau cytoplasmique. L'interaction entre CD40 et ces molécules aboutit à la 

formation du complexe de signalisation membranaire qui permet un recrutement des autres 

protéines enzymatiques et culmine par l'activation de facteurs de transcription cellulaires tels 

que c-jun et NF-KB. Ce dernier facteur est responsable de la sécrétion des anticorps induite 

par CD40 et contrôle positivement les marqueurs d'adhésion ICAM-l et LF A- L ainsi que 

marqueurs d'activation CD95, CD23 et CD80. C'est surtout la molécule TRAF2 qui médie 

l'activation de NF-KB. De plus, les signaux qui altèrent la concentration cytoplasmique du 

TRAF2 par rapport au TRAF3 peuvent modifier les résultats de l'activation de NF-KB. 

Loembé et al, 2001 [45] suggèrent qu'un des facteurs qui pourraient être tenus pour 

responsables de la modification de la cascade de signalisation du CD40 chez les patients 

LPLB est la LMP- L la protéine membranaire latente d'EBV. Ainsi ces auteurs ont recherché 

la LMP-l par PCR chez leurs patients LPLB et rapportent que la recherche était positive dans 

tous les cas. Cette protéine a une capacité de lier les protéines TRAF, et indure les effets 

similaires aux effets induits par CD40, en modifiant les diverses concentrations et empêcher 

leur liaison au CD40 en interférant ainsi dans la voie de la signalisation CD40. 

Autre hypothèse possible serait que les protéines d'EBV responsables du détournement de la 

cellule de sa fonction permettraient une accumulation des anomalies cytogénétiques qui 

empêchent la commutation, et comme la voie CD40 continue à être efficace, la cellule sécrète 

des IgM de façon aberrante. 

• EBV et l'asthénie: syndrome de réactivation? 

Par ailleurs, EBV semble être parfois responsable du syndrome de fatigue chronique associant 

fatigue, myalgies, arthralgies, céphalées et pharyngite chronique (Mitterer et al, 1995 [48]). 

Ces auteurs décrivent un cas de LPLB, où la patiente souffrait d'asthénie prononcée, 

d'érythème noueux, de sueurs nocturnes, du prurit et des arthralgies diffuses. Comme les 

sérologies de la patiente ont fait penser les auteurs à la réactivation d'EBV (avec hybridation 

in situ indiquant la présence de l'ARN viral) et l'infection par EBV est connue pour laisser 

derrière elle une fatigue durable (syndrome de fatigue post-virale), les auteurs assimilent cet 

ensemble de signes à un syndrome de réactivation virale. Cependant les signes fonctionnels 

rapportés, ainsi que l'absence d'anomalies à l'examen clinique, ressemblent fortement aux 

signes retrouvés dans notre population de patients ainsi qu'aux autres cas décrits, sans que la 

réactivation virale soit évoquée. 
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• EBV et l'inhibition de l'apoptose 

Il a été démontré que plusieurs protéines EBV exprimées pendant la phase de latence sont 

impliquées dans l'activation et transformation ultérieure des cellules B infectées (Larcher et 

al, 1995[35]). Selon Larcher et aL 1995[35], EBNA2 (protéines nucléaires) et LMPI (latent 

membrane prote in) pourraient être responsables de l'activation dans les cellules infectées du 

proto-oncogène bcl-2, ce qui inhiberait l'apoptose. De plus, ces deux protéines mènent à une 

expression altérée d'une série de protéines comme CD23 et CD21. Ces protéines de surface, 

qui existent aussi sous forme soluble, sont impliquées dans l'activation, la signalisation 

intracellulaire et la régulation de la production des immunoglobulines E. Ces auteurs ont 

observé une augmentation de CD21 soluble dans les sérums des patients souffrant de 

l'infection aiguë à EBV, de rubéole et aussi de cancers induits par EBV. En testant des sérums 

des patients avec des troubles lymphoprolifératifs variés, Mitterer et al, 1995 [48] ont trouvé 

des taux élevés de CD21 chez un patient présentant une prolifération chronique de cellules B 

d'origine indéterminée. Sur les cellules du patient, ils ont trouvé le CD30 (souvent exprimé 

par les cellules Reed-Sternberg dans lymphome de Hodgkin). Les patients de notre série ne 

l'expriment pas. Le cas décrit par Mitterer et al, 1995[48] est DR7, DR8, ne présente pas de 

réarrangement Bcl-2/IGH par PCR, mais la protéine bcl-2 est présente. Le CD21 a été 

également exprimé, comme dans notre série. 

Mais cette survie des cellules contenant le génome d'EBV peut être également associée à un 

défaut viral (absence de possibilité de passage à la latence 7). Le rôle du tabac pourrait ainsi 

être ramené à la stimulation chronique de la réplication virale. 

• EBV et la sécrétion des IgM 

Les patients avec LPLB montrent des signes du dérèglement immunologique : augmentation 

des IgM et aussi du CD21 soluble. Larcher et al, 1995 [3 5] expliquent que ce sont les cellules 

B spécifiques de la LPLB (CDI9+, CD20+, IgM+, IgD+ et CD27+) qui les sécrètent. Par 

ailleurs il a été démontré, qu'EBNA2 et LMPI induisent la production de plusieurs antigènes 

de surface cellulaire dont le CD21. La fonction du CD21 n'est pas claire: une interaction 

entre CD21 et CD23 pourrait jouer un rôle dans la commutation des lymphocytes Bavant 

qu'ils ne produisent les IgE. Les anticorps dirigés contre CD23 semblent bloquer les 

lymphocytes B qui ne commutent pas et continuent de produire des IgM. Ainsi des taux 

importants de CD21 dans les centres germinatifs pourraient être responsables par ce biais, des 

IgM augmentés. Autre mécanisme possible: le CD21 semble lier CD23 médiant ainsi 

l'activation de la cellule B. 
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Mitterer et al, 1995 [48] rapportent que les cellules B des patients infectés par EBV restent 

atteintes de façon latente après une infection initialement productive. Ces cellules infectées de 

manière latente, expriment seulement une série limitée des gènes du virus codant pour les 

protéines nucléaires (EBNA), protéines membranaires (LMP) et également les « petits ARNs 

EBER » associés à la latence virale peuvent être détectés en grand nombre de copies. 

Expérimentalement, les cellules transfectées avec EBNA2 et LMP 1 induisent une stimulation 

de bcl-2 proto-oncogène; ce qui pourrait protéger les cellules B de l' apoptose et apporter un 

avantage aux cellules infectées par EBV. Ainsi on suppose que les cellules pourraient porter 

seulement une partie du génome viral dans leur génome, des fragments qui leur procurent des 

avantages, vivre et en se divisant offrir leur génome avec les fragments du génome viral aux 

cellules filles. Ainsi on peut supposer que selon le fragment porté par une cellule donnée, le 

génome viral est plus ou moins détectable par la recherche d'EBV par la PCR classique; 

quand on ne sait pas ce que l'on cherche en particulier, les sondes et/ou les amorces peuvent 

tout simplement ne pas correspondre au fragment présent. 

• EBV et la condensation prématurée de la chromatine 

La condensation prématurée de la chromatine est une anomalie rencontrée également dans les 

cellules infectées par EBV. Elle concerne selon Roussel et al, 2004[57], Lancry et al, 

2001 [33] : 50% de patients des cas de la LPLB. Dans notre série, 6 sur 7 patients testés soit 

86%. Tous ces patients ont une sérologie EBV positive. 

Lee et al, 2007[37J rapportent plusieurs anomalies cytogénétiques ayant lieu dans les cellules 

infectées par EBV. Ils décrivent une EBV kinase qui a probablement une contribution en 

induisant des évènements « mitosis-like » à la réplication du virus. EBV BGLF4 kinase est la 

seule sérine/thyrosine kinase identifiée dans EBV, et est conservée dans tous les herpesvirus. 

On sait peu de choses sur comment EBV réorganise l'architecture du noyau et les territoires 

de la chromatine. Les auteurs démontrent, que durant la réactivation du virus, lors de la 

réplication d'EBV, la chromatine est condensée et que la kinase BGLF4 seule peut induire la 

condensation du DNA cellulaire via la phosphorylation de la condensine cellulaire et de la 

Topoisomérase II, couplée avec des multiples évènements de type « mitosis-like », ce qui doit 

probablement faciliter la réplication virale. 

Ainsi la BGLF4 induit la condensation chromosomique de la cellule, le désassemblage et la 

redistribution de la membrane nucléaire (mais pas sa dégradation), et également les 

modifications du cytosquelette. On peut émettre l'hypothèse que cette enzyme agit pour 

transformer la cellule en usine à EBV sans avoir le moindre intérêt pour aboutir ni à sa 
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division, ni à sa mort (dont la mort programmée). De plus, la BGLF4 induit la condensation 

prématurée de la chromatine indépendamment de la phase du cycle cellulaire dans laquelle la 

cellule se trouve et de la signalisation propre de la cellule. Curieusement, les changements 

chromatiniens induits par les cellules transfectées avec le gène du BGLF4, diffèrent quelque 

peu de ceux qui sont visibles dans les cellules infectées par EBV. La BGLF4 seule induit la 

condensation chromatinienne typique de la prophase. alors que les cellules infectées 

répliquantes, BGLF4 positives présentaient un ADN spongieux, qui apparaît avec des motifs 

mouchetés au marquage immunohistochimique. Dans les cellules de nos patients présentant la 

condensation prématurée de la chromatine (prématurée puisque indépendante de la phase du 

cycle dans laquelle la cellule se trouve), on observe les images semblables à la situation, où la 

cellule est transfectée, et ne possède du génome viral que le fragment contenant la BGLF4. 

L'hypothèse, que la cellule, ne possédant qu'un fragment du génome viral correspondant à la 

BGLF4, pourrait être vérifiée par la recherche spécifique de la partie du génome 

correspondant à la BGLF4. 

La BGLF4 fonctionne en mimant l'enzyme Cdc2, la kinase cellulaire induisant le cycle et la 

mitose. Elle utilise les cibles de la Cdc2, et donc reste indépendante de la Cdc2. 

Cependant, les mécanismes normaux, permettant le passage de la cellule en mitose, incluent 

la vérification et la réparation de l'ADN cellulaire. Cette étape étant nuisible au virus, semble 

être évitée grâce à la BGLF4. Par ailleurs, la condensation de la chromatine rend difficile la 

réplication de l'ADN de la cellule hôte; bloquant ainsi le métabolisme cellulaire et le 

détournant au bénéfice de la réplication virale. Ainsi la réduction de l'espace occupée par la 

chromatine libère de l'espace interchromosomique pour la réplication virale. La majorité des 

cellules transféctées avec BGLF4 ne montre pas de progression vers la division. Cependant, 

parmi les cellules transféctées par le génome de la BGLF4, certaines échappent à cette 

tendance et se divisent. Il serait intéressant d'étudier la stabilité de leur génome, puisque la 

BGLF4 permet de contourner les étapes de contrôle et de la réparation de l'ADN. Par 

comparaison, nous constatons dans les lymphocytes B de nos patients, une grande instabilité 

chromosomique. L'anomalie associée, l'isochromosome 3, et toutes les autres anomalies 

caryotypiques suggèrent, que les étapes de contrôle et de la réparation de l'ADN dans ces 

cellules ont plus ou moins échoué. Il pourrait s'agir effectivement d'une interférence avec les 

mécanismes classiques de réparation par une enzyme détournant la cellule de son rôle 

premier, par le biais de la BGLF4 ou d'un mécanisme semblable, préparant le terrain pour la 

réplication virale. 
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e. HLA-DR7 

Dans notre série, le phénotype HLA-DR7 est rencontré chez 55% de patients. Ce pourcentage 

est effectivement plus élevé que dans la population caucasienne, qui présente ce phénotype 

dans 25 à 30%. 

Dans la littérature, la fréquence du HLA-DR7 dans la LPLB diffère un peu, bien que 

l'association soit toujours signalée: 62% chez Lancry et al, 2001[33] (8 patients), 64% pour 

Schmidt-Hieber et al, 2008[61] (25 patients), 90% pour Himmelmann et al, 2001[29] (5 

patients). D'autres y ajoutent l'antigène HLA-B44 comme également associé de manière 

significative (dans notre série: B44 : 35,5%). 

Les fréquences des divers antigènes dans la population Lorraine (Laboratoire I-ILA, Brabois) 

sont les suivantes: 

LPLB 

Lorraine 

A2 (%) 

26 

49 

A24 (%) 

32,2 

19,5 

B44 (%) 

38,7 

19,5 

DR2 (%) 

9,8 

29 

DR7 (%) 

55 

22,6 

DQ2 (%) 

58 

34 

Tableau IX : Comparaison de l'incidence des antigènes HLA les plus fréquents dans notre 

cohorte à leur incidence dans la région lorraine. 

La fréquence accrue de DQ2 est expliquée par'un déséquilibre de liaison, en effet, l'antigène 

DR7 est associé à DQ2, et si un individu présente l'antigène DR7, il a 2 chances sur 3 de 

présenter l'antigène DQ2. 

Par ailleurs, l'antigène DR7 est associé de manière significative au psoriasis. Ce fait pourrait 

expliquer la fréquence accrue du psoriasis dans notre cohorte. 

L'association avec HLA-DR7 n'est pas absolue, même au sein d'une même famille. 

Dans notre série, nous avons un cas familial, une mère et une fille présentant la LPLB. La 

mère présente l'antigène HLA-DR7, alors que la fille n'en est pas porteuse. Ce cas particulier, 

qui peut suggérer une prédisposition familiale, confirme aussi que la prédisposition génétique 

à la LPLB n'est pas liée uniquement au phénotype HLA. Dans une famille décrite par Delage 

et al, 2001 [12], outre le propositus (femme avec LPLB), deux de ses sœurs ont été 

diagnostiquées LPBL. Le réarrangement Bcl-2/IGH est trouvé chez 5/7 des frères et sœurs, et 

8/1 0 des membres de la famille apparentés de premier et de second degré. Bien qu'aucune des 

3 patientes avec LPLB ne présentait de phénotype HLA-DR7, le réarrangement bcl-2/IgH a 
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été significativement associé à l'haplotype HLA A9, B14, DR5 : le phénotype présent dans 

cette famille, et trouvé chez les trois personnes atteintes. 

On pourrait supposer que certaines combinaisons des phénotypes HLA sont plus à risque de 

développer la LPLB, mais d'autres facteurs étant également nécessaires pour avoir une 

expansion lymphocytaire. Notre cas familial peut suggérer aussi une exposition aux mêmes 

facteurs favorisants environnementaux. Cependant on ne trouve pas d'exposition à des 

toxiques, ni de style de vie particulier. Le seul facteur associé est le tabagisme (confirmation). 

• HLA-DR7 et EBV 

La sérologie EBV positive est presque constante chez des patients avec LPLB, il se peut 

qu'un défaut de présentation d'antigène associé à l'antigène DR7 soit à l'origine d'une 

réponse altérée à certains antigènes viraux chez les patients par ailleurs tout à fait 

immunocompétents. Les cellules comprenant le génome viral restent vivantes, épargnées par 

le système immun. 

• HLA-DR7 et les autres pathologies 

En plus d'être connu pour son association avec l'anergie à l'antigène HBs et le psoriasis, 

l'antigène HLA-DR7 est associé au cancer de la thyroïde. Dans notre série, tous les patients 

présentant les problèmes thyroïdiens bénins (5 patients: 3 goitres et 3 thyroïdites) font partie 

de 45% qui ne présentent pas d'antigène HLA-DR7. 

6. Examen cytogénétique 

• Présence d' isochromosome 3 surnuméraire 
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La présence d'un isochromosome surnuméraire a été décrite pour la première fois en 1989 

dans 3/26 métaphases d'un patient ayant une LPLB Perrault et al, 1989[54]. L'analyse 

cytogénétique conventionnelle (mise en culture et la co-stimulation des lymphocytes sanguins 

en présence simultanée de deux mitogènes Tetradecanoyl-Phorbol-Acétàte (TPA) et le 

Lipopolysaccharide E-coli (LPS)) d'un grand nombre de métaphases pour chaque patient a 

permis de montrer que l'isochromosome i(3q) était une anomalie chromosomique réccurrente 

dans la LPLB. 

L'utilisation de l'hybridation in situ en fluorescence (FISH) sur des cellules en métaphase 

(après l'hybridation des chromosomes avec une sonde spécifique de centromère du 

chromosome 3) a permis d'observer un plus grand nombre de mitoses et de détecter la 

présence de la trisomie 3 ou d'un dérivé du chromosome 3 surnuméraire +i(3q) là, où la 

technique de cytogénétique conventionnelle ne les a pas décelés. L'utilisation d'une sonde 

télomérique du bras long du chromosome 3 a confirmé d'autre part, la présence de 

l'isochromosome +i(3q) observée par la technique de cytogénétique conventionnelle. 
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Trisomie 3 Isochromosome +i(3)(q10) 
Figure 7. Hybridation in situ (FISH) avec les sondes télomériques du chromosome 3 chez la 

patiente 21 

Le rôle du chromosome 3 dans la pathologie de la LPLB est incertain. La présence d'un +i(3q) 

a été décrite dans certaines tumeurs comme rhabdomyosarcomes, carcinomes pulmonaires ou 

prostatiques et le gain du chromosome 3 a été démontré comme étant une aberration génétique 

pivot dans la transition de plusieurs états précancéreux, tels que la dysplasie/carcinome in situ 

au cancer invasif du col utérin (Heselmeyer K 1996)[27]. Smith et al, 1998[63], ont montré 

que le +(i)(3q) introduit dans les myoblastes empêchait la différenciation musculaire. Les 

cellules avaient souvent plus de 156 chromosomes et une amplification anormale du 

centrosome était observée. Enfin, après irradiation des cellules, le nombre de cellules en phase 

G 1 du cycle cellulaire était réduit (Smith et al, 1998[63]). Cette anomalie pourrait avoir un rôle 

dans l'émergence d'une subpopulation clonale et/ou maligne. 

Selon Roussel et al, 2004[57], Callet-Bauchu et al, 1999[3], l 'i(3)( q 1 0) est observé dans 77% 

des cas de LPLB. Lancry et al, 2001[33], trouvent également i(3)q(l0) avec une fréquence de 

60%, chez leur 8 patients étudiés. La trisomie 3 présente chez tous leurs patients testés (4/8). 

Dans notre série de 33 patients, nous avons mis en évidence une anomalie chromosomique 

clonale chez 17 patients / 29 étudiés, la présence d'un isochromosome i(3q) surnuméraire 

chez 14 patients / 23 (59%), et dans 12 cas une trisomie du chromosome 3 indépendement de 

l' i(3q) et les deux anomalies associées chez Il (52%) patients. Chez 6 patients, aucune des 

deux anomalies n'était retrouvée. Nos résultats montrent donc, que c'est une anomalie 

associée, mais pas toujours présente chez les patients LPLB. 

Le fait que les autres lignées des globules blancs ne soient point concernées par cette 

anomalie indique selon les auteurs, qu'elle est apparue dans une cellule précurseur après 
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qu'elle se soit engagée dans la lignée B, mais dans un stade précoce de la différenciation du 

lymphocyte B, avant le réarrangement des gènes des Ig. 

Les travaux de l'équipe lyonnaise ont montré par la technique FICTION (associant une étude 

immunologique puis une hybridation in situ) que le +i(3)( q 1 0) était restreint aux cellules B 

chez trois patients, mais que l'anomalie pouvait être détectée dans les cellules binucléées ou 

non binucléées et dans les cellules lymphoïdes exprimant les chaînes légères kappa et lambda 

(Callet-Bauchu et al, 1997[3]). En revanche, Mossafa et al, ont montré que chez deux patients 

l'anomalie était restreinte aux cellules non binucléées, quel que soit le type de chaîne légère 

(Mossafa et al, 1999[50]). 

Figure 8. lmmunohistochimie : marquage des chaÎnes kappa (rouge) et lambda (orange) : 
pas de restriction des chaÎnes par rapport à la morphologie binuclée 
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Figure 9. FICTION,' Immunohistochimie (chaînes kappa et lambda) avec FISH (sondes 
télomériques du chromosome 3) " les anomalies du nombre du chromosome 3 et la 

morphologie,' absence de restriction 
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• Condensation prématurée des chromosomes (PCC) 

Selon Roussel et al, 2004[57], Callet-Bauchu et al, 1999[3], la PCC est associée à l'i(3)(ql0) 

dans 41 % des cas. 

Lancry et al, 2001 [33], trouvent la PCC dans 20% des cas (sur 8 patients étudiés). 

Nous avons observé une condensation prématurée des chromosomes (PCC) chez 6 patients de 

notre série. 

PCC 

Figure 10. Cmyotype montrant le phénomène de condensation prématurée 
des chromosomes 

Durant un cycle cellulaire normal, la condensation chromosomique assure une ségrégation 

appropriée de l'information génétique pendant la mitose. Les enzymes mises enjeu sont entre 

autres les condensines, participant à l'activation des topoisomérases II qui catalysent la 

séparation du double brin d'ADN et sont essentielles pour la condensation mitotique (Lee et 

al, 2007[37]). Comme nous l'avons décrit dans le chapitre «EBV et la condensation 

prématurée de la chromatine », la PCC a été d'abord décrite dans les cellules infectées par les 

virus de la famille herpesviridae et surtout étudiée dans le cas du virus d'Epstein-Barr. Pour 

se répliquer dans la cellule infectée, ce virus utilise une kinase spécifique: EBV BGLF4 

kinase (conservée dans tous les herpesvirus) pour induire les évènements « mitose-like »(Lee 
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et aL 2007[37]). Lors d'un cycle cellulaire normal, la condensation de la chromatine a lieu 

pendant la phase S de l'interphase, au cours de laquelle le matériel chromosomique (pour 

l'instant sous forme de chromatine) est doublé par réplication. La PCC est observée, quand les 

changements nucléaires de la cellule ne sont pas adaptés à la phase cellulaire morphologique 

dans laquelle elle se trouve, ce qui indiquerait une induction exogène de la réplication du 

matériel génétique ou une mitose provoquée. . La PCC peut être observée suite à une 

irradiation, ou en fin de vie (pré-mortem) ce qui suggère qu'elle a lieu dans les cellules en 

détresse, condamnées à mourir. Au cours de la LPLB, il a été observé que la condensation de 

la chromatine a lieu dans les cellules en phase G 1 (et parfois G2) mais pas du tout en phase S 

(Mossafa et aL 1996[49]). La PCC est souvent associée à la présence du bras long du 

chromosome 3 supplémentaire +i(3)(ql0), et/ou à une trisomie 3 complète (Mossafa et al 

1996[49],1999[50] et 2004[51]). 

o Instabilité chromosomique 

Les celules B des patients LPLB montrent une grande instabilité chromosomique 20 patients 

(74% des patients testés). C'est une instabilité assez polymorphe (plusieurs anomalies 

chromosomiques sont trouvées). Ce type d'instabilité est également observé chez les patients 

infectés par le HIV. Dans notre série elle a été observée pour 20 patients / 29. 

• Gènes des chaînes lourdes des Ig 

Pour déterminer si les lymphocytes observés dans LPLB représentent une expansion cellulaire 

monoclonale, biclonale, ou polyclonale, l'étude du réarrangement des gènes des Ig est 

indispensable. Durant la maturation des lymphocytes B, les gènes des Ig subissent un 

processus complexe de réarrangement afin de diversifier les séquences codant pour les 

anticorps. Ainsi les lymphocytes polyclonaux affichent un réarrangement polyclonal des 

chaînes lourdes des Ig (IgH), alors que les cellules B néoplasiques dérivent d'un seul clone. 

Toutes les LPLB sont polyclonales (Troussard et al, 2009[66]) avec présence de 

réarrangements des gènes des Ig. Selon Roussel et al, 2004[57], les études des séquences des 

gènes des chaînes lourdes des Ig montrent la présence de mutations sans évidence de sélection 

antigénique. 

Normalement les cellules B mémoire possèdent des récepteurs antigéniques de fOlie affinité, 

résultat de nombreuses mutations somatiques du gène IgV entre autres. Chez les patients avec 

LPLB, ces mutations sont présentes, mais leur nombre est bien plus bas qu'attendu, donc il 

n'est pas évident que ces lymphocytes aient subi une stimulation antigénique (Troussard et al, 

2009[66]). 
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• Réarrangements de BCL-2/ IGH 

Selon Roussel et aL 2004[57] les réarrangements BCL-2/IGH sont multiples, intéressant les 

point de cassure MBR et mcr, s'associant à une expression normale de la protéine bcl-2 (anti­

apoptotique) mais aussi à une expression élevée de bcl-XL(protéine pro-apoptotique ). 

En ce qui concerne les réarrangements BCL-2/IGH, ils sont plus nombreux que dans la 

population saine, mais l'accumulation de lymphocytes B ne semble pas être liée à une 

surexpression de la protéine bcl-2 puisque son taux est normal comparé à la population 

témoin (Lancry et al, 2001 [33]). Ces réarrangements sont présents dans la population saine, 

chez environ 50% personnes testées, et le nombre de translocations semble augmenter avec 

l'âge et une consommation intensive du tabac (Troussard et al, 2009[66]). 

L'étude de Feugier et al, 2003[18], a montré, que les lymphocytes B ne montraient pas de 

tendance à proliférer (peu de cellules en phase S ou G2), de plus les réarrangements Bcl-

2/IGH et une hyper expression de protéine bcl-X (Bcl-2-associated X protein, ou Bax est une 

protéine pro-apoptotique de la famille Bcl-2) (Lancry et al, 2001[33]) peuvent suggérer un 

défàut de l'apoptose. L'accumulation des lymphocytes B pourrait alors être expliquée par 

défaut de migration et un défaut d'apoptose, et la splénomégalie pourrait être expliquée par 

l'origine splénique des ces ce Il ules. Cependant, dans certaines études, il n'a pas été observé 

de surexpression de protéine Bcl-2 dans la LPLB. Dans d'autres pathologies malignes sa 

surexpression est associée à une progression agressive de la pathologie, une résistance à la 

chimiothérapie, et une moindre survie. Les cellules B polyclonales sont résistantes à la 

signalisation Fas (pro-apoptotique) alors qu'elles expriment fortement les récepteurs Fas. 

Contrairement aux cellules B normales, dans les cellules de LPLB on observe les défauts de la 

voie de survie CD40 dépendante. Leur accumulation pourrait être le résultat des signaux 

conflictuels entre CD40 et Fas. Au cours des LPLB, il existe un conflit entre les signaux de 

CD40 et Fas (mort cellulaire programmée) entraînant un défaut fonctionnel. 

Les cellules B chez nos patients semblent s'accumuler plutôt que proliférer de façon 

excessive. L'accumulation des lymphocytes B binucléés dans le sang périphérique pourrait 

être la conséquence d'un défaut d'apoptose et/ou d'une croissance cellulaire incontrôlée. 

Notons que cette accumulation qui peut résulter de la survie prolongée de la population 

cellulaire concernée, augmente à son tour le risque de mutations cumulées (Lancry et al, 

2001 [33]). L'accumulation résulte également du caractère même de ces cellules B mémoire. 

Le but des cellules B mémoire est de procurer à l'individu une protection de longue durée 
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contre l'antigène que leur est spécifique (Tangye et al, 2009[65]). Si elles expriment la 

protéine bel-2, qui leur permet d'échapper à l'apoptose, elles protègent leur rôle qui consiste à 

véhiculer une information délivrée au moment de la rencontre avec l'antigène concerné. Le 

pic de fréquence de ces cellules est ainsi situé à 4 semaines après l'immunisation. Après, leur 

taux décroît rapidement, mais elles peuvent persister à des taux indétectables durant la vie de 

leur hôte. Et selon les études récentes une exposition répétée à l'antigène n'est pas nécessaire 

à cette survie prolongée. Il existe donc les mécanismes qui permettent à certaines cellules 

d'échapper à l'apoptose de façon naturelle (Tangye et al, 2009[65]). Les cellules dans la 

LPLB pourraient utiliser ce mécanisme et ainsi persister en grand nombre. 

7. Cas familial 

Dans le cas particulier de la mère et fille présentant la LPLB 

On peut constater que: 

- l'hémoglobine, le pourcentage des lymphocytes binueléés, de CDI9+ et CD27+ sont très 

semblables, témoignant de la même population lymphocytaire B, avec les mêmes proportions 

dans les deux cas 

- Le nombre absolu des leucocytes, lymphocytes, les valeurs des IgM sériques sont plus 

élevés chez la mère, qui présente également une splénomégalie. La raison de ces différences 

est peut être expliquée par l'âge (chez pratiquement tous les patients de notre série, la valeur 

des IgM augmente en fonction du temps), soit/et dans le nombre de paquets/années, la mère 

en a cumulé plus de 20, alors que la fille n'en est qu'à 4. 

Il semble curieux pourquoi que chez la fille on n'observe pas des réarrangements bel-2/IgH, 

alors qu'ils sont typiques de la LPLB, et sa mère les présente. 

Ces réarrangements, qui dans le cas du lymphome folliculaire (LF) ont pour l'effet de mettre 

le gène promoteur des gènes des chaînes lourdes des immunoglobulines devant le gène codant 

pour la protéine bel-2 (à fonction anti-apoptotique) et ainsi augmentant son expression, ne 

semblent pas avoir les mêmes effets dans la LPLB. 

L'expression de la protéine bc1-2 n'est pas augmentée dans les cellules LPLB : selon Lancry 

et al, 2001 [33], Roussel et al, 2004[57], même si dans LPLB les réarrangements bel-2/IGH 

sont multiples, intéressant les point de cassure MBR et mer, ils ne s'associent pas à une 

expression augmentée de la protéine bel-2 (alors que dans les cas de LLC, ou de LF, cette 

protéine est surexprimée). 
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Selon les mêmes auteurs, la fréquence des réarrangements des patients LPLB est 

intermédiaire entre celles de la population saine, et des patients souffrant de LF. 

Lancry et al, 2001 [33], rapportent par ailleurs, que dans l'ensemble de la population, les 

réarrangements bcl-2/IGH sont 13 fois plus fréquents chez le gens âgés de 60-80 ans que chez 

les jeunes de 0-20 ans. Donc les résultats chez nos deux patientes corroborent l'augmentation 

de la fréquence de ces réarrangements avec l'âge. Par contre, Summers et al, 2001 [64], en 

étudiant une population saine de 481 personnes, rapportent 23 % de réarrangements, mais que 

leurs incidence est indépendante de l'âge. 

Par ailleurs, selon Lancry et al, 2001 [33], la fréquence des réarrangements Bcl-2/IGH est 4 

fois plus élevée chez les fumeurs que chez les non fumeurs. Ainsi, la fille a une 

consommation du tabac cumulée bien moins importante que la mère et ce fait pourrait 

expliquer la différence entre les deux patientes. 

Un autre cas familial est décrit par Himmelmann et al, 2001[29], une patiente LPLB, avec 

antigène HLA-DR7 et une splénomégalie, faisant partie d'une fratrie de 4. Ils étaient tous 

fumeurs, porteurs d'antigène HLA-DR7. Après l'étude de la fratrie, il s'est avéré qu'un frère 

a présenté une lymphocytose polyclonale B pendant 12 ans, qui s'est estompée spontanément 

deux ans après l'arrêt du tabac. Son compte lymphocytaire était donc normal, cependant il y 

avait des lymphocytes binucléés au frottis sanguin, une splénomégalie et des IgM 

augmentées. 

Les deux autres frères ne 'présentaient aucune anomalie semblable, malgré une forte 

consommation du tabac et l'antigène HLA-DR7. Toute la fratrie présentait le même profil 

sérotypique pour EBV, à savoir une infection ancienne. 

Ce cas confirme la prédisposition familiale, mais montre que le tabac, EBV et HLA-DR7 ne 

sont que les facteurs prédisposant qui même mis ensemble dans une même famille ne sont pas 

suffisants pour développer une LPLB. 

Il montre également le caractère révélateur du tabac, qui dans le cas du frère atteint stimulait 

une lymphocytose. Cependant 3 ans après l'arrêt, les symptômes autres que le compte 

lymphocytaire élevé, ont persisté et suggérant, que le tabac n'était pas une cause, mais facteur 

exacerbant. 

La fille de la patiente dans notre série a une histoire du tabac récente, et pourtant la LPLB est 

déjà bien présente. Elle fume moins que sa mère, ou du moins depuis moins longtemps, et sa 

lymphocytose bien que gardant les mêmes proportions que chez la mère est inférieure en 

valeur absolue. 
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Cytogénétique 

Au niveau de la cytogénétique, on retrouve chez la fille l'isochromosome 3 « +i(3)(qI0) », et 

chez la mère des cellules avec « +i(3)(ql0)>> et des cellules avec trisomie 3. Les deux 

anomalies sont typiques de la LPLB, mais dans le cas familiaL on pourrait s'attendre à ce que 

les anomalies génétiques, bien qu'acquises soient les mêmes. Cette différence suggère encore 

une fois. que l'anomalie étudiée, à savoir, présence du matériel supplémentaire venant du 

chromosome 3 est une conséquence et non pas la cause de la LPLR développée au cours de 

l'évolution de la LPLB. 

8. Comparaison avec le groupe où le diagnostic de la LPLB a été écarté 

Le groupe non LPLB résulte d'un recrutement où la LPLB a été fortement suspectée d'une 

part par la présence des lymphocytes binucléés au frottis sanguin, et d'autre part par la 

présence d'un tableau clinique particulier (âge typique, sexe préférentiellement féminin, forte 

intoxication tabagique, terrain personnel et familial avec des affections auto-immunes, 

problèmes de nature psychologique ... ) 

Le diagnostic a été écarté car le tableau ne comportait pas l'ensemble des caractéristiques 

prédéfinies. Les arguments qui ont permis d'écarter la LPLB sont: 

• Présence des lymphocytes binucléés 

Dans la cohorte des patients avec la LPLB avérée, le pourcentage moyen des lymphocytes 

binucléés est de 4%. Rares sont les patients qui présentent un pourcentage inférieur à 2% (4 

patients), et 17 patients présentent un pourcentage supérieur ou égal à 5%. Parmi les patients 

sans LPBL, tous les patients sauf une (patiente avec LZM) présentent un pourcentage des 

lymphocytes binucléés inférieur ou égal à 1 %. Dans la LPBL, les cellules binucléées sont 

probablement assez facilement observables. 

• Les IgM 

L'augmentation des IgM dans la LPLB est quasi constante, et elle est marquée. En effet, la 

moyenne est de 6,7g/L et la médiane est de 6g/L. 27 patients sur 30 testés présentent une 

valeur supérieure à 3g/L. 

Dans la série où le diagnostic a été infirmé, une seule patiente (LZM) présente des IgM à 

3,23g/L, et il s'agit d'une Ig monoclonale. Le reste de patients présente des résultats dans les 

VR : 7 patients su 9 restants, soit présentent une augmentation très discrète, restant toujours 

inférieure à 3g/L pour les deux autres patients. 

L'absence de l'augmentation ou une augmentation discrète des IgM est ainsi un fOlt argument 

infirmant le diagnostic de la LPLB. 
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• Polyclonalité des lymphocytes B 

Tous les patients LPLB présentent une polyclonalité des lymphocytes B, avec une répartition 

des chaînes légères semblable à la population générale (kappa 2/3, lambda1l3). 

Dans le groupe des patients non LPLB, la patiente avec le LZM présentait une monoclonalité 

typique pour cette affection. Pour le diagnostic des syndromes lymphoprolifératifs malins, 

c'est un bon argument discriminant. 

Pour le reste des patients, la polyclonalité était de règle. 

• Profil CMF 

Le profil rencontré dans la LPLB n'est reproduit chez aucun des patients du groupe non 

LPLB. Les CD discordants, qui sont donc discriminatifs - dans notre série - de la LPLB sont 

les suivants: CD23-, CD27+, CD38-. Avec cette combinaison, nous arrivons à trancher dans 

tous les 10 cas des patients non LPLB. Ce groupe présente CD23+(3/5 patients testés), CD27-

(5/6 patients testés), CD38+(3/6 patients testés). 

La CMF est donc une technique discriminante pour la reconnaissance ou l'élimination d'une 

LPLB. 
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La LPLB reste une anomalie encore mal compnse. Notre série est une des plus grandes 

explorée de façon homogène. Nos données confrontées à celles de la littérature ont permis de 

progresser dans la compréhension de cette entité. Les lymphocytes B de la LPLB, 

probablement originaires de la zone marginale de la rate, semblent aboutir à une 

lymphocytose par accumulation. Notre étude semble indiquer que la LPLB présente un 

tableau biologique, mais également un tableau clinique particulier se rapprochant de celui 

observé lors de la fibromyalgie. Nous confirmons en les précisant les critères précédemment 

observés: majorité féminine, tabagisme important (:2: 15 PA), peut-être en rapport avec un âge 

stéréotypé de diagnostic (40aine
), anomalie morphologique facilement détectable sur le frottis 

sanguin, hyper IgM, profil immunophénotypique particulier B polyclonal CD5-, CD 1 0-, 

CD23-, CD27+, IgMhigh IgD10
\\ avec surexpression des TLR 7, 9, 10, anomalie cytogénétique 

(iso3q) bien visible par FISH. Il pourrait s'agir de la première anomalie caractérisée survenant 

à partir du compartiment récemment individualisé des cellules B de la zone marginale de la 

rate. Nous avons également remarqué des points méritant l'attention lors de l'interprétation de 

certaines analyses biologiques comme la vitesse de sédimentation augmentée, ou la recherche 

des anticorps anti-cardiolipide (aCL), en rapport avec une interférence de l'IgM polyclonale. 

L'évolution des patients est bénigne, le traitement inutile voire nocif, cependant un suivi 

semble nécessaire dans la mesure où la prévalence des pathologies lymphomateuses reste 

supérieure à celle qui est rencontrée dans la population générale. 
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Annexe 1. Les antigènes de différenciation étudiés par cytométrie en flux [38 J 

CD 19 (Clone: 13-119 ; Distribution: Beckman ; Fluorochrome : FITC) 

Glycoprotéine transmembranaire de la superfamille des immunoglobulines, exprimée 

précocement sur les cellules progénitrices hématopoïétiques humaines, persistant à la surface 

des lymphocytes B (jusqu'au stade plasmocytaire où il disparaît). On pense qu'il joue un rôle 

important dans la différenciation des lymphocytes B indépendante de l'antigène. 

CD 5 (Clone: BLl a ; Distribution: Beckman; Fluorochrome : PE) 

Il est exprimé par les cellules T (apparaissant précocement à la surface des précurseurs des 

lymphocytes T dans la moelle osseuse et persistant tout au long de leur maturation et 

activation) et par une sous-population de cellules B. Il est fortement exprimé par la plupart 

des cellules B des leucémies lymphoïdes chroniques. Une fraction de lymphocytes B issue du 

péritoine (appelés cellules BI) sont lymphocytes B CD 5+. Lymphocytes B CD 5+ semblent 

être mis en jeu dans la physiopathologie de certaines maladies auto-immunes. Ces cellules 

produisent des anticorps polyréactifs (IgM). 

CD 10 (Clone: ALB 1; Distribution: Beckman; Fluorochrome : PE) 

Endopeptidase neutre ou cALLA (Common Acute Lymphoblastic Leukemia Antigen). 

CD 10 est exprimé sur les précurseurs hématopoïétiques précoces, et persiste sur les cellules 

de la lignée B jusqu'à ce que les réarrangements des gènes d'immunoglobulines soient 

productifs. Il réapparaît sur les LB des centres germinatifs (également exprimé par les 

polynucléaires et certains tissus: tubules rénaux et entérocytes). Il est largement utilisé dans 

l'immunophénotypage des cellules leucémiques. Il semble participer dans la régulation de la 

maturation des lymphocytes B. 

CD llc (Clone: BUIS; Distribution: Beckman; Fluorochrome : PE) 

Integrin (lx, forme avec CD 18 la molécule p 150/95. Exprimé par granulocytes, monocytes, 

macrophages, cellules dendritiques. 

Présent lors de la leucémie à tricholeucocytes, LLC. Son expressIOn est augmentée à la 

surface des lymphocytes activés. Intervient dans la mobilité cellulaire et dans la régulation des 

réactions inflammatoires. 
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CD 20 (Clone: B-Lyl; Distribution: Dako; Fluorochrome : PE) 

Protéine transmembranaire. CD 20 apparaît sur les cellules B à un stade intermédiaire de 

maturation dans la moelle osseuse et persiste jusqu'au stade plasmocytaire où il disparaît. 

CD 21 

Glycoprotéine transmembranaire. Récepteur du complément 2, récepteur du virus d'Epstein 

Barr: EBV -R, contrôlant l'activation du complément, exprimé sur les lymphocytes B à un 

stade intermédiaire de maturation médullaire, persistant sur les lymphocytes B jusqu'à un 

stade immunoblastique, où il disparaît, sauf après activation par le virus d'Epstein Barr. Il 

participe à la régulation de l'activation et de la prolifération des lymphocytes B, il médie 

probablement l'adsorption d'EBV sur les cellules épithéliales l'exprimant. 

CD 22 (Clone: S-HCL-l; Distribution: Becton-Dickinson; Fluorochrome : FITC) 

Glycoprotéine de la superfamille des immunoglobulines. Il apparaît précocement dans le 

cytoplasme des cellules B dans la moelle osseuse et est ensuite exprimé à leur surface le long 

de leurs stades de différenciation et de maturation. Son expression est perdue après activation 

des lymphocytes B. CD 22 paraît être un véritable antigène de diffërenciation B-restreint. 

Il pourrait s'agir d'une molécule d'adhésion. Les lymphocytes CD22+ lient les cellules 

présentatrices d'antigène. CD22 pourrait ainsi être mis enjeu dans les interactions B-T. 

CD 23 (Clone: MHM6; Distribution: Becton-Dickinson; Fluorochrome : FITC) 

Glycoprotéine transmembranaire. CD 23A et B sont exprimés sur les lymphocytes B. CD 23B 

est exprimé également par d'autres cellules. Sur les lymphocytes B, CD 23 apparaît à un stade 

tardif de maturation et disparaît sur les plasmocytes. Il semble jouer un rôle important de 

régulation dans la production des IgE, capte efficacement les complexes immuns contenant 

des IgE et intervient dans la présentation des antigènes par les lymphocytes Baux 

lymphocytes T. 

CD 24 (Clone: ALB9; Distribution: Beckman; Fluorochrome : PE) 

Petite glycoprotéine de surface. CD 24 est exprimé précocement à un stade intermédiaire de 

maturation des lymphocytes B, et sur les cellules myéloïdes. Il persiste à la surface des 

lymphocytes B matures et des granulocytes, et peut être présent en petites quantités sur une 

sous-population de cellules T. Il est absent des plasmocytes. Aucune fonction n'est clairement 
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définie, mais il semblerait que le CD 24 pourrait être mis en jeu dans la prolifération des 

lymphocytes B et la production de peroxyde d 'hydrogène par les polynucléaires. 

CD25 

Glycoprotéine transmembranaire. Chaîne alpha du récepteur à l'Il-2. CD 25 est exprimé sur 

des nombreuses cellules activées. incluant des lymphocytes T, lymphocytes B et les 

monocytes. Egalement rencontré sur des cellules T et B transformées, des sous-populations de 

lymphocytes B au repos. des thymocytes, des cellules myéloïdes ... 

CD 27 (Clone: M-T27L Distribution: Dako; Fluorochrome : PE) 

Membre de la famille du récepteur Nerve growth factor. Exprimé par les thymocytes 

médullaires, les lymphocytes T matures et activés, les cellules NK, une sous-population de 

lymphocytes B activés et des macrophages. 

CD 38 (Clone: LSI98-4-3; Distribution: Dako; Fluorochrome: PE) 

Glycoprotéine transmembranaire de type II. Fortement exprimé sur les thymocytes. Présent 

sur les lymphocytes T et B jeunes, les cellules NK, les lymphocytes T activés, les plasmocytes 

et les globules rouges. Absent des lymphocytes au repos. 

CD 43 (Clone: DF-Tl; Distribution: Dako; Fluorochrome : FITC) 

Glycoprotéine transmembranaire de type mucine. CD 43 est exprimé sur tous les leucocytes 

sanguins sauf les lymphocytes B au repos. Il pourrait agir comme une molécule anti-adhésion. 

CD 79b (Clone: CB3-1; Distribution: Beckman; Fluorochrome : PE) 

CD 79 a été subdivisé en CD 79a et CD 79b. qui désignent les deux chaînes associées au 

BCR. Glycoprotéine transmembranaire, membre de la superfamille des immunoglobulines. 

CD 79b est exprimé dans le cytoplasme des lymphocytes B à un stade très précoce de 

différenciation. Dans le cytoplasme le CD 79b semble être le marqueur de lignée B le plus 

précoce. Le complexe CD 79a-b apparaît à la surface des lymphocytes B dès que des 

immunoglobulines entières peuvent être synthétisées. Le complexe CD 79 est indispensable à 

l'expression membranaire des immunoglobulines de surface. Il persiste sur les lymphocytes B 

lors de leurs stades de maturation et de différenciation ultérieurs mais disparaît des 

plasmocytes. Le complexe CD 79 médie l'expression des IgM et IgD à la surface des 

lymphocytes B, et fait partie intégrante du complexe B-cell receptor (BeR). Pour être lié par 
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les anticorps, lymphocyte B doit être à des stades tardifs de la différenciation, quand il 

exprime le BcR à la membrane. 

FMC7 (Clone: FMC7: Distribution: Dako: Fluorochrome : FITC) 

Situé sur le CD 20, sur les lymphocytes B matures. 

CD 95 

Glycoprotéine transmembranaire appartenant à la famille du Nerve Growth Factor. 

CD 95 est exprimé par une minorité de lymhocytes B et T et des cellules NK. Il est exprimé 

préférentiellement par les lymphocytes T mémoire CD 45 RO. La liaison de CD 95 à son 

ligand (jas ligand) entraîne l'induction de l'apoptose dans la cellule qui le porte. C'est un des 

mécanismes majeurs de régulation pour limiter les réactions inflammatoires et la prolifération 

lymphocytaire. 

CD 103 

Integrin cl, c'est la chaîne alpha d'une intégrine, glycoprotéine transmembranaire. 

Human mucosal lymphocyte antigen-l : HML-l. Exprimé sur > 95% des lymphocytes intra­

épithéliaux et sur environ 40% des lymphocytes T de la lamina propria de l'intestin, et 

d'autres sites muqueux. 

Chaînes légères kappa et lambda 

Normalement chaque clone plasmocytaire synthétise une seule espèce de molécule 

d'immunoglobuline ayant soit des chaînes légères de type kappa, soit des chaînes légères de 

type lambda. Le rapport kappa/lambda dans le sérum est normalement situé autour de 2. 

La prolifération pathologique d'un clone cellulaire conduit à l'augmentation de la synthèse de 

l'immunoglobuline sécrétée par ce clone (immunoglobuline monoclonale) ou de fragments 

d'immunoglobulines (chaînes légères libres) qui conduit à une modification du rapport 

kappa/lambda. Un rapport kappa/lambda situé en dehors du domaine de la normale indique 

l'existence d'une gammapathie monoclonale. 

IgD, IgG, IgM (Clones: Rabbit F(ab')2; Distribution: Dako; Fluorochrome : FITC) 

Immunoglubulines de surface. 

CD30 

Glycoprotéine transmembranaire de la famille du récepteur du TNF (TGF-R). 
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Il est présent physiologiquement sur les lymphocytes B, T et NK activés, et sur les sous­

populations de monocytes et cellules dendritiques. Présent sur les cellules de Reed-Sternberg, 

dans les lymphomes anaplasiques à grandes cellules, les lymphomes T périphériques ainsi que 

sur les cellules infectées par des virus tels qu'HIV, HTLV-I ou EBV. Physiologiquement il 

semble être impliqué dans la sélection thymique négative et dans la mort cellulaire 

programmée consécutive à l'activation du TCR. 

CD 34 

Glycoprotéine transmembranaire appartenant à la famille des sialomucines (mucine riche en 

acide sialique). CD 34 est exprimé sur les pro géniteurs hématopoïétiques médullaires 

indifférenciés, analogues aux cellules souches. Il est aussi présent sur les cellules 

endothéliales et les fibroblastes. Les anticorps CD 34 sont utilisés pour isoler des progéniteurs 

du sang périphérique ou du sang du cordon. 

CD40 

Glycoprotéine de surface, de la famille de récepteur du Nerve Growth Factor. Il est présent 

sur les lymphocytes B, les macrophages, et certaines cellules épithéliales, endothéliales de 

dendritiques. Il est exprimé précocement au cours de la différenciation des lymphocytes B et 

persiste jusqu'au stade plasmocytaire où il disparaît. Il permet de bloquer l' apoptose des 

lymphocytes B activés leur permettant d'évoluer vers les stades de différenciation ultérieurs 

de plasmocyte ou de lymphocyte B mémoire. Il apparaît important également pour la 

commutation des lymphocytes B lors de la liaison avec une cellule dendritique folliculaire. 

CD 122 

Glycoprotéine transmembranaire appartenant à la famille des récepteurs de cytokines 

hématopoïétiques (à l'interleukine 2). Il est exprimé sur les cellules activées, comprenant les 

lymphocytes T, B et les monocytes. Il est présent sur les cellules NK et des sous-populations 

de lymphocytes T et de monocytes au repos. Rôle dans la transduction du signal. 

CD 138 

Protéoglycane. Il est exprimé par les cellules B immatures, les plasmocytes, les cellules 

épithéliales et les cellules endothéliales des bourgeons capillaires. Il se fixe à la matrice 

extracellulaire et retient les facteurs de croissance. Il est impliqué dans l'activité des 

facteurs de croissance, la mobilité cellulaire et le contrôle de la morphologie des cellules. 
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CD 154 

Glycoprotéine de la Superfamille du TNF. Il lie le CD 40. Il est exprimé sur les lymphocytes 

T activés SUliout CD 4+, les mastocytes, et les basophiles. Il est indispensable à la formation 

de centres genninatifs et à la commutation de classe des immunoglobulines, par 

l'intermédiaire de sa liaison à CD 4 exprimé sur les lymphocytes T. 

TLR 

Protéines transmembranaires de type 1. Récepteurs d'antigènes faisant partie de l'immunité 

innée. Voie d'activation de la réponse immunologique innée, impliqués également dans 

certaines maladies auto-immunes (maladie de Crohn ... ). 
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Annexe 2. Répmiition de différents profils CMF au sein de la cohorte: 
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23 24 33 

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + 

CD5 + 

CDIO 

CDlle + ND + + + + + 

CD20 + + + + + + + ND + + + + + + + + + + 

CD22 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

CD23 + + + 

CD24 + + ND + + + + + + + + + + + + + + 

CD25 

CD27 + + ND + + + + ND + + + + + + + + + + 

CD38 

CD43 

CD79b + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

FMC7 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

CD95 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

CDI03 ND 

CD30 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

CD34 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

CD40 ND ND ND ND ND + + ND + ND ND ND ND + ND ND + ND 

CDI22 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

CDl38 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

CDI54 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

TLR 7 ND 1,46 ND ND ND 9,7 1,98 ND 1,3 ND 2,3 2,4 ND 12 ND ND 3,06 1,39 

TLR 9 ND 1,6 ND ND ND GS GS ND 2,12 ND 1,7 1,94 ND 6 ND ND SG SG 

TLR ND 0 ND ND ND 8,8 2,34 ND 2,1 ND 2,04 0,84 ND 6 ND ND 3,37 4,01 
10 

Tableau X: Récapitulatif des différents phénotypes CMF observés dans notre cohorte. 
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Annexe 3. Les caryotypes des patients étudiés 

N° Caryotype Caryotype 
___ ~_~_, __ ~_". __ ~" ~~,_, ____ 'eY _____ ~~ ___ _ 

1 46.XX 

2 46.XX[52]1 
46,XX, inv( 6 )(p24q 15)[ 1] 

3 46, XX [28] 

4 4 7,XX. +i(3q)( q 10)[8]1 
46,XX,add(20)(p 13 )[2]1 
46.XX[10] 

5 ND 

6 ND 

7 46, xx [31) 

8 46,XX,der(3)t(3:")(p21 ;")[ cp4)1 
46,XX[52) 

9 46,XX[23)1 
46,XX,del( 6)( q 12q 16)[ 1)1 
48,XX,+X,+X[I)1 
47,XX,+mar[cp2)1 
46,XX,add( 14)( q32), 18,+mar[ 1)1 
45,X,-X,-13,-16,+2mar[1 )1 
50,XX,+ 3,+4,+8,+8[ 1] 

10 46, XX 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

4 7,XX,+i(3)(q 1 0)[7)1 
46,XX,add(3 )(p24 )[2)/ 
46,XX, ... [cp4)1 
46,XX[22) 
ND 

46,XX, der (3)t(3;?)(q29;?) 
plus autres anomalies (instabilité 
chromosomique) 
46,XX[48)1 
46,XX,dup(3)( q 12q29)[ 1)1 
46,XX,add(3 )(p23)[ 1) 
47,XY,+i(3)(q 1 0)[4)1 
46,XY[29) 

46,XX [50) 

46,XX[22)1 
46,XX,del(6)?( q 16q24 )[3) 
46,XX[46]1 
44-47,XX[3)1 
46,XX,del(6)(qI4)[l) 
46,XX, +i(3)( q 1 0)[7)1 
46,XX[12)1 
46,Xxder(1 )t( 1 ;?)(q44;"), 
der(5)t(5;?)(p 1 2;?)[ 1) 

21 46, XX, inv(9)(pl IqI2)[18]lid, +3 
[5] 

Caryotype 
------:::::---:-::-:-::--::=-------.. --_. 

23 46-48,XX,der(3 )t(3: ")( q29:")[ cp3]1 

24 

25 

26 

27 

28 

29 

30 

31 

32 

46,XX, ... [cp8V46,XX[20) 

47,XY,i(3)(q 1 0)[cp3)1 
49,XY,+ Y,+i(3 )(q 1 0),+ 18[ 1)1 
47,XY,+Y[2)1 
46,XY[34) 
46,XX[50) 

46,XX[49)/ 
46,XX,del( 13)( q31)[ 1) 

46,XX,-21 [5)1 
46,XX,+6,-21 [1)1 
47,XX,i(3)(q 1 0)[3)1 
46,XX[21) 
46,XX[50) 

46,XY[49)/ 
48,XY,+3,+18[1] 
46,XX[50) 

4 7,XY,+i(3)( q 10)[2)1 
46,X,-Y,+del(3)(p 1 0)[3)1 
46,XY,add(l3)(p II )[2]1 
46,XY,der(6)(q 13q 16),der(8)t(8:")(pl 1 ;?)[2)1 
46,XY,add(l5)(q26)[ 1 JI 
46,XY,add(17)(q25)[ 1)1 
46,XY,add(9)( q34)[ 1)1 
46,XY[3) 
46,XX[50) 

Il 46,XX [59]. instabilité 22 46,XX,der(l )t(l ;?)(q3l;?)[ cp2]1 33 46,XX[41]1 

~.~ ••• # ••• ~!on~~~.~~liq!:~ ..• ~.",~".m~.~n •• ".~~ __ '!.6,~X[50]_~~.~~~ ___ m •• ~_. __ ~~6,XX[ce.~1,~M"" __ ~_"'_"~~ __ ~ 

Tableau XI. Récapitulatif des caryotypes illustrant une instabilité chromosomique 
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Sir, 
Persistent polyclonal B-cell Iymphocytosis with binucleated lymphocytes (PPBL) is a rare 
entity, predominantly diagnosed in smoking women and recognized by a moderate, chronic 
and absolute Iymphocytosis with atypical binucleated lymphocytes (Gordon). HLA-DR7 is 
frequently expressed, and an extra isochromosome for the long arrn of chromosome 3 
+i(3)( q 10) is detected in 80% of the cases (Troussard). The expression of B peripheral blood 
lymphocytes is consistently CD5- and CD27+ and suggests a memory B-cell of splenic 
origin. By contrast to B-cell chronic Iymphoproliferative disorders, peripheral B-cells are 
polyclonal with kappa and lambda light-chain expression and no clonai rearrangement of 
immunoglobulin (Ig) heavy chain genes is usually identified. A moderate increase of serum 
polyclonal IgM with decrease IgG and IgA has been found in most cases. As anti­
phospholipid antibodies (APL) have been previously reported in three cases of PPBL by 
Granel et al. (2002), we investigated Lupus anticoagulant (LA) and APL of IgM and IgG 
isotypes in a series of 20 PPBL patients (PTT-LA©, Diagnostica Stago; dRVVT©, Siemens 
Dade Behring) (Brandt et al 1995a-b, 1995; Miyakis S et al, 2006; Pengo et al, 2009). Anti­
cardiolipin (aCL), anti-B2-glycoprotein 1 (aB2GPI) and anti-phosphatidylethanolamine (aPE) 
antibodies with IgG and IgM isotypes were also explored using a in-house ELISA (Tincani et 
al, 2001; Granel, 2002»). Thresholds ofpositivity were >5 U/mL for aCL (IgG or IgM), >7 
U/mL for aB2GPI (IgM or IgG), >58 UPEM for aPE (IgM) and> 17 UPEG for aPE (IgG). 

Twenty patients with typical PLPB diagnosis were investigated (18 women, 2 males), 12 from 
them previously published (Feugier, Cornet). Three patients were suffering from Raynaud's 
phenomenon or thyroïditis or lupus. Three women had an history of one foetalloss, 2 women 
two and 2 women tluee or more (early losses). None of them had an history of thrornbosis. 
One male had constitutional thrombocytopenia. None of them met criteria for a true APL 
syndrome according to current definition (Miyakis, 2006), in particular no relevant clinical 
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history. AIl patients had increased IgM -15 polyclonal, 5 oligoclonal with a restriction of the 
Ig heterogeneity-, along with decrease IgG and/or IgA in 15. Fourteen patients presented with 
APLIcofactor antibodies with a recurrent profile ap2GPI IgM positive (IgG negative) and/or 
aPE IgM positive (IgG negative) (Table 1). Two patients had positive detection of LA ofIgM 
isotype and were both positive for ap2GPI (IgM) and one for aPE (IgM). Investigation of a 
panel of auto-immune antibodies (anti-nuclear -ANA-, anti-double stranded DNA, anti­
smooth muscle, anti-collagene, anti-thyroid, anti-mitochondria, anti-parietal ceIls) was 
negative except 5 cases with low levels of ANA below diagnostic value. Rheumatoid factor 
was found in one patient only. As the optical densities of the sample blanks of aPL positive 
sera were very high, we controIled the ap2GPI and aPE IgM positivities by performing the 
test after depolymerisation of the IgM using cystein chlorhydrate that cancelled aIl ELISA 
tests positivities, including the 2 patients with LA. The blank of the ELISA tests decreased 
after treatment by cystein chlorhydrate as compared to the previous series completed without 
IgM depolymerisation, and the values of the blanks were then as these usuaIly obtained in the 
laboratory. Nevertheless, as IgMs pentameric depolymerisation might have induced specifie 
fixation loss to an antigen, and as monoclonal IgM with APL activity could be found in 
Waldenst6m disease (M. Sanmarco, unpublished data), a real APL syndrome might not been 
excluded. However, no clinical relevant history was found for aIl patients. A method to 
determine if the epitope of monoclonal IgM is specifie of p2-GPI or PE would be to purify the 
Igs and to use HPLC with p2-GPI or PE and study elution product against specifie ELISA. 

We were also intrigued by an erythrocyte sedimentation rate (ESR) increase in 6 out 16 
patients without obvious clinical correlation (ESR non available for 4 patients). We checked 
acute phase reaction proteins levels (C-reactive prote in, orosomucoïd, fibrinogen, 
haptoglobin, complement fraction C2 and C4, ferritin, al-antitrypsin) and no abnormalities 
were identified. AIl patients had an IgM > 10 g/l (aIl patients with normal ESR had IgM <9 
g/L), and had artifactual IgM aCL and aPE positivity. We hypothetized that ESR was also 
truly accelerated by the increased IgM, as for any increase in Ig, but with doubtful clinical 
value (no inflammation pointed out). FinaIly, 4 patients presented initiaIly with doubtful HIV 
positivity which were subsequently ruled out. 

To conclude, we would like to point out the need of a careful interpretation of laboratory 
investigations with possible IgM interference in the context of PLBL. Most patients seemed to 
harbour APL IgM antibodies, but related to an interference of their IgM with the laboratory 
tests. Moreover, acceleration of the ESR was found in one third of the patients without 
inflammation state. We stress that: i/ IgM in PLPB unspecificaIly bind to some APLIcofactor, 
and that interference had no clinical value, ii/ interference of the IgM antibodies should be 
considered and checked after an IgM depolymerisation pre-treatment protocol in laboratory 
tests. 

Table 1: Patients data 
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