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Introduction.

Les lymphomes non hodgkiniens regroupent un ensemble hétérogéne de syndromes
lymphoprolifératifs issus des Lymphocytes T ou B dont I'incidence augmente de fagon
réguliere dans tous les pays.

Avec les mélanomes, il s’agit du type de cancer dont 'augmentation de fréquence est
la plus importante. Des études longltudlnales ont montre une augmentation de
I'incidence des lymphomes de l'ordre de 5 a 10% par an.?! Le risque relatif était de
12,4 cas pour 100000 habitants en 1987 aux Etats Unis, ou les Lymphomes
représentent maintenant le cinquieme cancer le plus frequent chez 'homme et le
sixieme chez la femme.

L’hétérogénéité de ces affections tient a leur présentation et leur évolution clinique
plus ou moins agressives, leurs caractéristiques cytologiques et histologiques, et leur
sensibilité variable aux traitements.

Les conséquences de cet hétérogénéité pésent sur le choix thérapeutique et le
pronostique de ces pathologies.

Mais I'essor des techniques immunohistochimiques, le développement des anticorps
monoclonaux et de la biologie moleculalre ont transformé |'approche des tumeurs
lymphoides.

La classification la plus récente, denommee la Rewsed European-American
classification for lymphoid neoplasm (REAL classifi catlon) identifie des entités sur
des critéres morphologiques et immunophénotypiques.!

Si contrairement a la Working Formulation (WF), la classification de REAL ne
distingue pas de groupes pronostiques, elle integre l'ensemble des progrés
conceptuels et techniques réalisés dans la connaissance des proliférations
lymphoides.

Plusieurs questions concernant la stratégie thérapeutique chez les patients atteints
de lymphomes restent en suspens.

Les traitements optimaux restent discutés, le role respectif des chimiothérapies et en
particulier du CHOP (polychimiotherapie : cyclophosphamide, doxorubicine,
vincristine, predniso(lo)ne), longtemps considéré comme le protocole standard reste a
définir. Le r6le de lintensification thérapeutique précoce chez les patients & mauvais
pronostique ainsi que les modalités optimales d’intensifi catlon chez les patients en
rechute restent flous.

Si 'on fonde certains espoirs sur l'inhibition des mécanismes de résistance aux
chimiothérapies actuellement utilisée, I'absence de nouveaux antimitotiques, ou de
nouveaux analogues nucléosidiques ne permet pas de prévoir des progrés notables
dans les protocoles de chimiothérapies.

Une autre approche prometteuse semble donc étre I'administration d’anticorps
monoclonaux ou linduction d'une réponse immunitaire spécifique dirigée contre
l'idiotype exprimé par les cellules lymphomateuses.
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Chapitre I- Cellules du systéme immunitaire :Nomenclature, physiologie,
phénotype et différenciation des cellules lymphoides.
[4] [ST[9][37][71]

I-1- Introduction.

Les cellules intervenant dans les réactions immunitaires sont dérivées de la
moelle hématopoiétique, réservoir des cellules des lignées hématopoiétiques dont
font partie les cellules du systeme immunitaire.

Leur différenciation est contréiée par un ensemble de cytokines et facteurs de
croissance qui agissent de facon coordonnée sur leur prolifération et leur maturation,
lors de 'hématopoiese.

La caractérisation des cellules au cours des différentes étapes de 'hématopoiése
peut étre réalisée par des études morphologiques mais l'essor des techniques
immunohistochimiques, le développement des anticorps monocionaux (AcMo) et plus
récemment de la biologie moléculaire permet maintenant de localiser une cellule dans
un stade de différenciation bien précis. Il faut cependant garder a l'esprit que la
différenciation est une succession d'événements dont chaque étape n’est pas finie.

Les polynucléaires (neutrophiles, éosinophiles et basophiles), les cellules de la
lignée monocyte/macrophage avec leurs multiples formes tissulaires constituant le
systéme réticulo-histiocytaire assurent immunité non spécifique de mise en jeu
rapide et participent a l'induction, régulation et expression de la réponse immunitaire
spécifique.

Cette immunité spécifique ou adaptative est médiée par les Lymphocytes T et B. Les
actions sélectives et efficaces sont assurées par des récepteurs spécifiques de
I'antigene présents a la surface des lymphocytes T ( TcR ) et B (B¢cR ou slg
Immunoglobuline de surface).

Si la structure protéique et les génes de ces deux types de récepteur présentent de
remarquables similitudes leurs capacités d'interaction avec les Ag différent
significativement.

On parlera pour les TcR de «reconnaissance de I'Ag restreinte au complexe majeur
d’histocompatibiliteé (CMH)», puisque f{activation du Lymphocyte T effecteur va
nécessiter une coopération entre la cellule dite présentatrice de 'antigéne ( comme la
cellule dendritique, la cellule de Langerhans ou le Lymphocyte B) et le Lymphocyte
T4.

Ce lymphocyte T, caractérisé par un marqueur dit CD4 et qui posséde un récepteur
extrémement spécifique ( le complexe TcR/CD3) ne va pouvoir repérer et étre activé
que par des peptides antigéniques préalablement modifiés puis réexprimés a la
surface des cellules présentatrices de I'antigénes, liés aux molécules du CMH.

Les lymphocytes B sont, eux, capables de reconnaitre des Ag dans leur configuration
native, libres en solution ou en surface surles membranes cellulaires.

L'expression des molécules slg et TcR par les lymphocytes au cours de leur
différenciation fait intervenir plusieurs processus de réarrangement dans les génes
des slg et du TcR. La lymphopoiése B se déroule principalement dans la moelle alors
que la T est surtout thymique.
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I-2- Hématopoiése.

L'’hématopoiese se caractérise donc par une succession d'étapes
séquentielles de differenciation aboutissant a des cellules de la lignée lymphoide et
de la lignée myéloide ; chaque étape se définissant par :

m des modifications phénotypiques avec expression de molécules
membranaires, ~marqueurs immunologiques potentiels, pouvant étre
specifiques de lindividu, ce sont les marqueurs du complexe majeur
d’histocompatibilité HLA (Human Leucocyte Antigen) ou bien encore
spécifique de tel ou tel type particulier de cellules et pouvant étre associés a
une fonction cellulaire spécifique.

m des propriétés fonctionnelles particulieres a certains stades de maturation.

Les lymphocytes B et T sont I'aboutissement de la différenciation lymphoide qui se
déroule dans la moelle osseuse et les tissus lymphoides.

La différenciation myéloide assure la production des cellules des lignées
monocytaires, granulocytaires, érythroides et des plaquettes dont la production se
déroule essentiellement dans la moelle osseuse.[ Figure 1]

Les différents marqueurs antigeniques exprimés a la surface des membranes
cellulaires sont spécifiqgues des fonctions et des stades de différenciation cellulaire,
mais contrairement aux marqueurs HLA, ils ne sont pas spécifique d’espéce. Durant
ces trentes derniéres années, ils ont été classés et déterminés en fonction de leur
capacité a fixer ou non les AcMo (Anticorps Monoclonaux).

Une harmonisation s’est donc petit a petit opérée pour leur dénomination et on
emploie maintenant les initiales CD suivies d'un numéro « cluster of differenciation »,
ce qui peut étre approximativement traduit en frangais par « marqueur de
différenciation ». '

Chaque marqueur a donc un code CD et cette nomenclature rassemble sous le
méme CD des molécules identiques détectées dans différentes espéces ( homme,
souris, rat...). ‘

Les marqueurs pour les lignées lymphoides sont plus discriminants et plus nombreux
que ceux disponibles pour la lignée myéloide.

Il est également intéressant de souligner que lors de 'hématopoiése, la prolifération
et la différenciation de chaque lignée sont contrélées par des signaux extracellulaires,
par laction de cytokines, de facteurs de croissance ou encore par contact
membranaire. L’hématopoiése basale est entretenue par les cytokines, les facteurs:
de croissance produits au sein du microenvironnement meédullaire et par les cellules
stromales.

L’hématopoiése basale peut cependant étre modifiée par un ensemble de médiateurs
produits par les macrophages dans le cadre de limmunité naturelle et les
lymphocytes T lors de la mise en jeu de 'immunité adaptative ; c’est la stimulation de
'hématopoiése inductible qui agit en activant les celiules souches myéloides. Ces
molécules sont des immunomodulateurs thérapeutiques potentiels.
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Figure 1. Schéma simplifié de ’hématopoiése.

Schéma simplifié de I'hématopoiése
Le site de divergence entre mastocytes et bas 30ise, Les sellules dendritiques se différencient
probablement directement a partir de infiise dl GM-CSF et du TNFe. Les cellules NK forment
ane population hétérogéne dont certaines dérivent des ”*‘IlU'-‘S souches lymphoides sans se différencier dans le thy-
mus.

cell. souche

cell. souche myeloide X
lymphoide

CFU-GEMM

BFU-E CFU-Meg CFLi GP\N CFU-Eo CFU-Ba
+

CFUE 4. CFUM  CFU-G

l

MOELLE OSSEUSE

=y

A

TISSUS SANG




Généralités sur les Lymphomes non Hodgkiniens (LNH)
Thérapeutiques classiques et perspectives d’Immunothérapie

I-3- Lignées lymphocytaires.
1-31- Morphologie.

Les lymphocytes sont des cellules arrondies de petite taille (7 a2 9 p de

diamétre) avec un grand noyau a chromatine dense et un mince anneau de
cytoplasme contenant des ribosomes mais trés peu de lysosomes et de
mitochondries. |l n’y a pas de différence morphologique entre les lymphocytes de la
lignée B et de la lignée T. Cet aspect morphologique, dit de petit lymphocyte,
correspond a des cellules au repos en phase Go du cycle cellulaire [ Figure 2] . Les
grands lymphocytes granuleux représentent environ 5% des lymphocytes du sang. lls
ont un cytoplasme plus abondant que celui des petits lymphocytes , et possédent des
granules azurophiles, denses aux électrons, correspondant a des lysosomes
primaires. [ Figure 3 et Figure 4]
Sous linfluence d’'un signal activateur , ces lymphocytes sont susceptibles d'entrer en
phase G1 du cycle cellulaire, caractérisée par une décondensation de la chromatine,
une augmentation du volume cellulaire et du contenu en protéines et en ARN. Sous
influence de signaux de progression, cette cellule peut passer de G1 a la phase S
caractérisée par une réplication de 'ADN qui culmine en phase G2 précédant la
mitose. Ces lymphocytes activés sont désignés sous le nom de lymphoblastes. Les
lymphoblastes en prolifération peuvent a nouveau se différencier en "petits
lymphocytes ou, dans le cas de la lignée B, en plasmocytes ou Immunoblastes.
[ Figure 5]

1-32- Différenciation et expression des marqueurs lymphocytaires T.

Le schéma du développement des cellules B et T est décrit chez la souris et
semble étre tres sembiable chez 'homme.
Les lymphocytes T et B sont dérivés des cellules souches hématopoiétiques
multipotentes présentes dans le foie foetal et plus tard dans la moelle osseuse.
Encore aujourd’hui, on pense qu'il existe un précurseur lymphoide ( sans marqueur
spécifique connu a ce jour), toujours non identifié. ,
Le lymphocyte T se différencie donc a partir de ce précurseur médullaire CD 34+ 44+
commun au Lymphocyte B.
Puis les futurs lymphocytes T , issus des cellules souches de la moelle osseuse,
trouvent dans le thymus un microenvironnement favorable a leur différenciation
aboutissant a I'expression d’'un TcR mature et fonctionnel. [ Figure 6 ]
Cette différenciation intrathymique comprend le réarrangement des segments
génétiques codant pour les chaines des récepteurs T, 'expression de ces récepteurs
associés a la molécule CD3, la multiplication des thymocytes, et surtout leur sélection
par les molécules du CMH et les peptides qui leurs sont associés. Les anticorps
monoclonaux ont permis de suivre les maodifications de leur profil antigénique au
cours de leur séjour intrathymique . Dans le thymus se localisent trois populations
différentes de lymphocytes : le prothymocyte, les thymocytes intermédiaires dans la
zone corticale au contact des « nurse cells » et les thymocytes matures dans la zone
médullaire. Il est actuellement établi que ces trois populations représentent trois
stades de la différenciation des lymphocytes T. Les prothymocytes et les thymocytes
intermédiaires possédent une activité terminal-transferase(TdT).
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Figure 2. Petit lymphocyte.

Figure 3. Grand lymphocyte.

Figure 4. Grand lymphocyte.

Figure 5. Immunoblaste.
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Figure 6. Différenciation intrathymique des Lymphocytes T.
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Dans le cortex thymique, les prothymocytes n'expriment que les antigénes CD2, CD7,
CD38 et l'antigene HLA-DR. A ce stade l'antigéne Pan-CD3 serait uniquement
présent dans le cytoplasme.

Le stade de thymocyte intermediaire serait marqué par I'apparition des antigénes
CD1, CDS, CD4 et CD8, mais surtout par la migration de la molécule CD3 a la
surface des cellules ou elle formerait avec le récepteur TcR le complexe CD3/TcR
o/} qui intervient dans la reconnaissance des antigenes. A ce stade les thymocytes
activés par FPinteraction peptide-CMH/TcR meurent par apoptose avant d'étre
phagocytés par les macrophages de la jonction cortico-medullaire , ce qui conduit a
I'élimination, par sélection négative, des thymocytes fortement autoréactifs.

Le petit nombre de cellules sélectionnées positivement (environ 5%) poursuit sa
différenciation et exprime fortement & sa surface les molécules CD3 et TcR, (seuls
marqueurs spécifiques de la lignée T)-avant de finir par acquérir le phénotype de
Lymphocytes T matures CD4+CD8- ou CD4-CD8+.

Les lymphocytes T matures TcR-af3+ expriment, en effet, soit les molécules CD4, soit
les molécules CD8.

La majorité des cellules CD4 a un réle auxiliaire ou helper alors que la plupart des
lymphocytes T CD8+ ont des fonctions cytotoxiques/suppressives . Cependant une
sous population de cellules T CD4+ peut aussi aveir une activité cytotoxique.

Il existe une forte corrélation entre l'expression de la molécule CD4 et la
reconnaissance de I'Ag restreinte au CMH de classe 2, et entre 'expression de
Fantigene CD8 et la reconnaissance restreinte au CMH de classe 1.

Cette association implique gque les cellules T CD4+ ne peuvent étre activées que si
I'antigéne est présenté par les cellules exprimant le CMH de classe 2, c’est a dire les
lymphocytes B, les monocytes et la plupart des macrophages. ‘
En revanche, les lymphocytes CD8+ peuvent étre activés par une plus grande
variété de cellules, car toutes les cellules nucléées expriment les molécules de
classe 1. Plusieurs travaux indiquent que l'antigéne reconnu par les cellules T
TcR-ap+ est un fragment peptidique issu d'une dégradation de I'antigéne qui se lie a
un site spécifique sur la molécule du CMH au sein du réticulum endoplasmique dans
lequel il pénétre sous l'influence d’un transporteur.

La maturation finale des thymocytes dans la zone médullaire conduit a la perte de la
molécule CD1 et a [lindividualisation des Ilymphocytes auxiliaires CD4+ et
suppresseurs ou cytotoxiques CD8+ . Ces cellules passent alors dans le sang pour
aller coloniser le tissu lymphoide périphérique. Sous linfluence d'une stimulation
antigenique, les lymphocytes T sont susceptibles de. subir~un ensemble de
transformations morphologiques et antigéniques avec apparition d'antigénes dits
d’activation tels que le recepteur pour 'll2 (CD25), les antigénes Ki-1(CD30), CD70,
CD71 et HLA-DR.

La majorité des lymphocytes thymiques possedent le récepteur TcRa/p et seulement
1% le TcRy/3. Cependant les étapes intermédiaires menant du lymphocyte
T « vierge » a 'immunoblaste aprés stimulation sont mal connues.

Les composants non lymphoides du cortex thymique jouent donc un réle majeur sur
la maturation des précurseurs thymiques. Par leur TcR, les thymocytes interagissent
avec des cellules épithéliales, macrophages ou encore dendritiques grace aux
molécules d'adhésion CD2/LFA-3, LFA-1/ICAM-1 et Mac-1.

La production de nouveaux lymphocytes T augmente dés la 67 semaine de vie
foetale jusqu'a la puberté pour diminuer ensuite progressivement. La nature des
cellules stromales qui contrélent et stimulent la lymphopoiése T reste inconnue.

ame
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I-33- Différenciation et expression des marqueurs lymphocytaires B.

La moelle osseuse est le siege de 'hématopoiese et le site de différenciation
des lymphocytes B. Les cellules pro-B (HLA-DR+) et pre-B dérivées des cellules
souches CD34+ se multiplient au contact de I'endosteum de la travée osseuse et de
cellules réticulaires primitives qui sécretent les différentes cytokines nécessaires a la
multiplication et a la différenciation cellulaire. [ Figure 7]

Elles évoluent en cellules pro/pré-B definies par ['apparition des premiers
marqueurs B, molécules CD19 et CD37 (Fun des marqueurs B les plus précoce).
[ Figure 8]

Il s’y associe ensuite d’autres marqueurs des cellules B, les antigénes CD22 et CD20.
Uitérieurement, les cellules pré-B expriment l'antigéne CALLA (common acute
lymphoblastic leukemia/lymphoma antigen) ou CD10.

L’apparition de chaines p-cytoplasmique, sans chaine légere associee, marque la
derniére étape de la différenciation des cellules pré-B dans la moelle
hématopoiétique.

Les cellules pro-B et pré-B possedent également une enzyme trés utile au diagnostic
des lymphomes lymphoblastiques, la terminal désoxynucléotidyl transferase (TdT)
impliquée lors des réarrangements des génes.

Comme dans le thymus, un grand nombre de cellules B meurent par apoptose et sont
phagocytées par des macrophages. Les cellules B matures quittent la moelle en
traversant la paroi des sinus veineux.

Apres leur sortie de la moelle osseuse, les lymphocytes B vont passer dans le sang
pour aller coloniser le tissu lymphoide périphérique.

Dans les ganglions lymphatiques, les cellules B se localisent essentiellement dans les
follicules alors que les lymphocytes T siegent entre les follicules, dans le cortex
profond ou zone paracorticale. Dans les follicules lymphoides, les lymphocytes B se
disposent soit a la périphérie (lymphocytes du manteau), soit au centre des follicules
dans une zone appelée centre germinatif qui n'apparait gu’aprés stimulation
antigénique.[ Figures 9 et 10 ]

Les lymphocytes du manteau et du centre antigénique ont un phénotype différent.
Les premiers, petits lymphocytes « vierges », non stimulés, possedent des
Immunoglobulines de surface(lgS)(u+6), divers antigénes B (CD19, CD20, CD22) et
la molécule CD21 (récepteur pour la fraction C3d et le virus d’Epstein Barr).

Chez 'homme, une sous population de lymphocytes B ganglionnaires exprime des
antigénes normalement associés aux lymphocytes T : I'antigéne CD5.

Aprés une stimulation antigenique, les lymphocytes folliculaires sont activés,
proliferent et subissent des modifications phénotypiques. La différenciation vers la
fignée plasmocytaire est marquée par I'apparition d’'lg cytoplasmiques, I'acquisition de
nouveaux antigénes CD38 et la perte de la plupart des antigenes B (CD19, 20, 22).

[ Figure 11]

Aprés une stimulation antigénique, les petits lymphocytes des follicules subissent
donc une série de transformations morphologiques les menant du stade « vierge » a
celui de plasmocytes [ Figure 12]. Toutes ces cellules aisément reconnaissables
dans un centre germinatif normal [ Figure 13 ] pourront donner naissance a des
lymphomes malins d’architecture folliculaire ou diffuse.

L’activation des cellules B folliculaires se ferait grace a lintervention des cellules
folliculaires dendritiques, qui sont restreintes aux follicules [ Figure 14 ].
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Figure 7. Représentation schématique de ’hématopoiése des cellules B dans la
moelle osseuse.
K.Jacobsen et DG.Osmond EUR J Immunol 1990,20, 2395
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Figure 9. Follicule Lymphoide.

Cliché Immunoperoxydase sur coupe congelée x 125
M. Raphael, Hopital Avicenne, Bobigny.

Immunomarquage CD3 exprimé sur les cellules T situées essentiellement dans les zones
interfolliculaires et présence de quelques Lymphocytes T dans les centres germinatifs

Figure 10. Follicule Lymphoide.

Cliché Immunoperoxydase sur coupe congelée x 125
M. Raphael, Hopital Avicenne, Bobigny.

Immunomarquage des cellules de la couronne lymphocytaire ou manteau, exprimant la chaine lourde
IgD.
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Figure 11. Plasmocytes typiques CD20- CD38++.

P. Merville, J. Dechanet, Y. Liu et J. Banchereau
Centre de Recherches Immunologiques Schering-Plough, Dardilly France.

Les cellules B ont été obtenues a partir d'amygdales humaines, séparées par gradient d’albumine de
différente densité puis isolées par un trieur de cellules sur la base de I'expression membranaire des
molécules CD20 et CD38. Les cellules ainsi triées ont été fixées par le méthanol et colorées au

Giemsa.

Figure 12. Lymphoplasmocyte.

P. Merville, J. Dechanet, Y. Liu et J. Banchereau
Centre de Recherches Immunologiques Schering-Plough, Dardilly France.
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Figure 13. Follicule Lymphoide.

Hématéine Eosine x 200
Cliché Dr. J. Feuillard, Hopital Avicenne, Bobigny.

La couronne lymphocytaire ou manteau est la partie la plus large située entre la zone claire du centre germinatif
et la capsule.

Le centre germinatif est composé d’une zone sombre (compartiment de prolifération comportant les
centroblastes) et d’une zone claire (compartiment de différenciation ou sont situés les centrocytes).

Figure 14. Follicule Lymphoide.

Cliché Immunoperoxydase x 200
M. Raphael, Hopital Avicenne, Bobigny.
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Réseau des cellules dendritiques centrofolliculaires dans le centre germinatif.
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Les toutes premiéres étapes de la transformation des lymphocytes « vierges » sont
mal connues. L'une de ces étapes serait 'apparition d’une cellule blastique a noyau
rond a l'origine de certains lymphomes lymphoblastiques. Elle évoluerait vers une
grande cellule a noyau rond, le centroblaste, présentant des nucléoles au contact de
la membrane nucléaire.

Les centroblastes vont a leur tour se différencier en cellules a noyaux encochés : les
grands et petits centrocytes .

C'est a partir de ces derniéres cellules que se formerait le pool des cellules B
mémoires. Les «lymphoblastes » provenant de V[activation des lymphocytes
pourraient choisir une autre voie de différenciation conduisant a une cellule
volumineuse a noyau rond, fortement nucléolé, et a cytoplasme trés basophile,
limmunoblaste [ Figure 5 ]. Par la suite, 'immunoblaste donnera naissance aux
plasmocytes qui sécrétent les Ig. L'origine de nombreuses cellules n'est pas
clairement établie. Certaines comme les lymphocytes B monocytoides, se
développeraient a partir de cellules localisées a Ia periphérie des follicules
lymphoides encore appelée zone margmale

I-4- Expression des Ac, slg et TcR a la surface des lymphocytes.
I-4-1- Généralités.

Les molécules de Fimmunité spécifique comprennent d'une part, les
immunoglobulines, Ig ou Ac, qui sont sous forme soluble dans les liquides
biologiques ou sous forme de récepteurs membranaires a la surface des
lymphocytes B (BcR ou B cell receptor), et d’autre part, les récepteurs des
lymphocytes T (TcR ou T cell receptor).

Ces molécules assurent la reconnaissance des épitopes des Ag par des sites
complémentaires stéréospécifiques, les paratopes. Si le systétme immunitaire est
capable de reconnaitre autant d’antlgenes et d’épitopes antigéniques, c'est grace a
I'incroyable diversité (au moins 10" a 10° ) des régions hypervariables des Ig
[ Figure 15 ] mais aussi sur les slg et les TcR [ Figure 16 ].

On estime par exemple qu'un organ!sme adulte contient a un instant donné de I ordre
de 10 molécules d’ Ig dont pius de 10° espéces moléculaires différentes et plus de
10* clones différents de lymphocytes T. Ces molécules sont bifonctionnelles. La
partie N-terminale, portant le paratope, assure la reconnaissance spécifique. La
partie C-terminale déclenche des signaux biologiques, la transduction, induits par
la liaison de I'épitope au paratope.

Quand les molécules dlg ou de TcR d'un lymphocyte B ou T particulier
reconnaissent un déterminant antigénique, un processus d’activation du lymphocyte
se met en ceuvre conduisant a la prolifération cellulaire, un clone.

Les lymphocytes B issus de ce processus peuvent maturer en plasmocytes qui
sécrétent les Ig en grandes quantités, tandis que des lymphocytes T activés
acquiéerent des fonctions spécifiques régulatrices et cytotoxiques (CD4+ et CD8+).
Les molécules d’lg sont composées de 2 chaines lourdes H et 2 chaines légéres L,
reliées entres elles par des ponts dissulfure. Les chaines polypeptidiques dites
chaines légéres sont de type « ou A et les chaines lourdes de type y, 8, v1, v2, v3, 74,
al, a2 et g. Le type de la chaine lourde définit la classe et la sous classe de I'lg.

Les chaines L d’'un lymphocyte B ou d’un clone B sont toutes du méme type : x ou A.
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Figure 15. Différentes représentations d’une molécule d’anticorps.
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Modéle 1 de RR.Porter (1959) basé sur les études de la séquence des chaines, montrant la
symétrie de la molécule, la position des ponts S-S interchaines, les domaines d’homologie et
les 2 types de fragments de clivage par la papaine : Fab et Fc.

Modéle 2 modele linéaire destiné a souligner ['organisation en domaines
représentés comme une boucle autour d’un pont S-S intrachaine.

Modeéle 3 de RL.Wasserman et JP.Capra (1977) utilis¢ pour indiquer la position des régions
hypervariables ou régions déterminant la complémentarité (CDR) au sein des régions
variables VH et VL. Ces régions CDR forment le site de liaison a I’antigeéne.

Modéle 4 de I.Roitt, J.Brostoff, DK.Mall montrant |’organisation en domaines, et les ponts
S-S entre chaines H.

Modéle 5 de AK ;Abbas, AH.Lichtman et JS.Pober permettant de rappeler que le site Ac est
« partagé », formé 4 la fois par les régions hypervariables des chaines H et L.

Modeéle 6 trés souvent utilisé afin de souligner la complémentarité stéréospécifique entre le
paratope et I’épitope.

Modéle 7 en tréfle, dérivé des études cristallographiques. Il rappelle la structure des
fragments Fab due a enroulement des chaines H et L, la flexibilité des 2 fragments Fab
autour de la région charniére. Ce modele ne tient pas compte de la longueur de la région
charniére, trés différente selon les classes et sous classes d’Ig. Les sites Ac, ou paratopes
accessibles a la surface des Fab - sont délibérément agrandis. Le contraste noir/blanc entre
épitope et paratope symbolise la complémentarité des 2 structures et les forces d’attraction qui
s’exercent entre elles.
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Figure 16. Structure des BcR et des TcR.
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A. Structure schématique du BcR montrant les chaines H et L des Ig et deux hétérodiméres
Iga-IgB.

B. Représentation schématique d’un complexe moléculaire TCRa3/CD3. Le shéma montre
les chaines o et B du TcR et deux unités fonctionnelles du complexe CD3 :yede a droite et
€ a gauche.

C. Modéle de Porganisation des complexes TcR/ CD3 basé sur 1’équilibre des charges
positives et négatives des régions transmembranaires de chaque chaine (vue plongeante sur
la surface cellulaire). ‘

D. Trois types de récepteursyd. La chaine y1 est liée & & par un pont S-S. Deux types de
chaines y2, de longueur différente, sont pourvues de liaison S-S avec la chaine . La chaine
12 (2x) de 40 4 44 kDa et la chaine y2 (3x) de 55 kDa sont caractérisées par une duplication
et une triplication de I’exon 2.
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Cing classes d'lg sont connues :IgM, IgD, IgG, IgA et IgE. Des sous classes existent
a l'intérieur des IgG et des IgA : 1gG1, 1gG2, [gG3, IgG4 et IgA1 et IgA2. La classe ou
sous classe d'une molécule d'lg est déterminée par la région constante de la chaine
H. Elle est exprimée indépendamment du type de chaine légére L.

La région constante des chaines H est responsable des fonctions effectrices telles
que signalisation transmembranaire, Iactlvatlon du complément et la liaison aux
récepteurs Fc.

Un lymphocyte B n'exprimera qu'un seul type de chaines légéres L (A ou x), alors
que différentes chaines H peuvent étre exprimées.

Dans le sang périphérique, la majorité des lymphocytes B expriment a la fois des IgM
et des IgD sur la membrane cellulaire, tandis qu’'une minorité exprime des IgA ou des
IgG. Dans les ganglions ou les autres tissus lymphoides, une fréquence élevée de
lymphocytes exprimant des IgG et des IgA est retrouvée.

Les chaines H et L. sont composées de plusieurs domaines, comprenant environ 110
aminoacides.

La région variable des chaines des Ig comprend un seul domaine. De la méme
facon, les L possédent une région constante composée d'un domaine (CL), mais la
plupart des régions constantes des H contiennent 3 domaines (CH1, CH2, CH3) et
une région charniére (h) située entre CH1 et CH2. [Figure 15, modeéle 1]

Chaque domaine d’lg est codé par un exon précis. La région variable des chaines
d’'lg qui consiste en une combinaison d’'un géne V (variable), D (diversité) et J
(« joining ») dans le cas des H, et une combinaison des génes V et J dans le cas
des L. Au cours de la différenciation des cellules B, ces génes V, D et J sont réunis
au cours du processus de réarrangement. Les domaines constants des chaines des
Ig sont codés par un géne C (constant). Le locus IGH est situé en 14q32, IGK (k) en
2p12 et IGL (L) en 22911.

Chaque locus d’'lg comporte un nombre important de geénes V, appartenant a
différents sous groupes (6 sous groupes VH, 4 Vk, 9 VL) et un nombre limité de
segments de jonction (6 JH,5Jx, 4a7 Ck) et des génes constants (9 CH, 1Ck,4a7
CA\) fonctionnels.

De plus, le locus IGH comprend environ 50 segments de diversité D.

Le TcR est composé de 2 chaines qui sont aussi reliées par un pont dissulfure. A la
surface de la cellule le TcR est étroitement associé aux molécules CD3 formant le
complexe CD3-TcR.

Il existe deux types différents de TcR: le TcR-af résultant de I'association d’'une
chaine a et d'une chaine f3, et le TcR-y5. La majorité des lymphocytes T matures (85-
95%) dans le sang périphérique expriment le TcR-aB, tandis qu'une minorité exprime
le TcR-y8.

Contrairement aux divers isotypes des chaines d’'IgH et IgL, les 4 chaines différentes
du TcR ne s’associent pas ensemble au hasard : on n’a jamais retrouvé, pour le
moment, des cellules TcR-ay ou TcR-By.

Cependant, I'organisation des genes des TcR est comparable a celle des lg avec
des génes V, J et C pour les chaines a ety; V, D, J et C pour les chaines B et 3. Les
locus TCRA etTCRD (o et §) se chevauchent en position 14911.2 ;TCRG(y) est
localisé en 7p15 et TCRB(B) en 7g35.

La molécule CD3 est composée d'au moins 6 chaines protéiques. Elle est impliquée
dans les signaux de transduction du TcR vers le cytoplasme. Chacune des chaines
des Ig et du TcR est composée d’'une région constante C et d’'un domaine variable V,
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responsable de la reconnaissance de [lantigéne. De fagon inattendue et
remarquable, un nombre limité de génes rend compte de la diversité des récepteurs.
Les régions V des Ig et des chaines du TcR sont codées par une combinaison de
segments de genes qui sont difféerents pour chaque lymphocyte ou clone de
lymphocytes. L’association des ces segments de génes explique [lincroyable
diversité des paratopes exprimés et, est obtenue par un procédé appelé
réarrangement génique.

I-4-2- Réarrangement des génes des immunoglobulines et du récepteur T au
cours de la différenciation lymphoide.

Les études réalisées chez la souris et 'homme ont montré que le

réarrangement des génes des Ig et du TcR se déroule de fagon programmée au
cours de la différenciation. On a également remarqué que les réarrangements d’ADN
qui ont lieu lors des étapes initiales de la différenciation des lymphocytes T et B
peuvent favoriser des cassures et translocations chromosomiques, notamment entre
un chromosome porteur de génes d'lg ou de TcR et un chromosome porteur d'un
protooncogene.
Des exemples de translocations impliquant les proto-oncogénes c-myc (8q24),bcl1
- (11913), bcl-2 (18g21) ont été décrits dans certains Lymphomes et leucémies. Par
exemple le lymphome de Burkitt est caractérisé par une translocation t(8 ;14) dans
75% des cas ou bien t(8 ;22) ou t(2 ;8) dans 25% des cas.

I-4-2a- Réarrangement des génes des lg au cours de la différenciation B.

: Pour synthétiser une chaine d’lg, ces génes doivent subir un réarrangement
qui a lieu dans les cellules de la lignée B, au stade initial de la différenciation.
Ce réarrangement consiste a juxtaposer un géne V avec un segment J pour les
chaines L et pour les chaines H, un segment D avec un segment J puis un géne V
avec DJ. Ce réarrangement se fait grdce a un complexe enzymatique , la
recombinase (endonucléase et ligase) qui reconnait les signaux de recombinaison
héptamere et nonameére, situés en 3’ des génes V, en 5’ des segments J, et de part
et d'autre des segments D. L'’ADN intermédiaire est éliminé par délétion sous forme
de boucles d’excision.
Ces recombinaisons de segments génétiques comportent une certaine imprécision
dans les nucléotides participant aux jonctions V-J (diversité jonctionnelle des chaines
légeres : la coupure n'a pas forcement lieu a la limite du codon terminal de V mais
peut étre déplacée de 1 ou 2. nucléotides). Ce mécanisme accroit la diversité V-J.
Il existe dans le cas des chaines lourdes des possibilités d’inversion du géne D ou de
recombinaison entre génes D ou recombinaisons inégales entre deux
chromosomes 14. Une enzyme la désoxy-ribonucléotidyl-transferase terminale TdT
permet l'insertion des nucléotides aux jonctions VD et DJ avant la liaison, créant
ainsi une région de diversité appelée N diversité (N pour nucléotides),aux jonctions
VH-D-JH, et ce mécanisme rend compte de la présence de zones hypervariable
CDR3 des chaines lourdes, et des variations de longueur du domaine VH.
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Ces recombinaisons somatiques comportent un nombre élevé de réarrangements
non fonctionnels conduisant, par exemple, a la formation de codons stop qui arrétent
la transcription.

L'expression d'une chaine p fonctionnelle en surface inhibe en «trans» les
recombinaisons sur l'autre chromosome 14 et initie les recombinaisons des génes
des chaines L dans l'ordre kxAA. Le premier réarrangement fonctionnel bloque les
suivants. Une cellule B différenciée n’exprime donc qu'un seul gene recombiné VH,
D, JH et une seule chaine légére « dans deux tiers des cas ou A dans un tiers des
cas.

Des mutations ponctuelles affectent les genes VH et VL dans les cellules B matures
activées ; elles sont mille fois plus fréquentes que dans le reste du génome. Elles se
produisent dans les centres germinatifs des tissus lymphoides. Si elles portent sur
des codons d'acides aminés qui font partie du paratope, elles sont a 'origine d'un
changement d’affinité de Ac ou d'un changement de spécificite. Ces mutations
peuvent en outre modifier la structure des idiotopes, c'est a dire des épitopes du
fragment Fv.

Des recombinaisons somatiques des génes des chaines lourdes, par appariement
des séquences S (switch ou commutation), permettent & une cellule B mature de
produire successivement différentes chaines H, associant le méme géne réarrangé
VH-D-JH a pd puis y ou o ou e. Ceci conduit & la production séquentielle d’Ac ayant
la méme chaine légere , le méme domaine VH, mais des régions constantes de
chaines lourdes différentes, donc appartenant a des classes et sous classes
différentes.

Ce phénoméne de commutation des chaines lourdes est contrdlé par I'action de
différentes cytokines et par la mise en jeu de récepteurs de Fc et de la molécule
CD40. Une commutation préférentielle d'lgM en IgA1 ou A2 a lieu dans les tissus
lymphoides associés aux muqueuses (plaque de Peyer), alors qu'une commutation
IgM en IgG puis IgG1 a lieu plutét dans les amygdales et les ganglions, les deux
voies étant également utilisées dans d'autres tissus muqueux.

A partir d'un méme transcrit ud, un épissage difféerentiel de 'ARN conduit a 2 types
de messagers codant respectivement les IgM et IgD. L'utilisation de deux sites de
polyadénylation contréle la synthése des formes membranaires ou sécrétées.
L’expression des génes des chaines H et L est sous le contréle d’activateurs de la
transcription, les uns communs a différents tissus, d’autres particuliers aux cellules
de la lignée B. Des éléments activateurs sont localisés dans l'intron « entre les
segments Jx et le gene Cx (séquence «B) et a 9kb en 3' de Ck. Dans le locus IGH,
des activateurs ont également été decrits , le premier est situé dans l'intron entre les
segments JH et le géne Cp et le second, en 3' du géne Ca2. Ces séquences sont
reconnues par des facteurs de transcription nucléaire.

I-4-2b- Réarrangement des génes du TcR au cours de la différenciation T.

Comme pour les Ig, la synthése d'une chaine de TcR fonctionnelle nécessite des
recombinaisons de segments génétiques qui ont lieu dans les cellules T, lors de leur
maturation intrathymique. ,

Les réarrangements ont lieu dans un ordre chronologique y et §, puis, pour les
cellules off, B et enfin a. Il est intéressant de noter que les lymphocytes T a8 ont
réarrangé leur deux locus y, bien qu'aucune chaine y ne soit exprimée.
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Ces réarrangements y sont particulierement utiles pour étudier la clonalité des
cellules T dans le cas de leucéemies ou de lymphomes.

La région codée par les segments Df et DJ fait 'objet d’une extréme diversité du fait
des mécanismes d'inversion ou de duplication des segments D qui peuvent étre
transcrits dans trois cadres de lecture, et du fait de I'action de la TdT qui crée des
régions N aux jonctions V-D-J. Cette région de la chaine VB ou V& est celle qui
participe a la liaison aux peptides. Contrairement aux génes des chaines d’lg, il n'y a
pas de mutation somatique au niveau des genes des chaines o,f,y et § des
recepteurs T.

Les études des thymocytes foetaux murins et des hybrides qui en sont dérivés
indiquent que pendant l'ontogenese des cellules T, les génes des TcR-§ se
réarrangent au jour 14 de la gestation, suivis par les réarrangements des génes des
TcR-y et TcR-B au cours des jours 14-17.

Chez 'homme dés la 15° semaine de gestation, des thymocytes TcR-B+ sont
détectables. Ces résultats sont compatibles avec un modéle de différenciation t dans
lequel les génes TcRo se réarrangent d'abord, suivi immédiatement par le
rearrangement des génes TcR-y. On ne sait pas clairement pour le moment si la voie
de différenciation des cellules TcR-yd est séparée de [a voie de différenciation des
cellules TcR-ap.

Par ailleurs, on ne sait pas non plus si tous les réarrangements du TcR doivent
prendre place dans le thymus. Ainsi chez la souris nude et chez 'homme athymique
(comme dans le syndrome de Di George), on retrouve des cellules TcR-y6+
réarrangées mais pas de cellules TcR-afp+.

I-4-3- Similitudes et différences entre les molécules d’lg et de TcR.

Les structures des molécules d'lg et de TcR sont apparentées entre elles ainsi
quaux autres molécules impliquées dans la reconnaissance immunologique
spécifique, telles que les molécules du CMH de classe | et [l, ainsi que les molécules
T accessoires CD4 et CD8. Ces similitudes ne sont pas restreintes a la structure
protéique, mais sont aussi retrouvées au niveau de ['organisation des génes,
suggérant une origine commune au cours de I'évolution.

Ces génes appartiennent a la « super famille des Ig ». Cette super famille consiste
en un ensemble de familles multigéniques dont les membres codent pour des
chaines protéiques dont les domaines sont homologues aux domaines des Ig. Ces
unités homologues sont composeées de 100 a 110 aminoacides avec un pont
dissulfure central. Le degré d’homologie entre les 2 séquences d’acides aminés varie
de 15 a 40%. L’'homologie avec les unités d'lg est aussi retrouvée pour des
molécules qui ne sont apparemment pas directement impliquées dans les réponses
immunitaires.

Les familles multigéniques comprennent les génes des Ig, les genes du TcR et les
genes du CMH de classe | et |l. Les familles a génes uniques incluent les antigenes
de différenciation des cellules T (CD2, CD3, CD4, CD7, CD8 et CD28), les antigénes
presents sur les cellules hématopoiétiques (CD58 et MRC OX-45), les récepteurs
pour des facteurs de croissance (PDGF, CSF-1). Ainsi, la superfamille des génes
des Ig s’étend-elle largement au-dela du systéme immunitaire, suggérant que l'unité
d’homologie des Ig a joué un rdle central dans les interactions cellulaires au cours de
I'évolution.
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I-4-4 - Reconnaissance de I’Ag restreinte au CMH.

Une des différences majeures entre les molécules d’'lg et de TcR tient au fait
que le TcR ne reconnait I'antigéne dont il est spécifique que lorsque celui ¢i est
associé avec une molécule du CMH a la surface d'une autre cellule. En revanche,
les molécules d’lg peuvent directement se lier a la fois aux antigénes libres et aux
antigénes associés a la membrane. La reconnaissance du complexe antigéne-CMH
déclenche I'activation des cellules T qui développent alors des activités régulatrices
ou cytotoxiques. Cette reconnaissance de l'antigéne restreinte au CMH est propre
aux cellules T porteuses de récepteurs af. :

Les molécules membranaires sont identifiées en immunofluorescence au microscope
ou en cytometrie de flux a 'aide d'anticorps monoclonaux couplés a un fluorochrome.
Leur étude est couramment pratiquée pour connaitre la répartition des différentes
populations leucocytaires dans le sang (phénotypes lymphocytaires) et pour identifier
des cellules activées.

Du fait de leur fonction de signalisation, ces molécules membranaires sont des cibles
thérapeutiques pour I'immunointervention a l'aide de ligands artificiels solubles (Ac
monoclonaux, molécules de fusion associant la région extramembranaire d’'un
récepteur avec des domaines de chaines lourdes d'lg ou enfin immunotoxines). Ces
ligands peuvent servir de moyen de ciblage pour faire pénétrer une molécule active
(toxine, antimitotique) dans les seules cellules exprimant le récepteur correspondant.
lls peuvent étre par eux mémes des medicaments agonistes ou antagonistes.
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Chapitre 2- Organes et tissus lymphoides, Circulation des lymphocytes.
[371[38]

ll-1- Introduction, généralités.

Le systéme immunitaire est constitué de différents organes ou compartiments
de Tlorganisme: la moelle osseuse ( réservoir des cellules des lignées
hématoporiétiques dont font partie les cellules du systéme immunitaire ), la circulation
sanguine (qui véhicule ces cellules mais aussi les facteurs du complément et les
anticorps), la circulation lymphatique, les organes lymphoides ( thymus, rate,
ganglions, plaques de Peyer, appendice, amygdales et végétations adénoides, les
formations lymphoides associées aux muqueuses : MALT).

Outre ces sites bien compartimentés, le systéeme immunitaire a délégué des
représentants dans tout I'organisme. C'est le cas des macrophages, présents dans le
cerveau ( ce sont les Astrocytes), le foie ( les cellules de Kupffer) ou les poumons
( les macrophages alvéolaires);des lymphocytes, présents dans les glandes
salivaires ; ou des cellules de Langherans, présentes dans la peau.

li-2- Le Thymus.

Le thymus est I'organe central ou se différencient les lymphocytes T a partir de
cellules précurseurs, les prothymocytes, dérivés de cellules souches lymphoides de
la moelle osseuse. ,

Le thymus est formé de deux lobes entourés d’une fine capsule de tissus conjonctif,
chaque Iobe étant divisé en lobules par des cloisons conjonctives. La zone
superficielle forme le cortex ou zone corticale, divisée en cortex superficiel et
profond, tandis que la zone profonde constitue la medullaire ou medulla. [ Figure 6]
Le thymus se développe a partir des 3° et 4° poches pharyngées de 'embryon, dés
la 6° semaine de gestation ; sa colonisation par des cellules hématopoiétiques a lieu
vers la 9° semaine dans I'espéce humaine. Les lymphocytes T matures apparaissent
a partir de la 16° semaine de développement. Une embryopathie affectant les 3° et 4°
poches pharyngées appelée aplasie thymique congénitale ou syndrome de Di
george est caractérisée par I'absence de thymus (déficit immunitaire sévere) et de
parathyroides (tétanie).

Le thymus augmente de taille jusqu'a la puberté. Chez l'adulte, les thymocytes
deviennent de moins en moins nombreux et sont remplacés par du tissu adipeux.
L'involution du thymus peut aussi étre provoquée accidentellement par différents
maladies, l'irradiation ou un déficit nutritionnel.

II-3- La moelle osseuse.
Dans la vie post-natale, 'hématopoiése normale ne se fait plus que dans la
moelle osseuse rouge. Aprés acheévement de la croissance longitudinale du corps,

I'hématopoiese se limite donc a la moelle osseuse épiphysaire des os longs et des
os courts et plats. [ Figure 17]
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Figure 17. Moelle osseuse rouge chez 'adulte.

D’aprés Rohr Atlas commenté d’anatomie humaine, Flammarion Médecine-Sciences 2°édition
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li-4- Les ganglions lymphatiques.

Les ganglions lymphatiques sont des formations lymphoides disposées le long
des vaisseaux lymphatiques. lls ont une double fonction d'exclusion des pathogénes
(phagocytose par les macrophages) et de site de développement des réponses
immunitaires spécifiques. Les ganglions sont entourés d’'une capsule fibreuse et
divisés par des travées de tissus conjonctif. La lymphe y pénétre par des vaisseaux
lymphatiques afférents et s’écoule a travers un réseau de sinus lymphatiques qui se
rassemblent au niveau du hile pour former le vaisseau lymphatique efférent. On
distingue trois zones concentriques sur une coupe de ganglion : le cortex superficiel,
le cortex profond et la médullaire.[ Figure 18]

ll-4a- Cortex superficiel.

Les lymphocytes corticaux s'organisent en nodules ou follicules : follicules
~primaires de densité cellulaire uniforme, et follicules secondaires contenant les
centres germinatifs qui apparaissent aprés stimulation antigénique.[ Figure 19]

Ces centres germinatifs comportent une zone sombre ou prédominent les
centroblastes et une zone claire constituée essentiellement de centrocytes. Dans
cette zone se trouvent des macrophages qui phagocytent les débris cellulaires et des
cellules dendritiques folliculaires dont la fonction est de présenter les Ag aux
lymphocytes B. Le centre germinatif est entouré d’'un manteau (plus sombre) ou
prédominent les petits lymphocytes B (dont certains expriment la molécule CD5)
associés a quelques lymphocytes T.

Les centres germinatifs sont la zone de différenciation secondaire des lymphocytes B
activés par I'Ag. lls sont le siege d’une intense prolifération cellulaire (centroblastes
de la zone sombre), d’'une commutation de classes d'lg et de mutations somatiques
des génes VH et VL . Chaque centre germinatif est formé a partir d’'une seule cellule
B (ou d'un tout petit nombre).

Les cellules B sélectionnées par 'Ag présenté par les cellules dendritiques
folliculaires, se différencient au sein de la zone claire (centrocytes) soit en cellules B
a mémoire (petits lymphocytes), soit en plasmocytes qui migrent vers la médullaire,
puis vers la moelle osseuse ou se termine leur différenciation. Les cellules B non
sélectionnées par I'antigéne meurent par apoptose et sont phagocytées par les
macrophages ol les débris nucléaires forment les corps tingibles.

li- 4b- Cortex profond.

Le cortex profond ou zone paracorticale ou zone T-dépendante est constituée
principalement de cellules T et de cellules interdigitées, cellules dendritiques qui
dérivent des cellules dendritiques tissulaires ou des cellules de Langerhans de
I'épiderme ayant migré dans le derme(cellules indéterminées, dendrocytes) puis par
le lymphatique afférent (cellules voilées). On trouve en outre dans le cortex profond
des veinules post capillaires a cellules endothéliales cubiques a travers lesquelles
les lymphocytes migrent de la circulation sanguine vers le cortex profond.

Cette zone paracorticale est le site d’induction des réponses cellulaires T et de
présentation de I'antigéne par les cellules interdigitées. De plus, elle est le siege de
la réponse primaire, T- dépendante, des lymphocytes B.
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Figure 18. Structure du ganglion Lympbhatique.
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Elle est hypertrophiée pendant les 6 a 8 jours qui suivent I'introduction d’'un Ag dans
le territoire drainé par le ganglion. Elle est rendue aplasique par la thymectomie, le
drainage du canal thoracique ou I'administration d'Ac antilymphocytes.

li- 4c- Medullaire.

La medullaire est formée de cordons séparant les sinus lymphatiques. Elle
contient surtout des macrophages et des plasmocytes.
Le pédicule du ganglion au niveau du hile est constitué par le lymphatique efférent,
l'artére et la veine.

I1-5- La rate.

La rate est un organe lymphoide situé en dérivation sur la circulation

sanguine. La pulpe rouge est formée de sinus veineux aux parois discontinues. C’est
un site de destruction des hématies sénescentes et un réservoir d’hématies
susceptibles d’étre injectées dans la circulation sanguine par contraction de la rate.
La pulpe blanche ou zone lymphoide est constituée de manchons lymphoides
périarteriolaires entourés d'une zone marginale riche en macrophages et en
lymphocytes B a mémoire provenant du centre germinatif adjacent. Autour des
artérioles on trouve une zone centrale riche en cellules T et une zone plus
périphérique riche en cellules B organisées sous forme de follicules primaires et
secondaires dont la structure est comparable a celle des ganglions. Les lymphocytes
formés au sein de la pulpe blanche migrent vers la pulpe rouge et la circulation
sanguine. :
La rate joue le role de filtre éliminant les microorganismes de la circulation sanguine.
C’est en outre un site de développement de la réponse Ac, particulierement vis-a-vis
- des Ag polysaccharidiques (bactéries) pénétrant par voie sanguine et fixés a la
surface des cellules dendritiques folliculaires de la zone périphérique.

11-6- Le tissu lymphoide associé aux muqueuses.

Le tissu lymphoide associé aux muqueuses (MALT) est formé d’une part, d'un
tissu lymphoide diffus dans le tissu conjonctif sous-épithélial (ex : Lamina propria de
lintestin) et d’autre part, de formations lymphoides organisées qui sont des sites
d’induction de la réponse immunitaire vis a vis d’Ag pénétrant par voie muqueuse a
travers I'épithélium. Par exemple, le tissu lymphoide associé a l'intestin constitue le
GALT (gut ssociated lymphoid tissue) et comporte les plaques de Peyer [ Figure 20]
au niveau du gréle. Des formations équivalentes existent dans le gros intestin, le
rectum et le carrefour aérodigestif.
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L'anneau de Waldeyer est un ensemble de formation lymphoides diffuses ou
structurées entourant le carrefour aérodigestif : amygdales linguales, pharyngées et
palatines, végétations adénoides. Les Ag particulaires pénétrant dans les fosses
nasales ou la cavité buccale sont retenus dans les cryptes des amygdales au fond
desquelles se trouvent des cellules fongiformes assurant le passage de ces Ag dans
le tissu conjonctif. Celui ci est occupé par des formations lymphoides dont la
structure rappelle celle des ganglions lymphatiques, mais qui ne possédent pas de
vaisseaux lymphatiques afférents. Les zones B sont formées de quelques follicules
primaires et surtout de follicules secondaires séparés les uns des autres par des
zones T dépendantes.

Les plaques de Peyer, au nombre de 2 a 300 s’échelonnent du duodénum a liléon.
Elles sont recouvertes d'un déome de cellules épithéliales au sein desquelles on
trouve des cellules M (microfold) qui assurent le transport des antigénes non
dégradés vers la plaque de Peyer, elle-méme formée de tissu lymphoide avec des
zones B (follicules primaires et secondaires) séparées par des zones T-
dépendantes. La présentation de 'Ag aux lymphocytes T CD4+ ou CD8+ est assurée
par des cellules interdigitées. [ Figure 21]

Les plaques de Peyer n'ont pas de lymphatiques afférents mais elles sont riches en
veinules post capillaires assurant le transfert des lymphocytes du sang vers le tissu
lymphoide.

En dehors des plagues de Peyer, le tube digestif contient de trés nombreux nodules
lymphoides, au contact de I'épithélium. Le colon et 'ampoule rectale possédent des
formations lymphoides analogues aux plagues de Peyer, de méme que l'appendice.
Les lymphocytes T et B formés au sein des plaques de Peyer migrent vers les
ganglions mésentériques puis par la circulation lymphatique et sanguine, viennent se
localiser dans la paroi intestinale au niveau de la lamina propria, mais aussi dans
d’'autres territoires muqueux et glandulaires tels que les glandes lacrymales,
salivaires et bronchiques, la glande mammaire, les voies biliaires et le gros intestin.
La lamina propria est le site de différenciation terminale des plasmocytes originaires
des plaques de Peyer. Ces plasmocytes sécretent, pour la plupart d’entre eux, des
IgA dimeériques qui vont étre transportées par la cellule épithéliale vers la lumiere
intestinale et libérées sous forme d'IlgA sécrétoires. On trouve en outre des
lymphocytes T pour la plupart CD4+, des macrophages et des mastocytes.

Au sein de I'épithélium, se trouvent des lymphocytes intra-épithéliaux (IEL :intra
epithelial lymphocytes) pour la plupart CD8+ avec une proportion de lymphocytes T a
TcRyd plus élevée que dans le sang.

Le tissu lymphoide associé aux bronches (BALT) ne comporte pas de formations
lymphoides structurées comme les plaques de Peyer mais seulement des amas
lymphoides dans le tissu conjonctif sous-épithélial. Les cellules dendritiques de
répithélium fonctionnent comme cellules transporteuses d'Ag, en migrant vers les
ganglions lymphatiques trachéobronchiques et paratrachéaux.
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Figure 20. Structure des plaques de Peyer.
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Figure 21. Ultrastructure d’une cellule interdigitée des Plaques de Peyer.
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Document K.Vidal, M.Mutin, D.Kaiserlian,J.P.Revillard, INSERM U.80, Lyon.

Les trés longs prolongements dendritiques de cette cellule, riches en molécules HLA-DR, permettent le passage a
son contact d’un grand nombre de lymphocytes T CD4+ venant de la circulation sanguine a travers 1’endothélium
des veinules post capillaires. Seuls les lymphocytes dont le TcR interagit avec le peptide associé & la molécule

HLA-DR sont activés et proliférent.
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lI- 7- Circulation des lymphocytes.

La plupart des lymphocytes du sang ne font qu'un bref séjour dans le
compartiment intravasculaire et gagnent les ganglions en traversant I'endothélium
des veinules post-capillaires. De 13, ils migrent par les vaisseaux lymphatiques le
long de chaque chaine ganglionnaire pour se rassembler dans le canal thoracique
(et la grande veine lymphatique) et passer dans la circulation sanguine.

Les expériences de canulation du canal thoracique chez l'animal permettent
d’épuiser les populations de lymphocytes circulants a longue durée de vie, ce qui se
traduit par une diminution du débit de lymphocytes dans le canal thoracique et une
lymphopénie. Les petits lymphocytes, qui constituent la majorité des lymphocytes de
la lymphe a I'état normal sont alors remplacés par des cellules nouvellement formeées
au sein des ganglion. L'injection intraveineuse de cellules de la lymphe, marquées,
permet d'observer leur passage dans la lymphe du canal thoracique.

L’injection de cellules ganglionnaires marquées a permis de montrer une localisation
préférentielle des cellules des ganglions mésentériques dans le territoire intestinal, et
des cellules des ganglions périphériques (axillaires et inguinaux) dans ces mémes
ganglions. Ce phénoméne d’'écotaxie sélective correspond a une relative spécificité
tissulaire des molécules (sélectines et intégrines) permettant le passage des
lymphocytes a travers 'endothélium des veinules post-capillaires. Les modifications
de P'endothélium induites par des cytokines expliquent 'augmentation du transit
transcapillaire des lymphocytes dans les ganglions stimulés et dans les tissus siéges
d’'une réaction inflammatoire.

Le débit cellulaire du canal thoracique chez 'homme adulte est de 2 a 5.10°
lymphocytes/24 heures, ce qui indique que la durée de séjour de la plupart des
lymphocytes dans le sang est de I'ordre de quelques heures. Cette circulation des
lymphocytes explique que lirradiation locale répétée du sang ou d'une chaine
ganglionnaire induise une lymphopénie durable.

Sur 10 lymphocytes qui pénétrent dans le ganglion par voie sanguine, 9 ressortent
par la veine et 1 par le lymphatique efférent. Lorsque le ganglion est activé par
injection d’Ag dans le territoire drainé (ex: vaccin), le passage hémolymphatique
augmente de 1 a 4 pendant les premiers jours et le flux de lymphocytes dans le
lymphatique efférent diminue, ce qui provoque I'hypertrophie du ganglion.

Cette circulation répond a une fonction immunologique essentielle. En effet les
lymphocytes T reconnaissent I'Ag par un récepteur inséré dans leur membrane et ils
doivent donc venir au contact des cellules présentant 'Ag. Comme chaque TcR
n’interagit qu'avec un seul peptide associé a une molécule du CMH et que chaque
lymphocyte T n'exprime en général qu'une espece moléculaire de TcR, c'est environ
1 lymphocyte T sur 10%10° qui peut reconnaitre un peptide particulier. Lors de
limmunisation par I'Ag correspondant, il faut donc que ce lymphocyte T ait la
possibilité d'interagir avec cet Ag présenté sous forme de peptide sur la membrane
d’une cellule interdigitée au sein d'un ganglion.
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1I-8- Innervation des tissus lymphoides.

Les organes lymphoides centraux et périphériques ont une abondante
innervation par le systéme nerveux autonome. On distingue d’'une part, des fibres
sympathiques post-ganglionnaire noradrénergiques et d'autre part, des fibres
contenant différents neuropeptides : la substance P, le peptide intestinal vasoactif
(VIP), la somatostatine, le neuropeptide Y, le peptide lié au géne de la calcitonine, la
cholécystokinine et d'autres peptides. Les fibres nerveuses pénetrent par les gaines
conjonctives périvasculaires et leurs terminaisons sont en contact direct avec les
lymphocytes, les macrophages et les mastocytes, réalisant avec ces cellules une
interaction de type synaptique ou bien permettant une diffusion du médiateur selon le
mode paracrine.

Ces fibres se terminent, pour la plupart dans les zones T-dépendantes des organes
lymphoides périphériques. L’innervation des follicules est moins abondante. Dans
lintestin, on observe de trés nombreuses fibres dans la lamina propria ; certaines se
terminent par une jonction synaptique au niveau des lymphocytes et des mastocytes,
d’autres au contact des cellules entérochromaffines.

Les lymphocytes T et B, les mastocytes et les macrophages possédent des
récepteurs p-adrénergiques et des récepteurs de neuropeptides. Toutes les
conditions sont donc réunies pour permettre un contréle des cellules du systéme
immunitaire par le systéme nerveux autonome. In vitro, la noradrénaline et les
agonistes f adrénergiques, le VIP et d'autres peptides modifient les réponses des
lymphocytes T et B a différents stimulus et agissent sur certains signaux d’activation,
de prolifération ou de différenciation. In vivo la sympathectomie modifie les réponses
T-dépendantes chez I'animal. Aux interactions directes entre les terminaisons des
nerfs sympathiques et les cellules immunitaires, s’ajoutent les interactions
neuroendocriniennes, avec principalement I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien
dont le principal médiateur est le cortisol.
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Chapitre 3- Classification histopathologique  immunologique,
cytogénétique et moléculaire des lymphomes malins non Hodgkiniens.
(11 [41{61 (71 [17][27] [28] [2[91] [?,]1] [32] [33] [79] [88] [95] [102] [112]
1

lli- 1- Introduction, généralités.

Les néoplasies malignes du tissu lymphoide ou lymphomes malins se
développent a partir d’éléments cellulaires constituant le tissu lymphoide normal.
L’essor des techniques immunohistochimiques, le développement des anticorps
monoclonaux et de la biologie moléculaire ont abouti a de profonds remaniements
dans la conception histogénétique et la classification de ces tumeurs. Les progrés
dans la classification des lymphomes malins ne peuvent désormais qu'étre le fruit
d’'une coopération étroite entre cliniciens, hématopathologistes, biologistes
moléculaires et virologistes.

Les classifications anciennes qui distinguaient des Ilymphosarcomes, des
lymphoréticulosarcomes, des sarcomes lymphoblastiques ou lymphocytiques, n'ont
pas résisté aux progrés dans la connaissance de la physiologie du systeme
lymphoide et a I'individualisation des populations des cellules T et B.

Actuellement, I'ontogénie des celiules lymphoides et les diverses étapes de leur
différenciation sont bien caractérisées. A la suite d’'un blocage, chacune des cellules
jalonnant la transformation des lymphocytes B et T peut donner naissance a un
lymphome qui conserve la majorité des attributs immunologiques (CD) et
morphologiques des cellules normales dont il dérive.

Sur ces faits, dés 1982 sous l'impulsion du NCI (National Cancer Institute), une
etude évalue l'intérét clinique et donc pronostique des classifications existantes et
aboutit a la « working formulation » (WF). La WF a été largement utilisée car la
division en tumeurs de bas degré de malignité, de malignité intermédiaire et de haut
degré de malignité simplifiait les choix thérapeutiques. Cependant, la WF ne prend
pas en compte les progrés considérables réalisés en immunologie, grace aux
anticorps monoclonaux et en biologie moléculaire grace au développement de la
PCR (polymerase chain reaction).La WF n'est pas basée sur I'existence d’entités
définies sur des critéres a la fois morphologiques, cliniques, immunologiques et de
génétique moléculaire. Elle se contente de regrouper des tumeurs avec des survies
apparemment identiques et dont les cellules ont la méme taille mais sont de
phénotypes souvent trés différents. A l'inverse, elle sépare des entités que les
hématopathologistes ne sont pas toujours capables de différencier, notamment dans
le groupe des lymphomes B a grandes cellules. || devenait donc indispensable
d’'intégrer I'ensemble des progrés conceptuels et techniques réalisés dans la
connaissance des proliféerations lymphoides et de mettre en place un langage
commun qui prend en compte cette exigence multidisciplinaire et qui seul pouvait
aboutir a la définition de véritables entités. Cette situation conduit I' International
Lymphoma Study Group a proposer une nouvelle classification, basée sur la notion
d’entités définies sur des critéres morphologiques, cliniques, immunologiques et de
génétiqgue moléculaire: « La REAL classification » (Revised European-American
Classification of Lymphoid Neoplasm).?*?!
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lll- 2- REAL classification. Revised European-American Classification of Lymphoid
Neoplasm [29]

La REAL classification reconnait trois grands types de tumeurs: les

lymphomes B (Tableau I), les lymphomes T (Tableau II) et & part, la maladie de
Hodgkin. Par ailleurs, les lymphomes B et T sont divisés en tumeurs développées a
partir des cellules lymphoides immatures (précurseurs lymphoides): ce sont les
lymphomes lymphoblastiques (B ou T) et tumeurs développées a partir de cellules B
ou T de phénotype périphérique. Cette classification reconnait de nouvelles entités
telles que les « lymphomes du manteau » et les lymphomes de la zone marginale
(notamment les lymphomes de type MALT -mucosa associated lymphoid tissu-.
Dans les lymphomes de type B, la REAL classification regroupe sous la
dénomination de Ilymphomes B diffus a grandes cellules diverses variétés
cytologiques de Ilymphomes qui etaient individualisés dans les classifications
antérieures. Dans les lymphomes T, cette classification fait également apparaitre de
nouvelles entités telles que les lymphomes T/NK « de type nasal ». L'importance
diagnostique et pathogénique de certaines translocations, notamment t(14 ;18),
t(11;14), 1(2;5), s'accompagnant parfois d'une expression anormale de certaines
protéines, bcl-2, cycline D, protéine hybride NPM/ALK, est également prise en
compte. Enfin, cette classification souligne le réle de virus, tels que le virus
d’Epstein-Barr, le HTLV1 (human T cell lymphoma virus) et le HHV8 (human herpes
virus) dans la survenue de certains lymphomes.
Enfin, comme dans toutes les classifications, il est prévu des lésions mclassables
(Iésions particulieres, cas frontiéres ou prélévements de mauvaise qualité technique).
Une notion importante dans cette classification est la notion de grade et
d’agressivité. La notion de grade fait référence a des paramétres histologiques tels
que la taille des cellules, la densité de la chromatine et le pourcentage de cellules en
cycle. Les termes de groupes pronostiques et d’agressivité font référence au
comportement clinique, connu ou simplement supposé, de ces tumeurs. Ces notions
de grade et d'agressivité sont importantes pour les cliniciens car il apparait
maintenant que chaque variété de lymphome a un spectre de grade et d’agressivité.
L'exemple le plus classique étant celui des lymphomes folliculaires mais aussi des
lymphomes du manteau ou de type MALT. Chacun de ces lymphomes peut se
présenter sous une forme indolente ou au contraire agressive et il est difficile de
separer ces formes en bas et haut degré de malignité.
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Lymphomes B : entités reconnues dans la REAL classification

Tumeurs développées a partir des précurseurs B
Lymphome/ Leucémie lymphoblastique

Tumeurs développées a partir des lymphocytes périphériques B
Leucémie lymphoide chronique

Leucémie prolymphocytaire

Lymphome lymphocytique

Lymphome lymphoplasmocytaire immunocytome

Lymphome des cellules du manteau

Lymphome folliculaire

- Grade 1

Prédominance de centroblastes

- Grade II

Lymphome centrofolliculaire diffus

Lymphome de la zone marginale de type MALT

Lymphome splénique de la zone marginale (lymphocytes villeux +/-)
Lymphome ganglionnaire de la zone marginale (catégorie provisoire)
Leucémie a tricholeucocytes

Plasmocytome/ Myélome multiple

Lymphomes B a grandes cellules

Lymphome B médiastinal

Lymphome de Burkitt
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Lymphomes T : entités reconnues dans la REAL classification

Tumeurs développées a partir des précurseurs T

Lymphome/ Leucémie lymphoblastique T

Tumeurs développées a partir des lymphocytes périphériques T
Leucémie lymphoide chronique

Leucémie prolymphocytaire

Leucémie & grands lymphocytes granuleux

- de phénotype T

- de phénotype NK

Mycosis fongoide/ syndrome de Sézary

Lymphome T périphérique ( sans spécification)
Panniculite sous-cutanée lymphomateuse
Lymphadénopathie angio-immunoblastique

Lymphome NK/T nasal et de type nasal (angiocentrique)
Lymphome T intestinal

Lymphome/ Leucémie de |’adulte

Lymphome anaplasique & grandes cellules de phénotype T ou nul
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lli-2-1- Bases immunologiques de la REAL classification.

Grace aux anticorps monoclonaux,des techniques immunologiques ont permis
d’identifier des molécules membranaires ou cytoplasmiques exprimées par les
cellules hématopoiétiques. Ces molécules sont les cluster of différentiation « CD »
préalablement définies.

Ainsi, les antigénes ou molécules CD19, 20, 22, 79a sont associées aux lymphocytes
B, alors que les antigénes CD2, 3, 4, 7, 8 sont I'apanage des lymphocytes T.
Parallélement a 'apparition de ces antigénes, on sait que les lymphocytes T et B
subissent des modifications génotypiques correspondant au réarrangement des
genes codant les immunoglobulines (Ig) et les récepteurs o/ff ou y/. Quel que soit
leur phénotype B ou T, les cellules lymphoides engagées dans un cycle mitotique
expriment l'antigéne Ki-67. Cet antigéne, actuellement détectable sur des tissus
fixés et inclus en paraffine, est trés utile pour apprécier le grade des lymphomes
malins en fonction du pourcentage de cellules en cycle (fraction en
prolifération).(Tableau III)

l11-2-2- Bases moléculaires de la REAL classification.
lll-2-2a- Techniques.

Deux méthodes sont actuellement disponibles pour [l'analyse des
réarrangements des génes codant les récepteurs des lymphocytes et la détection
des translocations chromosomiques :

® La technique de Southern blot, avec des sondes ADN qui s’hybrident sur

des segments spécifiques d'un réarrangement ou d'une transiocation
chromosomique donnée.

W La technique damplification génique ou PCR avec des amorces

spécifiques de segments réarrangés ou transloqués.

La technique de Southern blot a plusieurs inconvénients ; sa longueur de réalisation,
son co(t, l'utilisation de radio isotopes pour I'hybridation et la nécessité de disposer
d’ADN en grande quantité et de bonne qualité quant a sa taille. Son utilisation en
routine est donc souvent difficile. Toutes ces raisons expliquent que I'ampilification
génique par PCR ait supplanté le Southern blot pour la recherche d'une clonalité, la
détermination de l'origine lymphocytaire B ou T des proliférations lymphoides et
I'étude des translocations chromosomiques en pathologie hémolymphatique.

La PCR est une technique plus sensible, sa réalisation ne demande que quelques
jours, elle est beaucoup moins onéreuse et 'ADN matrice peut étre extraite de
prélévements fixés et inclus en paraffine, ce qui permet des études rétrospectives
sur du matériel archivé. Le principe de la PCR avec amorces consensus réside dans
Tutilisation d’° un couple d’'amorces qui va encadrer la zone jonctionnelle V(D)J
hypervariable des génes des récepteurs des cellules lymphoides et permettre son
amplification. Ces amorces polyvalentes, ou consensus, peuvent étre utilisées pour
amplifier la zone jonctionnelle V(D)J quels que soient les segments V et J impliqués
dans cette recombinaison.
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Tableau Il . Marqueurs immunologiques et leur correspondance CD pouvant étre utilisés pour 1’étude des cellules
lymphoides B et T, ainsi que leurs principales fonctions remarguables.

Précurseurs des cellules lymphoides

CD34 non spéeifique car reconnait aussi les précurseurs myéloides

TdT présent dans le noyau des cellules lymphoides immatures enzyme terminale desoxynucléotidyltransférase
Marqueurs des cellules B

CD1 non spécifique marqueur des thymocytes corticaux T et présent sur une sous population B

CD9 précurseur B mais également présent sur d’autres lignées

CD10 précurseur B et sous population des thymocytes corticaux  antigéne CALLA

CD19 précurseur B et B matures Pan B (présent sur tous les stades de différenciation)

CD20 cellules B matures

CD21 cellules B matures

CD24 cellules B matures et autres lignées

CD22 Pan B

CD23 cellules B activées

CD25 cellules B activées recepteurll2

CD37 cellules B sauf les plasmocytes

CD38,CD79a  plasmocyte mais ne posséde aucun des marqueurs B

FMC7

B-Ly

Ig la chaine lourde s’exprime et est détectée dans le cytoplasme dés le stade pré-B

les cellules B matures expriment & leur surface les slg et donc les chaines lourdes et légéres
le plasmocyte exprime les chaines lourdes et 1égeres d’Ig dans son cytoplasme

Marqueurs des cellules T

CD1 thymocytes corticaux et sous population de cellules B

CD2 Pan T (présent sur tous les stades de différenciation) écepteur des érytrocytes de mouton

CD3 cellules T matures associé au TcR formation d’un complexe protéique (TcR-CD3),role dans
I’ancrage du TcR et dans la transduction des signaux du TcR vers les composants
intracellulaires

CyCD3 I’expression cytoplasmique de I'antigéne CD3 caractéristique des cellules T immatures

CD4 cellules T auxiliaires et sous population de thymocytes

CD5 Pan T

CDhé Pan T

CcD7 tous les thymocytes et les cellules T circulantes, le prothymocyte

CDS8 cellules T cytotoxiques/suppressives, sous population de cellules NK, sous population de thymocytes

CD16 cellules NK récepteur Fe de faible affinité pour les IgG

CD29 sous population de cellules T matures CD4+ inductrices des cellules auxiliaires

CD45RA sous population de cellules T matures CD4+ inductrices de cellules suppressives

CD45RO PanT

CD25 cellules T activées- récepteur de IL2

CD38 cellules T activées

CD71 cellules T activées et il semblerait sur toutes les cellules en prolifération récepteur transferrine

CD56 cellules NK et quelques cellules T

CD57 sous population de cellules NK

TeR-off exprimé sur la majorité des lymphocytes T

TeR-y3 présent sur une minorité de cellules T CD3+

Marqueurs non restreints a une lignée de différenciation

antigéne HLA-DR présent sur des cellules aux stades précoces de I’hématopoiése mais aussi sur les Lym B et T activés
CD2s cellules T et B activées

CD38,CD71  présents sur toutes les cellules en prolifération et activées

CD11a/CD18 antigéne LFA-1 ou leukocyte function antigen-1

CD11b/CD18 récepteur de type 3 du complément
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Une approche identique est aussi appliquée pour la zone jonctionnelle issue de
franslocations chromosomiques t(14 ;18)(932 ;g21) et t(11 ;14)(q13 ;q32).

Ainsi, lamplification de la zone jonctionnelle d'une population lymphoide clonale
donne une bande unique aprés migration de 'ADN amplifié sur gel d’agarose ou de
polyacrylamide car toutes les cellules issues d’'un méme clone ont la méme zone
jonctionnelle. A linverse, I'analyse en PCR des réarrangements des génes d'une
population lymphoide polyclonale donne une trainée ou de muitiples bandes dites en
barreau d’échelle en raison de I'hétérogénéité de taille des zones jonctionnelles
amplifiées correspondant aux différentes cellules lymphoides présentes dans cette
population.

De plus, cette zone jonctionnelle, par sa séquence unique, peut aussi étre utilisée
comme marqueur spécifique d’un clone néoplasique pour suivre un malade en cours
ou aprés traitement. Dans ce cas, la méthode la plus frequemment utilisée est le
séquencage de la zone jonctionnelle propre au clone néoplasique, lors du diagnostic
et la synthése d'une sonde oligonucléotidique spécifique de cette séquence. Cette
sonde d’ADN pourra ensuite étre utilisée pour rechercher une maladie résiduelle,
une dissémination ou la détection précoce d’une rechute impliquant e méme clone
tumoral.

lli-2-2b- Données générales sur le réarrangement des génes codant les
récepteurs aux Ag.

Le diagnostic des lymphomes est établi dans 90% des cas sur I'examen
morphologique standard associé a une etude immunohistochimique. Mais, dans
approximativement 10% des cas, les caractéristiques immunomorphologiques de la
prolifération (aspect inhabituel, absence de marqueur de clonalité ) rendent le
diagnostic différentiel entre lymphome malin et prolifération lymphoide réactionnelle
bénigne difficile. Compte tenu des implications pronostiques et thérapeutiques, il est
alors nécessaire d’avoir recours aux techniques de biologie moléculaire.

Qu'ils soient normaux ou néoplasiques, les lymphocytes expriment a leur surface des
récepteurs aux antigénes. Ces récepteurs sont codés par des genes qui subissent
des réarrangements dont la finalité est la synthése d'un récepteur spécifique. Les
génes qui codent ces récepteurs sont composés en configuration germinale de deux
ou trois groupes de segments de génes, appelés V (variable), J (jonction) et D
(diversité). En vue de la réponse immunitaire, les génes V et J ou V, D et J, pris au
hasard, vont étre juxtaposés avec excision de PADN intermédiaire. La zone
jonctionnelle ainsi formée (VDJ) code la partie variable des récepteurs.
L'hypervariabilité de la zone jonctionnelle est générée d'une part, par les
nombreuses possibilités de recombinaisons (diversité combinatoire) entre les
multiples segments V, D et J d'un locus donné et d’autre part, par des additions de
nucléotides entre les segments réarrangés lors de leur recombinaison VJ ou VDJ par
fa TdT (formation de la région N). La zone jonctionnelle (VNJ ou VNDNJ) ainsi
formée est considérée par sa taille et sa séquence comme un marqueur spécifique
de la clonalité des cellules lymphoides. Il s'agit en quelque sorte de la carte d’identité
d’un clone de lymphocytes donnés.

En dehors des réarrangements des génes des Ig ou des TcR, les cellules
lymphoides peuvent étre le siége de réarrangements pathologiques dus a des
translocations.
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On connait de plus en plus de translocations chromosomiques récurrentes, propres a
certaines proliférations lymphomateuses malignes, qui impliquent les genes des
recepteurs des cellules lymphoides. Dans ces translocations, un géne important
dans le controle de la prolifération cellulaire normale (proto-oncogene) est dérégulé
(oncogéne) avec pour conséquence une perturbation de la synthése de la protéine
produite (oncoprotéine). Les anomalies chromosomiques les plus étudiées en
pathologie hémolymphatique sont au nombre de quatre :

-t (14 ;18)(432 ;q21) impliquant le proto-oncogéne bcl-2 : fréquente dans les
lymphomes B folliculaires.

-t (11;14)(q13 ;,932) impliquant le proto-oncogéne bcl-1/PRAD1/cycline D1 :
fréquente dans les lymphomes B du manteau.

-t (8;14)q24 ;921) impliquant le proto-oncogéene c-myc ( homologue de
Foncogéne v-myc du virus MC29 de la myélocytomatose aviaire): spécifique du
lymphome de Burkitt. _

-t (3 ;14)(g27 ;,q32) impliquant le proto-oncogéne bcl-6 ou LAZ3 : décrite dans
les lymphomes B diffus a grandes cellules.

Ces translocations impliquent en premier lieu les génes des chaines lourdes des Ig
sur le chromosome 14 et elles générent des zones jonctionnelles (entre les deux
chromosomes transloqués) qui peuvent également étre utilisées comme marqueur
de clonalité, ainsi que pour identifier le type de lymphome.
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lll-3- Lymphomes B.

lli-3-1- Lymphomes lymphoblastiques B développés a partir des précurseurs.
lli-3-1a- Clinique.

Autrefois appelées « ni T ni B » puis B-précurseurs, ces tumeurs sont plus
fréquentes chez I'enfant que chez I'adulte, elles se distinguent chez I'enfant par un
aspect histologique toujours diffus et un grade de malignité supérieur a celui de
'adulte. Leur présentation clinique est souvent polymorphe et habituellement extra
ganglionnaire, il existe le plus souvent une infiltration de la moelle et du sang, mais
quelques cas peuvent se présenter sous forme de tumeurs solides localisées
(jusqu'a 20% des cas). Cette affection rejoint les deux autres grands types
histologiques que I'on retrouve chez 'enfant. C'est a dire les lymphomes de Burkitt et
les lymphomes a grandes cellules sans oublier les lymphomes lymphoblastiques T.
Cette affection, bien qu'agressive, peut étre curable et en particulier chez les enfants.
Il semble cependant que les cas associés a la translocation t(1 ;19) ou (9 ;22) aient
un plus mauvais pronostic.

1I-3-1b- Histologie de la biopsie du ganglion.

lls représentent 25% des cas de lymphome chez I'enfant. Ces proliférations
sont constituées de lymphoblastes de taille moyenne, c'est a dire intermédiaire entre
celle des lymphocytes matures et celle des lymphomes B diffus a grandes cellules.
La prolifération est caractérisée par une architecture diffuse. Les noyaux des
lymphoblastes sont ronds ou légerement irréguliers, voire convolutés, a la
chromatine fine et présentent des nucléoles peu visibles. Les cytoplasmes de ces
cellules sont reduits et légérement basophiles. Les mitoses sont généralement
nombreuses, des noyaux de morphologies comparables peuvent s'observer dans les
lymphomes lymphoblastiques T et de ce fait un immunophénotypage est toujours
nécessaire. |l permettra de plus d'éliminer d’autres tumeurs qui peuvent simuler un
lymphome lymphoblastique, notamment certains lymphomes développés a partir de
cellules du manteau périfolliculaire ou des formes tumorales de leucémies aigués
myéloblastiques.

Ili-3-1¢- Immunophénotype.

Les lymphoblastes expriment plusieurs antigénes carractéristiques des
lymphocytes de la lignée B :CD19, CD22 et CD79a. D’autres antigénes B sont en
général presents mais de fagon plus inconstante dont CD20, mais également la
chaine u sans Ig de surface associée. La majorité de ces tumeurs expriment
également CD10 (antigene CALLA) dont 'expression est restreinte a certains stades
de différenciation. On peut également citer CD13, CD33 et CD34 bien qu'ils ne
soient pas spécifiques de ce type de tumeur et qu' on les retrouve également dans
des hémopathies non lymphoides.

On peut également détecter des enzymes, comme TdT, impliquées dans les
remaniements géniques des chaines lourdes et legéres des Ig.

45




Généralités sur les Lymphomes non Hodgkiniens (LNH)
Thérapeutiques classiques et perspectives d’Immunothérapie

ll1-3-1d- Génotype.

Dans les lymphomes lymphoblastiques, il n'a pas été trouvé d’anomalies
chromosomiques spécifiques. Cependant dans un certain nombre de cas il peut
s'associer a un réarrangement des génes codant les chaines lourdes des Ig, un
réarrangement des génes des récepteurs alpha et béta des lymphocytes T et on
observe donc des anomalies ou des translocations intéressant la région gq11 du
chromosome 14 ou la région 32 du chromosome 7. Plusieurs translocations ont
donc été décrites dans les leucemies-lymphomes lymphoblastiques B :t(1;19),
t(9 ;22). Récemment une nouvelle translocation t(12 ;21) impliquant les génes TEL et
AML1 a été rapportée dans 16% des cas de leucémies aigués lymphoblastiques B.

ll1-3-2- Lymphomes développés a partir des lymphocytes B périphériques.
Proliférations rassemblant des entités d’une trés grande diversité

lil-3-21- Lymphome B a grandes cellules.(REAL)
llI-3-21a- Clinique.

Les lymphomes a grandes cellules regroupent un ensemble hétérogéne
d’affections qui doit étre subdivisé et dont les hématopathologistes n’étaient pas
capables d'identifier de fagon reproductible les diverses variétés cytologiques
reconnues dans les classifications antérieures (lymphomes centroblastiques,
monomorphes, polymorphes ou bien encore a phénotype T comme les lymphomes
anaplasiques a grandes cellules Ki1+).

La dénomination de lymphome B a grandes cellules regroupe de ce fait toutes ces
tumeurs de phénotype B marque.

Ces lymphomes sont, avec les lymphomes folliculaires, les plus fréquents des
lymphomes malins. lls représentent 30 4 40% des lymphomes de I'adulte et leur age
médian de survenue est de 60 ans. Mais ils peuvent aussi s'observer chez I'enfant
ou ils représentent avec les lymphomes anaplasiques T a grandes cellules 15% des
cas et ils sont rares avant 'age de 2 ans pour un age moyen de 8 ans. La majorité
des patients se présentent avec une volumineuse masse de croissance rapide et de
localisation ganglionnaire ou extraganglionnaire plus fréquemment abdominale et
thoracique et dont les modes de révélation et la sémiologie clinique dépendent de la
localisation initiale.

Ces lymphomes centroblastiques (classification de Kiel) [ Figure 22] peuvent parfois
prendre naissance soit au niveau des plaques de Peyer, soit au niveau des
ganglions mésentériques et avoir une expression abdominale avec constitution d'une
ascite lors de leur extension aux structures du voisinage. Il est trés rare que ce type
de tumeur soit révéle précocement.

Les lymphomes thoraciques a grandes cellules B avec sclérose sont trés rares, mais
comme tous les lymphomes thoraciques ils seront évoqués et révélés par des signes
de compression médiastinale (dyspnée, toux, syndrome cave supérieur) ou par des
adénopathies cervicales ou axillaires ; parfois la symptomatologie initiale peut étre un
syndrome asphyxique aigu ou le risque de décompensation respiratoire brutale est
réel.
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Des lymphomes ORL de type lymphome B a grande cellule peuvent également se
voir suite a une prolifération initiale au niveau de 'anneau de Waldeyer, cela bien
que ce type de lymphome soit la plupart du temps un lymphome de Burkitt,
nécessitant donc un diagnostic sur une biopsie initiale de bonne qualité avec un
immunophénotypage.

En définitif n'importe quel territoire ganglionnaire peut étre atteint et n'importe quel
type immunohistologique de lymphome peut se voir.

I1-3-21b- Histologie de la biopsie du ganglion.

Il s’agit de proliferations composées de cellules de grande taille, a noyaux
fortement nucléolés et a cytoplasme basophile. Ces cellules correspondent soit & des
centroblastes soit a des immunoblastes [ Figure 22] mais il existe fréquemment un
mélange de ces deux types de cellules ainsi que d'éléments de morphologie
intermédiaire. Dans quelques tumeurs les cellules B malignes sont minoritaires par
rapport aux cellules T réactionnelles ; ces tumeurs ont été décrites sous le terme de
lymphomes B riches en lymphocytes T, mais elles regroupent peut étre des entités
hétérogenes. Il faut aussi mentionner I'existence de tumeurs ayant des attributs
morpohologiques intermédiaires entre les lymphomes B a grandes cellules et le
lymphome de Burkitt.

il-3-21c- Immunophénotype.

Toutes ces tumeurs possédent plusieurs marqueurs B (CD19, CD20, CD22,
CD79a) [ Figure 23] mais la détection d'lgS et IgCyt monotypique est plus
inconstante. La majorité de ces tumeurs expriment I'antigéne CD45 ( commun aux
leucocytes). Ce marqueur est en principe utilisé pour différencier un lymphome malin
CD45+ d'une tumeur non lymphoide d'aspect indifférencié CD45- (carcinome,
meélanome, sarcome). Les antigénes CD5 et CD10 sont occasionnellement retrouvés
dans les lymphomes B diffus a grandes cellules. Deux marqueurs, I'expression de la
protéine bcl-2 et le pourcentage de cellules en cycle Ki-67 sont trés étudiés puisque
susceptible d'avoir une implication pronostique [Figure 23]. Dans une étude récente
la forte expression de bcl-2 (44% des cas) serait associée a un mauvais pronostic.
Bien que les résultats soient parfois discordants il semblerait qu'un pourcentage de
cellules marquées par I'anticorps Ki-67 superieur a 60% soit un facteur de mauvais
pronostic (survie médiane de huit mois contre trente six mois si Ki-67<60%).

llI-3-21d- Génotype.

Il n'existe pas d’'anomalies caractéristiques de ces lymphomes. Cependant un
réarrangement clonal des génes codant les chaines lourdes [ Figure 24] et légéres
des Ig est retrouvé par southern blot ou PCR dans la majorité des cas. Un
réarrangement du géne bcl-2 a éte décrit dans 20 a 30% des lymphomes B a
grandes cellules et est associé a un mauvais pronostic. Ce réarrangement serait
beaucoup plus fréquent dans les lymphomes B a grandes cellules d’origine
ganglionnaire (40% des cas) que dans les tumeurs extra ganglionnaires (5% des
cas).
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Figure 22 . Examen morphologique au MO aprés biopsie.

Ve WY e O

(coloration de Giemsa x 80)
Prélévement de gauche : Lymphome B diffus & grandes cellules avec un aspect de Lymphome centroblastique
Prélevement de droite : Lymphome B diffus & grandes cellules avec un aspect de Lymphome immunoblastique

Figure 23 . Examen morphologique au MO aprés biopsie.

(immunoperoxydase sur coupe en paraffine x80)
Prélévement de gauche : Lymphome B diffus & grandes cellules. Inmunomarquage avec 1’anticorps CD20
Prélévement de droite : Inmunomarquage avec I’anticorps Ki-67, qui reconnait un antigéne exprimé par les
cellules en cycle. Les noyaux de plus de 80% des cellules tumorales sont marqués, ce qui suggére un Lymphome
agressif.

Figure 24 . Mise en évidence par PCR d'un réarrangement clonal des génes codant
la chaine lourde des Ig dans sept cas de Lymphomes B diffus a grandes cellules.

L’ADN est amplifié par PCR & I’aide des amorces spécifiques des génes Vh(FRII)/Jh, puis I’ADN amplifié est
séparé par électophorése sur gel de polyacrylamide & 6%, coloré par le bromure déthidium, visualisé sous UV et
photographi€.
N :témoin négatif : amplification sans matrice d’ADN pour détecter une éventuelle contamination par un ADN
externe ; M : marqueur de taille (en paires de bases : bp) P : témoin polyclonal (ADN extrait & partir d’un
ganglion réactionnel) ; C : contréle positif (ADN extrait & partir d’un ganglion infiltré par un Lymphome B )
1-2-3-4-6-7 : bande nette indiquant un réarrangement clonal des genes des Ig.

Figures 22,23,24 D’aprés G.Delsol, T. Al Saati Laboratoire d’anatomie et de cytologie pathologique CHU Purpan
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Récemment un réarrangement impliquant le chromosome 3q27 ( avec 14932,
22q11 et 2p12) a été retrouvé dans environ 30% des lymphomes B diffus a
grandes cellules.

Seulement 50% de ces réarrangements seraient détectables par analyse
cytogénétique. Cette translocation s'accompagne d'une dérégulation du géne LAZ3
codant pour une protéine en doigt de zinc. Cette protéine est un facteur de
transcription qui intervient dans la régulation de la transcription au cours du
développement et des phénomeénes de difféerenciation. Dans les lymphomes B diffus
a grandes cellules, le réarrangement de BCL-6/LAZ3 semble étre d’un bon pronostic.
Le génome de I'Epstein Barr virus (EBV) est détecté dans un fort pourcentage de
lymphomes B diffus a grandes cellules survenant chez des patients atteints d'une
immunodeépression acquise (greffe, HIV).

Dans ces tumeurs, les cellules infectées de fagon latente par le virus expriment
plusieurs genes viraux (EBNA2+ ; EBER+ ; LMP-1).

111-3-22- Lymphome médiastinal a grandes céllules B.
Il1-3-22a- Clinique.

Cette variété de lymphomes a été individualisée pour la premiére fois dans la
REAL classification et ils semblent constituer une entité anatomoclinique. L'age
médian est de 40 ans, les femmes sont plus souvent touchées que les hommes et le
tableau clinique est celui d’'une tumeur médiastinale avec signes de compression
(syndrome de la veine cave). L'évolution se singularise par la survenue de
localisations extraganglionnaires hépatiques, rénales, digestives, ovariennes et au
systéme nerveux central. Bien qu’il s’agisse d’'une lésion tres agressive, les résultats
les plus recents suggérent des taux de guérison comparables a ceux des autres
lymphomes B a grandes cellules.

I1-3-22b- Histologie de la biopsie du ganglion.

Les caractéristiques morphologiques de ces tumeurs varient sensiblement d'un
cas a lautre. Les cellules sont en général assez grandes, a cytoplasme pale, mais
leurs noyaux sont soit ronds, d'allure centroblastique, soit irréguliers ressemblant a de
grands centrocytes ou multilobés [ Figure 25]. Des cellules sternbergoides sont
parfois observées. Une fine fibrose est toujours présente et donne a la prolifération
un aspect compartimenté. La constatation de corps de Hassall indique l'origine
thymique de ces tumeurs .

lI-3-22¢- Immunophénotype.

Toutes ces tumeurs possédent plusieurs marqueurs B (CD19 ; CD20 ; CD22
CD79a) mais rarement d'lgS monotypiques.

lll-3-22d- Génotype.

Ces tumeurs ont le plus souvent réarrangé les genes codant les chaines
lourdes des Ig mais ne présentent aucune anomalie cytogénétique caractéristique.
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Figure 25 . Examen morphologique au MO aprés biopsie.
D’aprés G.Delsol, T. Al Saati Laboratoire d’anatomie et de cytologie pathologique CHU Purpan

i Y P 2

céloration par le PAS x50

Lymphome B médiastinal : les cellules lymphomateuses ont souvent des noyaux
irréguliers, multilobés et des cytoplasmes pales. On note également la sclérose
interstitielle qui est 'une des caractéristiques de ces Lymphomes.
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1l1-3-23- Lymphome de Burkitt.
ll[-3-23a- Clinique.

Ce type de lymphome s’observe a I'état endémique en Afrique Equatoriale et
survient de fagon sporadique en Europe et en Amérique du nord.
Il s'observe surtout chez les enfants ou il représente environ 60% des cas (le plus
souvent chez les garcons) pour 5% des lymphomes chez I'adulte. Dans la premiére
classification de Kiel, ils étaient inclus dans les lymphomes lymphoblastiques, mais
en sont maintenant exclus. Dans la classification de Rappaport ils s’appellent
Lymphomes indifférenciés et dans la formulation internationale « Lymphomes a
petites cellules non clivées ».
En 1958, Burkitt, chirurgien anglais travaillant en Ouganda publiait la description
princeps d'un lymphosarcome de la machoire. Il fut également le premier a noter que
ces localisations maxillaires [ Figure 26] mais également abdominales étaient
'expression d'un méme syndrome tumoral et que | ‘expression géographique de la
maladie était particuliére, restreinte aux régions tropicales et dépendant d’'un climat
chaud et humide.
Rapidement des cas de LB ont été identifiés en dehors d'Afrique, avec néanmoins
une incidence 50 a 100 fois plus faible, ces formes ont été désignées sporadiques
par opposition aux LB africains dits endémiques.
Des particularités épidémiologiques ont rapidement suggéré I'implication d’un agent
infectieux dans la survenue d’un LB. En effet on a rapidement pu mettre en évidence
des corrélations entre l'incidence des LB et l'intensité de l'infection par Plasmodium
falciparum. En 1964, Epstein et Barr isolaient dans des lignées lymphoides établies a
partir de mateériel tumoral un nouveau virus appartenant a la famille des Herpesvirus,
qui devait recevoir leur nom. Des cartes épidémiologiques ont alors pu étre
dressées, révélant la précocité de l'infection par EBV, avant 'adge de 2 ans, chez les
enfants africains habitant dans des zones a forte incidence de LB. De plus une large
étude prospective réalisée en Quganda a montré que des titres élevés d'lg anti-EBV
constituaient un facteur de risque de développement d'un LB. Ces données
sérologiques, l'identification de séquence d’ADN viral dans les cellules tumorales et
la démonstration que 'EBV pouvait immortaliser in vivo des lymphocytes B humains
et induire un lymphome apres injection chez le primate, suggéraient que le LB fut
une tumeur viro induite.
Ultérieurement s’il est apparu que 'EBV est également associé a des tumeurs
épithéliales comme le carcinome du nasopharynx on a également démontré que la
pathogénie du LB est plus complexe puisque la présence de I'EBV dans la tumeur
est inconstante et que si elle est observée dans 95% des LB endémiques, elle ne
Pest que dans 15% des LB sporadiques.
Le LB est donc une entité pathologique définie par des critéres cliniques,
morphologiques, phénotypiques et génotypiques.
D'un aspect clinique, on oppose classiquement les formes endémiques se
manifestant par une tumeur du massif faciale plutét chez des gargons de 6 a 8 ans et
les formes sporadiques européennes d'un age médian de 12 ans de présentation
prédominante abdominale.
En Europe et en Amérique du nord ces tumeurs se développent surtout dans la
région iléocaecale, au dépend des plagues de Peyer ou des ganglions
mésenteriques. Du fait de leur volume, elles peuvent étre rapidement perceptibles et
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compressives, responsables d’occlusions, d’hémorragies digestives ou plus rarement
de perforations revélatrices. Une atteinte extranodale, digestive, rénale, ovarienne ou
testiculaire est fréquente. Une infiltration des séreuses est possible. Des
adénopathies périphériques sont présentes dans 20% des cas ; cervicales, elles
doivent faire rechercher une localisation ORL. Dans moins de 10% des cas, l'atteinte
est maxillaire ; elle est exceptionnellement cutanée, osseuse, épidurale ou
intracérébrale.

- Une infiltration médullaire est présente dans 20% des cas au diagnostic ; elle est
beaucoup plus fréquente lors des rechutes. En fait, en 'absence de localisation
médullaire morphologiquement visible, une atteinte médullaire occulte peut étre
détectée a l'aide de techniques immunologiques et cytogénétiques sur des moelles
cultivées en milieu liquide.

L’étude du frottis sanguin peut reconnaitre des cellules blastiques. Une franche
formule leucémique est rare ; elle pose alors le probléme nosologique de distinguer,
lorsque le syndrome tumoral est important, un LB avec atteinte médullaire d'une
Leucémie aigue lymphoblastique, dite LAL3.

Enfin, certains troubles métaboliques, liés a la lyse cellulaire, tels que
I'hyperkaliémie, une hyperphosphorémie, une insuffisance rénale, une acidose
lactique seront recherchées et prévenues lors de l'induction thérapeutique.

Le diagnostic repose sur l'analyse cytohistologique d’une biopsie ganglionnaire,
d'une masse tumorale superficielle ou profonde guidée sous scanner,
éventuellement d’'une lésion endoscopique accessible a I'endoscopie, voire d'une
tumeur abdominale prélevée lors d’'une laparotomie de nécessité dans le contexte
d’une occlusion. L’étude immunophénotypique confirme le diagnostic évoqué sur
'aspect morphologique des cellules tumorales.

Le lymphome de Burkitt est une tumeur trés agressive, de haut grade de mahgnlte
caractérisée par un temps de doublement cellulaire rapide allant de 12 heures a
guelques jours, mais curable notamment chez I'enfant.

llI-3-23b- Analyse cytohistologique d’une biopsie ganglionnaire

Les descriptions anatomopathologiques initiales qui dés les années cinquante
ont permis de le classer dans les lymphomes lymphoblastiques de type Burkitt
gardent toutes leurs valeurs. Le LB est une proliféeration d’architecture diffuse. Les
cellules tumorales sont monomorphes et de taille moyenne. Le noyau arrondi,
régulier, a une chromatine réticulée et contient 2 a 4 nucléoles. Le cytoplasme peu
abondant, tres basophile contient des vacuoles claires [ Figure 27]. Les mitoses sont
nombreuses. La présence de macrophages dispersés au sein de linfiltrat tumoral
réalise laspect classique dit de ciel étoile [Figure 28]. L'existence d'un
pleiomorphisme cellulaire, la variabilité de la taille des cellules tumorales et de Ia
forme de leurs noyaux, dont les nucléoles peuvent étre uniques et volumineux
définissent des sous types morphologiques, désignés sous le terme de
« lymphomes a petites cellules non clivées de type Burkitt ». Une différenciation a pu
de plus étre notée dans certaines variantes, notamment dans le contexte d’'une
infection par le virus de I'immunodéficience humaine.
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Figure 26 . Lymphome de Burkitt Africain.

Noter [’aspect caractéristique de la localisation maxillaire.

Figure 27 . Examen morphologique au MO aprés biopsie.
D’aprés Dr.Raphael, service central d’hématologie, hopital Avicenne, Bobigny.
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Aspect cytologique, nappe de cellules de taille moyenne, possedant une chromatine réticulée, des nucléoles

visibles et un cytoplasme peu étendu, basophile et vacuolisé

Figure 28 . Examen morphologique au MO aprés biopsie.
D’aprés Dr.Raphael, service central d’hématologie, hopital Avicenne, Bobigny.
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Aspect histologique, prolifération cellulaire monomorphe, d’aspect cohésif, constituée de cellules de tailles
moyennes
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llI-3-23c- Immunophénotype.

Le LB a été la premiére hémopathie lymphoide identifiée de phénotype B

monotypique. Les cellules tumorales portent une IgM de surface et un seul type de
chaines légéres, soit x soit .. Une sécrétion d’lgM est parfois détectable dans le
sérum de patients atteints de LB sporadique de forte masse tumorale. Les cellules
malignes expriment également les antigénes B-restreints CD10, CD19, CD 20, CD
77 et habituellement le CD22, de méme que les antigénes associes aux cellules B,
CD24 et HLA-DR. Le glycolipide CD 77 serait impliqué dans la transduction d'un
signal responsable du déclenchement de I'apoptose observée dans les cellules de
LB. La molécule CD21 qui constitue un récepteur a la fois pour la fraction C3d du
complément et pour la glycoprotéine d’enveloppe de 'EBV est exprimée de fagon
variable, plus abondante a la surface des cellules tumorales des LB africains que
celle des LB sporadiques.
Au contraire des lignées lymphoblastoides, issues de Ilymphocytes normaux
circulants infectés par 'EBV, les cellules malignes n’expriment pas les marqueurs
d’activation CD23, CD30, CD39 et Ki24 et peu ou pas les molécules d'adhérence
CD11a/CD18 (LFA1), CD54 (ICAM1) et CD58 ( LFA3) . Néanmoins in vitro, certaines
peuvent acquérir un phénotype identique a celui des lignées lymphoblastoides,
CD10-, CD77-, CD23+, CD30+, CD11a/CD18+, CD54+, CD58+. In vivo, la
modulation des molécules d’adhésion pourrait permettre aux cellules tumorales
d’échapper a I'immunosurveillance T spécifique du virus.

1i1-3-23d- Génotype.

Dés 1964, on a pu isoler EBV a partir des lignées tumorales de LB et en 1976
ces mémes lignées ont permis de découvrir I'existence d’'une anomalie du bras long
(q) du chromosome 14 (14q+) que I'on retrouve dans la majorité des cas de LB.
Ultérieurement les techniques de « Banding » ont révélés que 'anomalie 14qg+ était
le produit d'une’ translocation réciproque entre les chromosomes 8 et 14, la
translocation (8 ;14)(q24 ;932). Des translocations variantes ont ensuite étés
décrites, intéressant le chromosome 8 (8qg24) et le bras long du chromosome 22
(22911), ou le bras court du chromosome 2 (2p12). La t(8 ;14) est la translocation la
plus fréquente, observée dans 80% des cas de LB, tandis que les translocations
variantes ne sont observées que dans une minorité de LB, respectivement 15 et 5%
des cas. [ Figure 29]

Plusieurs propriétés caractérisent les translocations du LB. Elles sont constantes
mais elles ne sont pas strictement spécifiques du LB puisqu'elles ont été
occasionnellement rapportées dans d'autres variétés de lymphomes agressifs,
notamment immunoblastiques.

Les translocations ne sont pas directement induites par 'EBV. Elles sont en effet
retrouvées dans tous les LB, qu'ils soient « endémiques », associés a 'EBV ou
sporadiques , non liés a 'EBV. En revanche ces translocations ne sont jamais
détectées dans les lignées lymphoblastoides continues induites in vitro par I'EBV,
méme lorsque la prolifération est entretenue pendant une période prolongée.

La signification moléculaire des translocations t(8 ;14),t(2 ;8) et t(8 ;22) a résulté de
la localisation des genes des Ig , locus de chaines lourdes H sur le chromosome 4
locus de chaines légére « sur le 2, locus A sur le 22, ainsi que de l'identification du
proto oncogéne c¢-myc sur le chromosome 8.

54




Généralités sur les Lymphomes non Hodgkiniens (LNH)
Thérapeutiques classiques et perspectives d’Immunothérapie

L'oncogene c-myc a été initialement défini comme étant 'homologue cellulaire du
gene transformant du rétrovirus de la myélocytomatose aviaire. Localisé a la bande
q24 du chromosome 8, le géne c-myc comporte un premier exon non codant et deux
exons codants (exons Il et lll). Son expression cellulaire est ubiquitaire. Il code pour
une phosphoprotéine nucléaire, qui participe a la division cellulaire, en favorisant le
passage des cellules de la phase G1 a S du cycle cellulaire.

Dans les cellules (8 ;14) le fragment du chromosome 8 contenant les exons codants
Il et lll de c-myc est transposé sur le chromosome 14, tandis que que les génes VH
(génes codant pour les régions variables des Ig) sont transloqués du chromosome
14 au chromosome 8q-; les génes non transloqués des régions constantes des
chaines lourdes des Ig restent sur le chromosome 14q+. [ Figure 30]

Dans les variantes t(2 ;8) et (8 ;22) la cassure du chromosome 8 est située du coté
le plus distal par rapport au centromere, en 3’ de I'exon lll de c-myc; c-myc reste
donc sur le chromosome 8qg+, tandis que les génes des chaines légéres Cx ou CA
sont transposées sur le chromosome 8. En définitive, que c-myc soit transloqué sur
le chromosome 14 ou qu'il demeure sur le chromosome 8, il est toujours situé en 5’
d’'un géne d’lg, et les exons codant |l et |l de c-myc restent intacts.

En dépit d’'une apparente uniformité cytogénetique, il apparait une hétérogénéité
moléculaire selon la localisation des points de cassure. Sur le chromosome 8, les
points de translocation t(8 ;14) sont relativement restreints, loin en §' de c-myc,
proche de c-myc ou dans le premier intron du géne; les points de translocation
variante surviennent en 3’ du géne.

Sur le chromosome 14, les cassures peuvent se situer en divers points du locus de
chaine lourde, prés des segments DH, JH ou des régions « switch » Sy, Sy ou Sa.
Les plus fréquentes surviennent juste en amont de JH ou de Cu. L’'association
privilégiée de certains points de cassures sur les chromosomes 14 et 8 suggere que
le résuitat fonctionnel des translocations en dépend. Ainsi, des points de cassure
proches de JH s’associent le plus souvent & des points loin en 5’ de c-myc, et des
points en Su a des points proches de c-myc.

L'intégrité de la région codante de c-myc, préservée quelle que soit la translocation,
le fait que c-myc soit exprimé a un niveau comparable a celui de cellules normales
proliférantes indiquent que 'anomalie de ¢c-myc est d’avantage liée a une expression
inappropriée de 'oncogéne dans les cellules tumorales qu’'a une surexpression. Les
modeéles d’hybridation somatique ont montré que les transcrits c-myc proviennent de
I'alléle transloqué, tandis que l'alléle normal n’est pas transcrit.

Les mécanismes de la dérégulation de c-myc méme si ils semblent liés a la fusion de
c-myc avec un géne actif d'lg restent a élucider. La proximité de c-myc avec des
séquences « enhancers » ou cis-activatrices, présentes au sein des genes d'lg
semble déterminante.

Cependant le virus EBV demeure une composante essentielle dans la pathogénie de
certains LB et a défaut d’avoir élucidé son réle dans la lymphomagénése du LB

( presence observée dans 95% des cas de LB africains et dans 10 a 20% des LB
sporadiques) on peut déja conclure qu'il a un réle indéniable de cofacteur.

L’absence d'expression des protéines virales immunogéniques LMP1 et EBNA2-
EBNAGB, la diminution de I'expression des molécules d’adhésion et du complexe
majeur d’histocompatibilité de classe | et Il sont les trois mécanismes d’échappement
au systeme immunitaire caractéristiques du lymphome de Burkitt pouvant se
développer chez 'immunocompétent.
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Figure 29 . Translocations observées au cours du Lymphome de Burkitt.

A : Translocation t(8 ;14) : Passage de I"oncogéne c-myc du chromosome 8 sur le

chromosome 14.
B : Translocation t(2 ;8) : Transfert des génes Ck du chromosome 8 sur le

chromosome 2.
C : Translocation t(8 ;22) : Transfert des génes CA du chromosome 22 sur le

chromosome 8.
Figure 30 . Conséquences moléculaires de la translocation (8 ;14).
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Exemple 2

Exemple 1 : t(8 ;14) dans une lignée de Lymphome de Burkitt de type africain, les régions codantes (exons II
et 1) de c-myc restent intactes et fusionnent avec des génes des chaines lourdes d’immunoglobulines en position
dite « téte a téte » le point de cassure survenant en amont de J5 sur le chromosome 14 et en amont du premier

exon de c-myc sur le chromosome 8.
Exemple 2 : (8 ;14) dans une lignée de Lymphome de Burkitt de type sporadique, les régions codantes (exons

Il et I} de c-myc restent intactes et fusionnent avec des génes des chaines lourdes d’immunoglobulines en
position dite « téte a téte », cela aprés une délétion du premier exon de c-mye.
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Cependant les conditions d’activation des cellules B, qui les exposent a la survenue
d’'une translocation c-myc/lg et les événements oncogéniques supplémentaires qui
induisent I'immortalisation des cellules B transloquées, sont vraisembiablement
rares et restent encore a déterminer. Par exemple l'identification de mutations des
génes p53 et ras dans des lignées tumorales de LB est cohérente avec le schéma
d’'une oncogénése en plusieurs étapes.

ll1-3-24- Leucémie a tricholeucocytes.
llI-3-24a- Clinique.

La leucémie a Tricholeucocytes a été décrite pour la premiére fois en 1958 par
Bouroncle sous le nom de « Leukemic reticulo-endotheliosis » et elle a ensuite été
rebaptisée du fait de l'aspect chevelu du cytoplasme des cellules anormales
présentent dans le sang.

Aucun facteur étiologique n’a été reconnu a la maladie, cependant la prédominance
des formes atteignant 'lhomme (prédominance du sexe masculin de 4 sur 1) et la
majorité des cas se situant entre 40 et 60 ans, la maladie ne se voyant pas chez
'enfant doit faire rechercher de principe une exposition a des toxiques
professionnels, en particulier le benzéne. Si on a pu metire en évidence un cas
d'association de leucémie a tricholeucocytes avec une infection a HTLV2 aucune
autre recherche d'association d'un rétrovirus a cette maladie n’a abouti .

Cependant cela reste une maladie rare représentant tout au plus 4% des leucémies.
Le plus souvent cette maladie chronique se développe insidieusement et si de plus
en plus souvent la découverte est fortuite sur une numération a titre systématique de
bilan, les symptémes conduisant le plus fréquemment au diagnostic sont I'asthénie,
les épisodes infectieux ou bien plus rarement une douleur de I'hypocondre gauche
conduisant a la découverte d'une splénomégalie présente des le diagnostic dans 70
a 90% des cas. Une hépatomégalie est alors palpable dans 20% des cas.

Par contre les adénopathies superficielles sont extrémement rares. Des
adénopathies profondes au niveau du hile spiénique sont fréquentes.

Les manifestations infectieuses accompagnant la maladie sont extrémement
fréquentes puisqu'accompagnant la neutropénie et la monocytopénie caractéristique
de la maladie.

Des lésions osseuses lytiques avec infiltration par les tricholeucocytes, rares mais
remarquables, peuvent se manifester par des douleurs osseuses. D’autres
manifestations particuliéres, auto-immunes comme des vascularites ou des lésions
cutanées ont été décrites ( associées a une augmentation de la VS et parfois a une
positivité des anticorps antinucléaires et du facteur rhumatoide) .

L’évolution de la leucémie a tricholeucocytes est tres variable et étant donné la rareté
de la maladie elle a surtout été appréciée sur des séries rétrospectives, en 1990 des
patients ayant été suivis plus de 60 mois étaient alors considérés comme des longs
survivants bien qu'un malade de I'hépital Saint Louis soit encore vivant 24 ans aprés
la date du diagnostic .

ll1-3-24b- Analyse cytohistologique.

Sur les échantillons de biopsie ostéomédullaire et dans la rate, I'aspect
cytologique des tricholeucocytes est caractéristique. Sur un frottis de sang il se
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présente comme une cellule de 12 a 200 microns, avec un noyau rond ou ovale,
réniforme dans certains cas. La chromatine est fine et on ne voit pas habituellement
de nucléoles. Le cytoplasme est étendu, son bord est difficile a suivre car irrégulie,
Iégérement basophile. [ Figure 31]

Longtemps la cytochimie avec I'étude de la phosphatase acide tartrate résistante
réalisée par Yam et coll eu un intérét diagnostic maintenant limité.

De facon tres caractéristique, le myélogramme ne montre le plus souvent qu'un
frottis pauvre ou I'on retrouve des tricholeucocytes et quelques éléments myéloides
normaux.

lli-3-24¢c- Immunophénotype.

Les progrés de I'immunologie ont permis de démontrer que ces cellules sont
des lymphocytes B. Les anticorps monoclonaux ont montré que ces cellules avaient
un profil antigénique particulier : IgS monotypiques, présence de plusieurs antigénes
B associés aux antigénes CD11c, CD25 et CD103. L'anticorps DBA.44/CD76 est
trés utile dans la détection de localisations médullaires [ Figure 32] résiduelles,
aprés traitement. Contrairement a la Leucémie lymphoide chronique ou une cellule
normale de méme phénotype a été identifiée, aucune cellule de pheénotype
comparable aux tricholeucocytes n’a jusqu'ici été mise en évidence.

Il1-3-24d- Génotype.

ll n'existe pas d’anomalies caractéristiques de ces lymphomes cependant la
aussi un réarrangement clonal des génes codant les chaines lourdes et légéres des
Ig peut etre retrouvé.

li1-3-25- Plasmocytome (PCT) -Myélome multiple.
HI-3-25a- Clinique.

Les plasmocytomes humains sont des lymphomes B a expression tumorale
principalement plasmocytaire et méduilaire, caractérisés par I'accumulation de
plasmocytes plus ou moins différenciés au sein de la moelle osseuse. lis sont
responsables de 1 a 2% de la mortalité par cancer au sein de la population blanche
caucasienne ou ils représentent 10 a 15% des lymphomes.

Les PCT sont 2 fois plus fréquents chez les noirs américains ou ils représentent un
tiers des lymphomes. Ceci s'expliquant a la fois par des facteurs génétiques mais
aussi, sociaux économiques. lls s'observent rarement avant 40 ans et leur incidence
augmente rapidement avec 'age avec une prédominance masculine constante. En
dépit de données récentes signalant une augmentation de lincidence elle semble
tout de méme rester stable dans les régions tres médicalisées depuis 1945,
L’épidémiologie des PCT humains reste obscure et leur cause inconnue malgré de
nombreux progrés accomplis ces derniéres années dans la connaissance de ces
tumeurs. '
L'exposition aux radiations ionisantes est le seul facteur de risque établi. Concernant
les activités professionnelles, I'écrasante majorité des facteurs de risque est liée a
I'agriculture et principalement a I'activité de fermage et I'utilisation de pesticides.
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Figure 31 . Leucémie a Tricholeucocytes, infiltration médullaire.
D’aprés G.Delsol, T. Al Saati Laboratoire d’anatomie et de cytologie pathologique CHU Purpan

Figure 32 . Tricholeucocytes résiduels sur une coupe de biopsie ostéomédullaire.
- D’aprés G.Delsol, T. Al Saati Laboratoire d’anatomie et de cytologie pathologique CHU Purpan

immunomarquage par CD76/DBA.44 sur coﬁpéé en 'pziraﬁiné avec révélation 4 la phosphatase alcaline x 80
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Bien que plusieurs cas familiaux de PCT aient été décrits, leur fréquence reste plus
faible que dans la maladie de Waldenstrém et la leucémie lymphoide chronique.
Aucune liaison significative, permettant de définir un risque relatif pour l'individu, n’a
été retrouve avec les groupes sanguins du systéme ABO.

Une meéta-analyse a démontré un risque accru de PCT pour les individus HLA-BS5.
Plus récemment une augmentation significative de HLA-CW2 a été observée dans
les PCT tant chez les blancs que chez les noirs américains. Si de nombreuses
etudes ont décrit des associations plus ou moins significatives entre PCT et divers
états ( infectieux, allergie, immunisation...) elles restent la plupart du temps
contradictoires et les seules affections humaines ou il semble exister un risque accru
de PCT sont la polyarthrite rhumatoide, la maladie de Gaucher, la leucémie
lymphoide chronique et probablement le SIDA.

Un PCT doit étre évoqué dans le cadre d'un patient présentant des douleurs
osseuses en rapport avec une simple ostéoporose et/ou une ostéolyse, une forte
augmentation de la VS, une anémie profonde, une insuffisance rénale avec
protéinurie, des infections pulmonaires et/ou urinaires a répétition en rapport avec un
deficit de la synthése d’anticorps.

A l'opposé, chez des sujets assymptomatiques, c’est la découverte souvent fortuite
(bilan de santé)d’'une forte augmentation de la VS (>100 mm a la premiére heure),
d'une IgG ou IgA monoclonale a I'électrophorése sérique ou d'une protéinurie a
chaine légére qui doit conduire le médecin a suspecter le diagnostic.

Il ressort également que la majorité des PCT sont diagnostiqués chez des individus
déja suivis pour une gammapathie monoclonale d’origine indéterminée (MGUS) qui
dans un quart des cas vont développer un syndrome immunoprolifératif.
L’épidémiologie analytique montre donc un lien étroit entre MGUS et PCT, la majorité
des PCT survenant sur une MGUS préexistante. L'histoire naturelle des PCT telle
qu'on la connait aujourd’hui peut donc se résumer en trois phases: Pré-MGUS,
MGUS, PCT.

Dans certains cas exceptionnels, il est possible de reconstituer la totalité de I'histoire
naturelle (préclinique) du clone malin, et ce lorsque la spécificité épitopique de I'lg
monoclonale est connue et que l'on peut remonter a la date de l'immunisation
initiale. Ces observations montrent que l'histoire du clone évolue sur plusieurs
dizaines années. |'étude exhaustive de la littérature montre, cependant, que les Ig
humaines ne reconnaissent que rarement des antigénes étrangers et que ce sont en
fait souvent des autoanticorps. Ces Ig monoclonales expriment fréquemment des
idiotypes partagés avec ceux d'autoanticorps observés dans les maladies auto-
immunes ou avec d'autres lymphomes. Ces données suggérent qu’une dysrégulation
du systéme immunitaire T contrélant normalement la production des autoanticorps
est a 'origine des émergences des MGUS, mais également que ces clones sont
certainement soumis a une régulation idiotypique, compte tenu du fait que les
idiotypes partagés par les |g monoclonales sont des idiotypes régulateurs.

Dans 99% des cas , les PCT humains se présentent sous forme disséminée dés le
diagnostic ; 80% des PCT humains produisent un IgG ou une IgA monoclonale
complete avec cependant fréquemment un excés de chaines légeres kappa ou
lambda. Dans 14% des cas, seules les chaines légeéres sont excrétées et dans ce
cas la chaine lourde est soit produite mais non assemblée soit non produite. Dans
5% des cas, le PCT a un type immunochimique inhabituel, gD, IgM, IgE, biclonal ou
surtout non excrétant, voire non producteur.

60




Généralités sur les Lymphomes non Hddgkiniens (LNH)
Thérapeutiques classiques et perspectives d’Immunothérapie

La malignité des PCT humains s'exprime principalement par une destruction
osseuse (hyper résorption ostéoclastique au contact de la tumeur) associée a une
hypercalcémie, une insuffisance médullaire s’exprimant principalement par une
anémie  normochrome, une hypogammaglobulinémie avec infections récurrentes
principalement bactériennes et aux stades avancés de la maladie I'aggravation du
deficit Ilymphocytaire T CD4 facilitant I'émergence d'infections virales et
opportunistes.

L’'lg monoclonale est impliquée, directement ou non, par ses propriétés
physicochimiques et/ou immunochimiques et sa structure parfois anormale, dans un
certain nombre de lésions rénales comme une néphropathie tubulo-interstitielle, ou
encore amylose, cryoglobulinémie, activité (auto)anticorps responsable de
neuropathie démyélinisante, manifestations hémorragiques, syndrome
d’hyperviscosité ou encore vascularite leucocytoclasique.

En définitif, le myélome multiple décrit par Kahler n'est que la principale forme
anatomoclinique des proliférations plasmocytaires malignes et il est nécessaire de
citer quelques types particuliers de PCT ayant un pronostic bien différent et souvent
beaucoup plus mauvais que la forme habituelle. En effet si le plasmocytome solitaire
osseux peut étre guéri, dans un petit pourcentage de tels malades les leucoses a
plasmocytes réalisent un tableau gravissime de leucose aigué de pronostic
redoutable, la plupart des patients décédant précocement.

Le pronostic des malades atteints de PCT reste médiocre, avec une médiane de
survie de 3 ans. Les cas de guérison sont exceptionnels, toujours discutables. Moins
de 4% des patients vivent plus de 10 ans.

ll1-3-25b- Analyse cytohistologique.

La cellule reconnue comme tumorale dans les plasmocytomes humains est le
plasmocyte. Ces cellules tumorales sont plus ou moins indifférenciées
(plasmoblastes, proplasmocytes, plasmocytes). Leur accumulation, principalement
dans la moelle osseuse, caractérise la pathologie. Les formes avec plasmoblastes
(formes anaplasiques) sont associées a un mauvais pronostic. Les formes localisées
(plasmocytomes solitaires) sont toujours faites de plasmocytes peu atypique. En
phase terminale de la maladie, existe une dissémination par voie sanguine de ces
cellules tumorales, principalement aux organes lymphoides secondaires mais aussi
aux viscéres.

L'etude cytologique montre un infiltrat moyen de la moelle osseuse de 30%. Le
principal critére cytologique de malignité étant I'asynchronie nucléocytoplasmique
entre un cytoplasme relativement mature et un noyau immature. Elle est bien
évaluable en microscopie électronique alors qu’en microscopie optique il n’existe pas
de consensus sur la définition d’'un plasmoblaste et d'un proplasmocyte par rapport a
un plasmocyte plus mature. '

La biopsie ostéomédullaire montre l'organisation spatiale de la plasmocytose
(nodulaire, interstitielle ou diffuse) qui a une valeur tant diagnostique que
pronostique.

Si la biopsie médullaire peut apporter dans des cas difficiles des arguments au
diagnostic de plasmocytose maligne (disposition des plasmocytes en amas autour
des vaisseaux ou au niveau de l'endoste, présence de fibrose, présence d'un
remodelage osseux anormal) le diagnostic de PCT reste formellement a retenir si il y
a présence d’'une Ig monocionale circulante et/ou protéinurie a chaine legére.
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En cas de difficultés persistantes certains examens plus spécialisés pourront
conforter un diagnostic différentiel notamment avec une MGUS.(étude du cycle
cellulaire, du phénotype, du génotype)

Il1-3-25¢- Phénotype.

Les cellules de PCT humains ont un phénotype de plasmoblastes. Une forte
expression de CD38, CD28 et a 'exception des molécules CD79a et CD10 ils ne
présentent pas d'autres antigénes B. On peut noter la présence irréguliére
d’'antigénes myélomonocytaires (CD13, CD33), mégacaryocytaires, érythroides et
I'expression variable de différents antigénes d’adhésion.

La nature réelle du précurseur myélomateux est inconnue. L’identification de
lymphocytes B sanguins et médullaires, voire de cellules pré-B portant les
déterminants idiotypiques caractéristiques de I'lg monoclonale, a pu suggérer que
ces cellules appartenaient au clone tumoral et que le précurseur tumoral pouvait étre
ce type cellulaire.

Les Ig monoclonales expriment fréquemment des idiotypes partagés qui ne peuvent
donc plus étre considérés comme des marqueurs tumoraux ni méme clonaux.
Beaucoup de ces lymphocytes B idiotypiques n'appartiennent manifestement pas au
clone tumoral, car polyclonaux et n'exprimant pas les mémes réarrangements de
génes d'lg que le PCT.

lls pourraient représenter des lymphocytes B activés dans le cadre du réseau
idiotypique.

Cependant il est intéressant de noter que des études récentes par PCR in vitro des
séquences d'ADN de la région CDR3 hypervariable des génes d’lg ont montré
I'existence de mutations ponctuelles a ce niveau. Ces mutations somatiques
apparues aprés la rencontre du clone avec I'antigéne, donnent au segment CDR3 la
valeur d'une véritable empreinte génétique clonale et tumorale. L'utilisation de cette
empreinte a permis de montrer que ces précurseurs tumoraux circulent par voie
sanguine chez les malades atteints de PCT, en I'absence de cellules plasmocytaires
reconnues comme telles. Cependant, le phénotype de  ces cellules , a savoir
lymphocytes B, plasmoblastes ou cellules immatures, n’est pas clairement défini.

Ce petit compartiment de cellules les plus immatures, hautement proliférant est
responsable de la progression de la tumeur.

Cette prolifération tumorale est sous la dépendance de facteurs produits par
Fenvironnement tumoral, stromal et hématopoiétique en réponse a la tumeur. Ainsi
cette prolifération maligne est sous la dépendance de plusieurs facteurs de
croissance et notamment l'interleukine 6 (IL6), cependant il n'est pas exclu qu'une
sous population tumorale sécrete sa propre IL6 de fagon autocrine. Outre la
prolifération tumorale, cette production excessive d’IL6 dans la moelle de PCT peut
expliquer I'ostéolyse.

L’IL6 n’est finalement pas la seule cytokine impliquée, mais elle est le produit final
d'une cascade de cytokines (IL1, tumor necrosis factor o : TNFa...)produites par
Fenvironnement en réponse a Vlactivation tumorale, par [lintermédiaires
d’eicosanoides... '
Actuellement I'lL6 liée au taux de CRP a une grande valeur pronostique dans les
PCT humains, mais déja in vitro des anticorps anti-IL6 ont démontré qu'ils pouvaient
totalement inhiber la prolifération d’une culture de cellules de PCT.
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IlI-3-25d- Génotype.

Il n'existe pas de réarrangement spécifique des PCT, cependant de trés
nombreuses anomalies cytogénétiques sont constatées.
Par opposition a la leucémie lymphoide chronique, tumeur diploide, les PCT sont
aneuploide dans 80% des cas;10% des PCT sont hypodiploides ;cet état
d’hypodiploidie s’associant a une résistance a la chimiothérapie et a un mauvais
pronostic.
Toutes les études cytogenétiques confirment I'existence de nombreuses anomalies
caryotypiques dans les PCT dés le diagnostic, incluant gain et/ou perte de
chromosomes et anomalies structurales. Les gains portent essentiellement sur les
chromosomes 3, 9 et 19 et les pertes sur le chromosome 13.
Parmi les anomalies structurales outre celles du 5 et du 7 qui pourraient étre induites
par la chimiothérapie, les plus fréquentes portent sur le chromosome 1 (sans point
de cassure privilégié), le 11 (en 11q1.3 surtout) et le 14 (en 14g3.2). Tandis que les
translocations (8 ;14) et (14 ;18) s’averent exceptionnelles dans les PCT ; 3 a 5%
des patients présentent des translocations (11:;14)(q1.3;93.2) propres aux
Lymphomes du manteau.
Les principales phases évolutives des PCT humains sont associées a des
evénement oncogéniques précis. Ces événements impliquent principalement les
genes myc et bcl-2, ras ainsi que celui de la protéine p53.
Les protéines myc et bcl-2 sont fréquemment hyperexprimées dans les PCT et il est
rare que ce phénomeéne puisse s'expliquer par des réarrangements de geénes, par
une amplification génique ou par la présence de mutations ponctuelles.
Cependant la présence de mutations ponctuelles sur certains alléles de 'oncogéne
RAS est bien établie dans les PCT humains. De telles mutations s'observent chez 10
a 25% des malades en phase chronique, 30 a 50% de ceux en phase accélérée et
dans 75% des cas en phase aigué. Seuls les alléles N et K ras sont mutés,
principalement sur les codons 61, 12 et 13. Au diagnostic, jusqu'a 27% des malades
atteints de PCT présentent de telles mutations et elles sont retrouvées chez 66% des
malades résistant d’emblée a la chimiothérapie.
Comme pour le géne ras, la présence de mutations ponctuelles sur le géne de la p53
est bien établi dans la PCT. Alors que moins de 1% des malades ont de telles
mutations en phase chronique, ces mutations s’'observent dans 10% des cas en
phase accélérée et surtout 25 a 43% des cas en phase aigué.
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ill-3-26-Lymphome folliculaire.

Le lymphome folliculaire présentant un phénotype B périphérique est classé
selon la formulation de travail a usage clinique dans les lymphomes indolents
( tableau V), avec :

- les lymphomes du manteau

- les lymphomes de la zone marginale

- les lymphomes diffus plasmocytaires et leur variante lymphoplasmocytaire

llI-3-26a- Clinique.

Les LNH indolents sont connus depuis plus de 70 ans et ils étaient
initialement décrits sous le terme de lymphomes gigantofolliculaires. La REAL
classification a récemment individualisé plusieurs entités qui n’avaient pas été
antérieurement décrites avec précision sans pour autant spécifier lesquelles
pouvaient étre considérées comme de faible grade. Ces types histologiques peuvent
cependant étre considérées comme ayant une évolution indolente chez la majorité
des malades.

Ces lymphomes folliculaires affectent avec une fréquence comparable les
hommes et les femmes. lls représentent 30 a 40% des lymphomes malins non
Hodgkiniens, I'dge médian de survenue se situe autour de 55 ans et les lymphomes
folliculaires du sujet jeune ont le méme pronostic que celui des sujets agés.

Les lymphomes folliculaires sont des proliférations malignes de cellules B des
centres germinatifs caractérisés par la persistance d’'une architecture folliculaire
(nodulaire) de la prolifération analogue a celle du ganglion normal. '
Cliniquement il s'agit le plus souvent d’affections disséminées multiples lors du
diagnostic caractérisées par une fréquence élevée d’atteintes méduilaires (60-70%
des cas), spliénique (50%), hépatique (50%). Les formes localisées ne représentant
pas plus de 10 a 15% des cas. '

Les lymphomes folliculaires ont une évolutivité clinique lente. Cependant dans 15 a
20% des cas, ils se transforment en un lymphome de plus forte malignité
histologique, soit par disparition de I'architecture folliculaire, soit en évoluant vers un
lymphome B diffus a grandes cellules.

Cliniqguement, la transformation histologique se caractérise par une altération de
I'état général, une fiévre, une poussée tumorale rapide et un pronostic mortel en
quelques mois. ,

Inversement des régressions spontanées de LNH folliculaires ont été décrites et
s'observeraient dans 20 a 30% des cas.

ll1-3-26b- Analyse cytohistologique.

L’architecture en général folliculaire de ces tumeurs [ Figure 33] leur a donné
leur nom, ce terme étant donc préférable a celui de nodulaire qui est parfois utilisé.
Cette architecture caractéristique est due a la présence de réseaux de cellules
folliculaires dendritiques comparables aux réseaux des follicules lymphoides
normaux. En cours d'évolution, des zones d’aspect diffus avec sclérose peuvent
apparaitre. .
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Tableau [V. Caractéristiques histologiques, immunologiques et moléculaires des
principaux lymphomes B indolents individualisés selon la REAL classification.

- axtranodal | MALT

- nodal : monocytaide

- gpignique {avec ou sans
lymphocytes villeux)

Lymphome B de la zone marginate :

de fa zone marginale {centrocyte-like),

da cellules B manocytoides, de petits
lymphocytes

- Dans lag organes extraganglionnaires,
envahissement da ('épithélium ;

Isions lymphodpithéliaies

- Prédominance de 'ateinte dans la zone
marginala des gangllons et de fa rate
{puipe blanche}

CD5', CD10', CD23', C0437*, CDY1e/

Type Caractéristiques histologiques Caractéristiques immunologiques Caractéristiques moléculalres

Leucémle lymphoide chronique B/ » Infittration ditfusa de petits lymphocyles sigM’ (faible) RigH'
lymphome diffus lymphocytaire - Collules plus grandas (prolymphocytes CD19*, CD20*, CO79a’, CD5*, CD23", Rg L’

ol parg-immuncblastes) réparties CD43*, CD1Y Trisomia 12

ou ragroupbes en « psaudofallicules » Anomalles 13g
Lymphome lymphoplasmocytoide/ - Prolifération diffuse de lymphocytes, clgM* RlgH*
Immunocytome lymphaplasmacytes at plasmocyles CD19*,CD20°, CD79a’, CDS', Rigl’

CDIY, CDAYS

Lymphoma centrofolliculaire « Prolitération da ceflulos centrofolliculaires | sigM', sigD’f, CD19*, CD20*, CD79a’, t(14; 18)

avec une architecture folliculalre CD10*/, CD23/, CD5, CD43, CD1 ¢, R-bel2

ou follicutaire et dilfuse het-2*

- Mélange de centrocytes (petits cu grands)

ot da centroblastes
Lymphome du manteau - Prolitération de caliules lymphoidas sigM’, sigD*, C19*, CD20*, CD79a’, t{11:14)

de taille patile & moyenne au noyau clivé CDs', CD107*, €023, CD43*, €Ot Rebeit

ou lrrdgulior

- Architecture diffuse ou nodulaire

avec envahissament du manteau

avec follicules réactionnels

- Prolifération hétdrogéne de celiules sigM’, StgD', clg*, CD19°, CD20°, CO79", | Trisomie 3

R-IgH (ou bel-1, bel-2...) @ réarrangement du géne correspondant.
slg : immunoglobulines de surface

clg : immunoglobulines cytoplasmiques
MALT : mucosa-associated lymphoid tissue.

Figure 33. Lymphome Folliculaire.
D’aprés G. Delsol, T. Al Saati Laboratoire d’anatomie et de cytologie pathologique CHU Purpan

examen histopathologique conventionnel montrant ’aspect folliculaire de la prolifération du a la présence d’un
réseau de cellules folliculaires dendritiques ; nécessitant une étude immunohistochimique pour étre mises en

évidence
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Les follicules lymphomateux sont constitués par une population prédominante de
centrocytes identifiables a leur noyau encoché et anguleux associés a quelques
centroblastes a noyau rond, nucléolé et a cytoplasme basophile.

Selon la proportion de centrocytes et de centroblastes, on distingue des lymphomes
folliculaires de grade | (prédominance des centrocytes) ou de grade Il (plus de 50%
de blastes) [ Figure 34].

Ces grades ont probablement un intérét pronostic mais il n’est pas aisé d'utiliser ces
criteres. Pour cela la formulation internationale de travail a usage clinique avait choisi
de distinguer des formes de lymphomes folliculaires a petites cellules, mixtes a
petites et a grandes cellules et a grandes cellules. Les deux premieres étant
considérées comme des formes de lymphomes de faible malignité. Mais ces critéres
de distinction entre ces trois types cytologiques sont quelque peu arbitraires et la
classification est tres variable d’un pathologiste a l'autre.

llI-3-26¢- Phénotype.

Ces tumeurs présentent un phénotype trés proche de celui des cellules B des
centres germinatifs normaux.
Elles expriment plusieurs antigénes B (CD19, CD20, CD22, Cd79a) et elles
expriment également I'antigéne CALLA (CD10) contrairement aux lymphomes des
cellules du manteau (elles sont par contre dépourvues de CD5 et CD43 d'ou un
diagnostic différentiel aisé).
Elles expriment une Ig avec une restriction disotype de la chaine légére
caracteéristique des proliférations B malignes.
Une autre particularité des lymphomes folliculaires est la présence de I'oncoprotéine
bcl-2 qui confére aux cellules lymphomateuses un avantage de survie en les
protégeant contre I'apoptose.
Plus de 85% des lymphomes folliculaires expriment bcl-2 alors quelle est absente
dans les follicules réactionnels (intérét dans le diagnostic différentiel entre lymphome
et hyperplasie folliculaire) [ Figure 35].

Il1-3-26d- Génotype.

Des 1979, il est apparu un lien étroit entre la translocation t(14 ;18)(g23 ;q21)
et I'architecture folliculaire d’'un LNH.
Cette translocation qui fusionne le pro-oncogéne bcl-2 présent sur le chromosome
18, au voisinage ou a l'interieur de la région de jonction du gene des chaines lourdes
d’immunoglobulines est la plus fréquente en pathologie heémolymphatique. Ceci
entraine une surexpression de la protéine bcl-2 ; dans de rares cas, cette derniére
peut s'observer sans étre associée a la t(14 ;18). Les points de cassure sur le
chromosome 1821 sont localisés en deux régions particulieres du géne et quelle
que soit la localisation du point de cassure, les régions codantes du génes bcl-2 c’est
a dire ses exons | et Il sont intégralement transloquées sur le chromosome 14 dans
les cellules t(14:;18), la proximité avec les génes des chaines Ilourdes
d’'immunoglobulines entraine alors une activation importante et permanente de bcl-2.
La translocation (14 ;18) est un phénoméne précoce au cours de la différenciation
cellulaire des cellules B, survenant comme une erreur au cours de la jonction entre
un gene de diversité (D) et un géne de jonction (J).
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Figure 34. Lymphome Folliculaire.
D’aprés G. Delsol, T. Al Saati Laboratoire d’anatomie et de cytologie pathologique CHU Purpan
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Examen au fort grossissement d’'un follicule lymphomateux comportant un mélange
de centrocytes (population prédominante) et de centroblastes associés a des cellules
folliculaires dendritiques.

Figure 35. Lymphome Folliculaire.
D’aprés G. Delsol, T. Al Saati Laboratoire d’anatomie et de cytologie pathologique CHU Purpan

1mmunomarquage sur coupe a congelatlon avec révélation 4 la phosphatase alcaline x 12,5

Immunoréactivité des cellules lymphomateuses avec I'anticorps anti-bcl 2.
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La survenue de cette translocation n'empéche pas la poursuite de la différenciation
cellulaire B avec un réarrangement des chaines lourdes sur un autre alléle. Pour des
raisons qui restent a déterminer, les cellules t(14;18) doivent poursuivre leur
différenciation avant de pouvoir exprimer leur capacité de prolifération maligne.

La translocation t(14 ;18) crée par ailleurs une zone jonctionnelle hypervariable par
sa taille et sa séquence, zone spécifique de chaque clone cellulaire et qui peut ainsi
étre utilisée comme marqueur de clonalité.

Aprés amplification par PCR, le séquencage de la zone jonctionnelle permet la
construction de sondes oligonucléotidiques spécifiques de chaque clone tumoral et
donc propre a chaque patient. Ces sondes clonospécifiques constituent donc une
sorte d'empreinte digitale moléculaire qui permet de suivre l'évolution du clone
tumoral, de détecter la maladie résiduelle aprés traitement et les rechutes. Il est
maintenant bien établi que des lymphocytes porteurs de la t(14 ;18) peuvent étre
détectés dans les ganglions, le sang et la moelle de sujets normaux . ces résultats
suggérent que d'autres événements sont nécessaires a la transformation maligne
des lymphocytes portant la t(14 ;18).

1l1-3-27- Lymphomes Iymphoplésmocytaires, immunocytomes.
I-3-27a- Clinique.

Ce sont des proliférations malignes d’évolution lente survenant chez des
" sujets agés. lls présentent des adénopathies, une infiltration medullaire et une
splénomégalie. Des localisations extraganglionnaires (tissu mou, peau, orbite) sont
possibles. Une IgM monoclonale sérique avec syndrome d’hyperviscosité est notée
dans la majorité des cas. _

Si ils sont indolents , ils ne sont pas pour autant curables avec les traitements
actuels et une transformation en lymphomes B diffus a grandes cellules peut
survenir. :

1il-3-27b- Analyse cytohistologique.

Ces tumeurs réalisent des proliférations diffuses faites de lymphocytes, soit de

morphologie banale, soit avec différenciation plasmocytaire. Des inclusions
intranucléaires PAS positives sont souvent présentes (corps de Dutcher).
Ces proliférations correspondent typiquement au tableau de la macroglobulinémie de
Waldenstrom. Ces Ilymphomes doivent étre distingués d’autres variétés de
lymphomes (lymphomes de la zone marginale, lymphome folliculaire) qui peuvent
également présenter une différenciation plasmocytaire. :

llI-3-27¢c- Phénotype.

Ces cellules expriment plusieurs antigénes B, CD19, CD20, CD22, CD79a
mais contrairement aux LLC sont dépourvues de I'antigéne CDS5.
Des IgM de surface et IgG cyoplasmiques monotypiques (k ou i) sans IgD sont
présentes.
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ll1-3-27d- Génotype.

En dehors d'un réarrangement clonale des génes des chaines lourdes et
légéres des lg, il n'existe pas d’anomalie caractéristique de ces lymphomes.

ll1-3-28- Lymphome des cellules du manteau.
lll-3-28a- Clinique.

C’est la REAL classification qui a pour la premiére fois individualisé cette
variété de lymphomes. Les lymphomes du Manteau représentent jusqu'a 5% de tous
les LNH.

Les lymphomes développés a partir des cellules du manteau sont dits modérément
agressifs mais reste encore incurables avec les traitements actuellement disponibles.
La médiane de survie est d’environ 36 mois. Néanmoins, tous les malades décédent
de leur maladie avec moins de 5% de survivants 10 ans aprées le diagnostic et c'est
probablement le type histologique dont la médiane de survie a 10 ans est la plus
péjorative.

Ces tumeurs s’observent surtout chez les sujets agés, avec une nette prédominance
chez les hommes.

Des localisations multiples sont habituellement présentes lors du diagnostic
(ganglions, rate, anneau de Waldeyer, sang, moelle) ; dans l'intestin elles réalisent
un tableau clinique particulier de polypose lymphomateuse.

Le pronostic de cette entité anatomoclinique est nettement plus sombre que celui
des autres lymphomes malins non hodgkiniens du tube digestif (LPTD) comme les
lymphomes de type MALT. Cependant jusqu’ a sa reclassification grace aux progrés
de la biologie moléculaire, on I'a longtemps assimilé a un lymphome de faible
malignité du fait d'une prolifération a petites cellules.

Hi-3-28b- Analyse cytohistologique.

La population tumorale de cette entité particuliére et rare est constituée de
cellules lymphoides de petites tailles a noyau clivé et regroupées en nodules [ Figure
36 ]. Leur chromatine est plus fine que celle des lymphocytes, au sein de laquelle on
distingue un nucléole de petite taille. Les cytoplasmes sont réduits et peu visibles.
Par définition ces proliféerations ne renferment pas de lymphocytes activés, a
cytoplasme basophile. Des histiocytes a cytoplasme abondant sont souvent
dispersés dans la prolifération, donnant un aspect en ciel étoilé. La plupart de ces
tumeurs sont d'architecture diffuse. Cependant, les tumeurs d’aspect vaguement
nodulaire avec follicules lymphoides résiduels ne sont pas rares. Dans certains cas,
les cellules lymphomateuses ont des noyaux assez reguliers et ressemblent a des
lymphocytes. A linverse, certaines tumeurs sont principalement constituées de
cellules d’aspect blastique dont un fort pourcentage est marqué par I'anticorps Ki-67
(cellules en cycle). |l s’agit de la variante lymphoblastoide de lymphome du
manteau.
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Il1-3-28¢- Phénotype.

Les cellules du manteau ont un phénotype particulier puisqu'elles expriment
en surface de I'lgM et/ou de I'lgD avec une restriction de chaine Iégére généralement
kappa.

Comme les lymphocytes B, elles sont CD19+, CD 20+, CD22+ avec pour
particularité d’étre CD35+ et CD10- et surtout CD5+ qui n’est habituellement
observé que sur les lymphocytes T circulants et sur une sous population B normale.
Une autre caractéristique des lymphomes du manteau est la présence de
volumineux réseaux de cellules folliculaires dendritiques mises en évidence par
plusieurs anticorps (CNA.42,CD21). La cycline D1 (ou protéine bcl-1) constitue
également un bon marqueur de ces lymphomes, impliquée dans le contréle du cycle
cellulaire et hyperexprimée dans ces proliférations malignes [ Figure 37].

I1I-3-28d- Génotype.

La translocation t(11;14)(q13 ;q32) est retrouvée dans environ 80% des
lymphomes de ce type. Cette translocation juxtapose le locus bcl-1 sur le
chromosome 11 avec le locus des chaines lourdes des Ig sur le chromosome 14.
Elle provoque une surexpression du géne PRAD1, qui code la cycline D1, qui
catalyse I'activité des kinases cyclines dépendantes Cdk4 etCdk6.

I11-3-29- Lymphome de la zone marginale de type MALT ou maltome.

Le concept de lymphomes de type MALT a été initialement proposé et
développé en 1983 par Isaacson et Wright. Des arguments morphologiques,
phénotypiques et moléculaires sont en faveur du développement de ces lymphomes
a partir de la zone marginale des follicules lympholdes associés aux muqueuses.
Décrit initialement dans le tractus gastro-intestinal (principalement ['estomac), le
concept de lymphome de type MALT a été ultérieurement étendu a d'autres
lymphomes extraganglionnaires : bronches, glandes salivaires, thyroide mais
egalement peau, sein, annexes oculaires...

Ces lymphomes sont souvent observés dans des organes normalement dépourvus
de tissu lymphoide, mais ce dernier apparait dans des conditions pathologiques
d'origine auto-immune (syndrome de Sjoégren ou thyroidite de Hashlmoto) ou
infectieuse (gastrite a Helicobacter pylori).

Des lymphomes développés a partir de la zone marginale, mais de localisation
primitivement ganglionnaire ont également été décrits (Lymphome B monocytoide).
Cependant ces tumeurs correspondent souvent a des extensions ganglionnaires de
lymphomes de type MALT.
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Figure 36 . Examen morphologique au MO aprés biopsie.
D’aprés G.Delsol, T. Al Saati Laboratoire d’anatomie et de cytologie pathologique CHU Purpan
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Lymphome du manteau : les cellules sont de petite taille, d’aspect encoché. On n’observe pas
de centroblaste mais un réseau dissoci€ et hyperplasique de cellules folliculaires dendritiques.

Figure 37 . Examen morphologique au MO aprés biopsie.
D’aprés G.Delsol, T. Al Saati Laboratoire d’anatomie et de cytologie pathologique CHU Purpan
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Lymphome des cellules du manteau : les cellules n’exprimant pas la protéine bcl-1
correspondent a des éléments lymphoides résiduels non néoplasiques.
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llI-3-29a- Clinique.

Les localisations digestives représentent 12,5% de I'ensemble des LNH et
sont les plus fréquentes des formes extraganglionnaires de type MALT (36%).
Dans les pays occidentaux, on rencontre surtout des localisations gastriques puis au
niveau du gréle et du colon-rectum.
Leur incidence semble augmenter surtout dans leurs localisations primitives au tube
digestif, cependant elles restent relativement rares par rapport aux autres tumeurs
malignes de méme siége. Les LNH primitifs du tube digestif sont importants a
connaitre compte tenu des possibles espoirs de guérison au stade initial de la
maladie. '
Quelle que soit la localisation du lymphome, on peut observer trois principaux modes
de présentation :

- une symptomatologie floue et peu évocatrice d’une Iésion organique ;

- un tableau d’emblée trés évocateur d’une atteinte de l'organe ;

- une complication chirurgicale révélatrice du lymphome, souvent précédee
d'une période de symptdmes non spécifiques (occlusion intestinale,
hémorragie.. .).

Que ce soit pour les MALT de faible ou de haut degré de malignité, I'analyse des
facteurs pronostics a été jusqu'a ces derniéres années rendue difficile car seules des
séries rétrospectives trés hétérogénes quant aux diagnostics histologiques et aux
traitements étaient rapportées.

Quelques rares études prospectives permettent de mieux évaluer ces facteurs.
L’'analyse multifactorielle des résultats obtenus dans la série prospective
multicentrique nationale du groupe d’étude des lymphomes digestifs, distinguant les
LPTD de faible et de haut degré de malignité, a mis en évidence comme facteur de
bon pronostic, I'age inférieur a 65 ans, le stade localisé, le siége gastrique et la
possibilité d’exérése chirurgicale, méme incompléte du lymphome. Comme pour les
LNH ganglionnaires, I'obtention d'une rémission compléte aprés traitement
conditionne la survie.

Il s’agit donc de lymphomes de l'adulte, avec une légére prédominance féminine
(F/H :1,5/1).

La majorité des patients se présentent avec une maladie localisée aux viscéres (de
stade ) ou avec une extension aux ganglions régionaux (stade ).

La dissémination intervient dans 30% des cas, souvent dans d'autres sites
extraganglionnaires, aprés un long interval libre. Les tumeurs localisées sont
curables par un traitement local (chirurgie avec ou sans traitement associé). La
transformation en un lymphome de haut grade est possible.

Le tube digestif contient a I'état normal du tissu lymphoide ;follicules lymphoides
parfois regroupés en plaque de Peyer et cellules isolées dans la partie profonde de
la muqueuse et dans la sous muqueuse de l'intestin gréle, du colon, du rectum et de
I'appendice.

Ce tissu lymphoide présente une organisation différente de celle rencontrée dans
les ganglions ou la rate. Il appartient au groupe des tissus lymphoides associés aux
mugqueuses ou MALT. Ces structures favorisent I'entrée élective des antigénes et
I'initiation de la réponse immunitaire. Le tube digestif est donc la cible préférentielle
des lymphomes extraganglionnaires. Les LNH extraganglionnaires vont donc se
développer a partir du MALT, qu'il soit normalement présent dans l'organe (intestin,

72




Généralités sur les Lymphomes non Hodgkiniens (LNH)
Thérapeutiques classiques et perspectives d’Immunothérapie

poumon) ou acquis au cours d'une inflammation chronique (estomac, thyroide,
glandes salivaires).

Ainsi la relative fréquence de lymphomes gastriques contraste avec l'absence de
tissu lymphoide organisé de type MALT.

Des liens entre H. pylori et lymphome gastrique ont été établis sur des arguments
d’ordre anatomopathologiques, épidémiologiques et thérapeutiques.

Les résultats de travaux de biologie moléculaire suggerent que la réponse
inflammatoire de linfection a H. pylori et ses conséquences a long terme sont
responsables d'une altération de 'ADN.

En réponse a H. pylori, les cellules B et T sont recrutées pour former le MALT
acquis dans l'estomac. Dans de rares cas, il existe dans l'infiltrat lymphoide des
cellules présentant des altérations géniques favorisant 'expansion d'un clone en
réponse aux cellules T activées par H. pylori.

L’acquisition d’autres altérations géniques telles les translocations t(1;14) ou
t(11;18) ont été retrouvées et certaines non encore caractérisées pourraient
expliquer que certains lymphomes de faible degré de malignité puissent disséminer
en périphérie. Enfin 'apparition de mutations ou délétions du géne p53 pourrait
correspondre a une transformation du lymphome en haute malignité. On reste
toutefois frappé par la disparité entre la forte prévalence de l'infection a H. pylori
dans certaines régions d’'Afrique et le trés faible taux de lymphomes gastriques.

Si la présence de la bactérie semble nécessaire au développement du lymphome,
elle n'est pas suffisante et d’autres facteurs environnementaux, génétiques ou ayant
trait a la variabilité des souches entrent probablement en jeu.

Il faut également noter que la maladie des chaines lourdes alpha (IPSID :
immunoproliferative small intestinal disease) représente une variante de lymphome
de MALT avec une différenciation plasmocytaire marquée et synthése de chaines
lourdes alpha, sans chaine légére. Les rémissions observées sous antibiothérapie
dans les stades débutant sont également en faveur du réle d’'un antigéne bactérien
dans le développement de ces lymphomes.

ll1-3-29b- Morphologie.

Trois faits morphologiques caractérisent ces lymphomes :
- Une prolifération lymphomateuse constituée de cellules d'allure centrocytique de
taille petite a moyenne, avec des noyaux irréguliers ressemblant aux centrocytes
mais avec un cytoplasme plus abondant et clair. Ces cellules sont comparables a
celles observées dans la zone marginale des follicules lymphoides.
- Des lésions lymphoépithéliales définies par le présence de nids de cellules
lymphomateuses dans I'épithélium, responsables d’'une destruction des structures
épithéliales.[ Figures 38 et 39]
- La présence de follicules lymphoides hyperplasiques, souvent colonisés par les
cellules lymphomateuses. Cependant, la population lymphomateuse retrouvée dans
~ ces tumeurs peut étre variable : prédominance de cellules de type lymphocytique,
cellules B monocytoides ou cellules plus volumineuses avec différenciation
plasmocytaire. Une augmentation des cellules de grande taille formant de larges
amas doit faire évoquer une transformation en lymphomes B diffus a grandes
cellules.
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Figure 38 . Examen morphologique au MO aprés biopsie.
D’apres G.Delsol, T. Al Saati Laboratoire d’anatomie et de cytologie pathologique CHU Purpan
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Aspect caractéristique d’un lymphome de type MALT gastrique. Les glandes sont pénétrées et
détruites par les cellules lymphomateuses (image lymphoépithéliale).

Figure 39 . Examen morphologique au MO aprés biopsie.
D’aprés G.Delsol, T. Al Saati Laboratoire d’anatomie et de cytologie pathologique CHU Purpan
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Immunomarquage réalisé avec un anticorps anti cytokératine afin de mettre en relief la
destruction et ’infiltration des glandes gastriques.
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l1-3-29¢- Phénotype.

Les cellules lymphomateuses expriment les antigénes B, a savoir CD19,
CD20, CD22 CD79a et des Ig de surface (IgM et plus rarement 1gG ou IgA). Des Ig
cytoplasmiques sont détectées dans environ 40% des cas. En revanche les
antigenes CD5, CD10, CD23 sont absents. L'expression des antigenes CD11c et
CD43 est plus variable. Ce phénotype permet de différencier ces tumeurs des autres
lymphomes B a petites cellules : LLC B et Lymphomes du manteau CD5+, lymphome
centrofolliculaire CD10+.

lli-3-29d- Génotype.

L’existence d'un réarrangement des genes codant les chaines lourdes des Ig
est présent et peut étre utile pour distinguer ces proliférations lymphomateuses de
certaines hyperplasies lymphoides atypiques.

Une trisomie 3 (60% des cas) ou une translocation t(11;18) ou t(1;14) a été
démontré dans quelques cas.

ll1-3-210- Lymphome splénique de la zone marginale avec ou sans lymphocytes
villeux. '

Cette variété de lymphome a été individualisée pour la premiére fois dans la
REAL classification.

1-3-210a- Clinique.

Ces proliferations touchent des patients au dela de 50 ans sans
prédominance de sexe.
La majorité des patients présentent une splénomégalie habituellement sans
adénopathie périphérique. Des lymphocytes villeux sont frequemment signalés dans
le sang et il s'y s’associe parfois une thrombocytopénie ou une anémie auto-
immune. L'évolution est lente et la splénectomie peut étre suivie d’'une rémission.

lli-3-210b- Morphologie.

Ces proliférations sont faites de lymphocytes a noyaux ronds qui entourent les
follicules lymphoides, effacent la zone du manteau et s’étendent a la pulpe rouge. On
observe souvent, en périphérie des follicules lymphoides des cellules qui
ressemblent aux cellules de la zone marginale avec ¢a et la des cellules de plus
grande taille a noyaux nucléolés. La pulpe rouge présente également des nappes de
lymphocytes de petites tailles qui infiltrent souvent les sinus veineux. Les ganglions
du hile splénique sont également infiltrés avec une prédominance de cellules de
petite taille associées a des cellules plus volumineuses. La biopsie ostéomédullaire
est le siege d’'une infiltration interstitielle et intravasculaire de diagnostic difficile sur
'examen histopathologique conventionnel.
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l1i-3-210c- Phénotype.

Le profil antigénique pour ces tumeurs est comparable a celui décrit pour les
lymphomes de type MALT.(IgM+, CD20+, CD79a+, CD5-, CD23-, CD43-)

lli-3-210d-Génotype.

En dehors d'un réarrangement clonal des génes codant les lg, aucune
anomalie spécifique de la prolifération n'a jusqu’ici été rapportée.

l1-3-211- Leucémie lymphoide chronique B/Leucémie prolymphocytaire

Dans les classifications antérieures, ces tumeurs sont parfois désignées sous
le terme de lymphomes lymphocytiques bien différenciés.

lll-3-211a- Clinique.

Elle a été individualisée par Ehrlich au sein des leucémies chroniques décrites
par Virchow dés 1845, cependant elle a longtemps été quelque peu négligée par les
hématologistes.

Sa survenue aprés la cinquantaine, son évolution lente, la grande variété des
aspects cliniques observés, la muititude des complications qui semblaient apparaitre
de fagon imprévisible, la difficulté d’adopter une attitude thérapeutique systématisée
justifient sans doute cette attitude. ‘

Les nouvelles techniques immunologiques et en particulier [utilisation des
marqueurs ont permis de mieux classer les multiples facette de cette maladie.
Plusieurs formes anatomocliniques avec chacune une médiane de survie particuliére
ont pu étre définies et ainsi enlever a I'évolution de cette affection tout le caractére
imprévisible qui lui était jusque la attaché.

La LLC est la plus fréquente des leucémies de l'adulte, mais cette fréquence est
variable puisqu’elle va de 2,5% au japon a 38% au Danemark.

Ces variations ethniques et raciales peuvent faire penser qu'il existe peut étre des
facteurs génétiques dans l'apparition de la LLC. Des anomalies chromosomiques
(trisomie 12 et 14qg+) et la consanguinité ont été évoquées pour expliquer de
nombreux cas familiaux de LLC rapportés ; de pius quelques associations avec des
antigénes HLA particuliers ont été identifiés.

De nombreux types de syndromes lymphoprolifératifs ont été fréquemment associés
a des infections chroniques, des maladies inflammatoires ,des désordres
immunologiques mais pour la LLC ce phénomeéne n'a pas été démontré. De méme, il
ne semble pas que le role de facteurs favorisants comme le benzene et les
radiations puisse étre reconnu.

Souvent, le patient découvre lui méme des adénopathies superficielles ou bien des
complications infectieuses peuvent ouvrir le tableau clinique, plus rarement des
complications hématologiques (anémie hémolytique auto-immune).
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Mais le plus souvent, c’est au cours d’un examen systématique qu’est notée pour la
premiere fois une hyperleucocytose sangume chez un sujet apparemment en bonne
santé (supérieure a 5000 lymphocytes /mm?).

L'état général est souvent parfaitement conservé au cours de cette maladie, les
signes cliniques se résumant aux adénopathies, a la splénomégalie et beaucoup
plus rarement a 'hépatomégalie (élément de mauvais pronostic).

Les adénopathies notamment superficielles ont été signalées dés les premiéres
descriptions de la maladie ou il était classique d'insister sur leur caractére bilatéral,
symétrique, indolent et leur mobilité sur les plans superficiel et profond. La survenue
de douleurs, 'apparition de signes de compression devant faire systématiquement
rechercher un lymphome secondaire (syndrome de Richter). La tomodensitométrie a
permis de mettre en évidence des adénopathies profondes constamment associées
aux superficielles.

Le diagnostic différentiel est le plus souvent aisé et I'utilisation des marqueurs de
membrane permet de lever les derniers doutes. Si de trés rares cas de rémission
spontanées ont eté rapportées et si une proportion significative de malades reste
stable pendant de nombreuses années la maladie tend a progresser et les
complications les plus fréquemment rencontrées sont les infections (causes les plus
fréquentes de morbidite), les cytopénies et surtout les transformations histologiques.
Une transformation en lymphome B diffus a grandes cellules (syndrome de Richter)
s’'observe dans 10% des cas et semble avoir une plus grande incidence chez les
patients présentant une protéine monoclonale ou de nombreuses anomalies
chromosomiques. La réponse de ces syndromes de Richter aux chimiothérapies est
faible et la médiane de survie ne dépasse pas quatre mois. Egalement le risque de
cancer est plus important chez les sujets atteints de LLC ou l'incidence est de 6 a
15% (cancer de la peau et autres types carcinomateux).

Ili-3-211b- Morphologie.

Ces proliferations sont principalement constituées de lymphocytes de

morphologie banale avec des noyaux ronds a chromatine dense [ Figure 40 1
Cependant il existe toujours des zones plus claires faites de cellules de plus grandes
taille : les prolymphocytes et para-immunoblastes.
Ces zones encore appelées centres prolifératifs, donnent a la prolifération un aspect
pseudofolliculaire. L’augmentation du nombre des cellules de grande taille doit faire
craindre une évolution plus agressive. Dans les leucémies prolymphocytaires B, les
noyaux présentent un nucléole en position centrale.

Il1-3-211¢- Phénotype.

Ces Ilymphocytes présentent plusieurs antigenes B; CD19, CD20, CD21,

HLA-DR, CD79a ce qui leur confére un phénotype de cellules B |mmatures
intermédiaires entre le stade pré-B et le lymphocyte mature.
L'expression de I'antigéne T CD5 (dont la présence avait été initialement démontrée
par un sérum hétérologue) est une des particularités de ces cellules qui sont
également positives pour CD23 et CD25 ce qui révele qu'il s’agit de cellules activées
ou préactivées.
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Figure 40 . Examen morphologique au MO aprés biopsie.
D’aprés G.Delsol, T. Al Saati Laboratoire d’anatomie et de cytologie pathologique CHU Purpan
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Leucémie lymphoide chronique: prolifération monotone principalement constituée de
lymphocytes de morphologie banale avec des noyaux ronds a chromatine dense.
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En pratique la détection de CD23 peut étre utile pour différencier ces proliférations
de certains lymphomes développés a partir de cellules du manteau.

I1i-3-211d- Génotype.

Les génes codant des chaines d’ Ig sont réarrangés et la nature clonale de la
prolifération est confirmée.
Les anomalies chromosomiques ont été méconnues dans la LLC jusqu'a ce qu'il soit
possible d'obtenir in vitro, la stimulation, la transformation blastique et Ia
multiplication des cellules B grace a des activateurs cellulaires polyclonaux comme le
virus EBV, le phorbol ester , le lipopolysaccharide et le « pokeweed mitogen ».
Ainsi des anomalies chromosomiques ont été retrouvées chez plus de 50% des
patients. La trisomie 12 reste 'anomalie la plus fréquente et 'aberration structurale la
plus commune affecte le bras long du chromosome 13 au niveau de la bande q14
(locus de I'anti-oncogéne du rétinoblastome).
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Ill-4-Lymphomes T et des cellules NK « natural killer ».

La notion de lymphome T est étroitement liée a l'introduction des anticorps
monoclonaux. lls ont permis une identification précise du profil antigénique de ces
tumeurs et montré que leur phénotype correspondait le plus souvent a l'un des
stades normaux de la différenciation des lymphocytes T.

Ainsi ont été créés les termes de lymphomes des précurseurs T et lymphomes T de
type périphérique. Les premiers exprimant des antigénes normalement retrouvés sur
les lymphocytes thymiques alors que les seconds possédent les antigénes des
lymphocytes T périphériques.

Les LNH T sont identifiés par des antigénes de différenciation Pan-T (CD2, CD3,
CD7), par des antigénes restreints a certains stades de maturation (CD1) ou de
différenciation fonctionnelle (CD4, CD8).

Souvent les cellules T néoplasiques n’expriment pas un ou plusieurs des antigénes
Pan-T précédents. ,

Comme dans les cellules lymphoides B il existe un réarrangement caractéristique
des génes d'immunoglobulines, dans les cellules lymphoides T il existe un méme
réarrangement caractéristique des génes du récepteur T pour 'antigéne.

On a montré que l'absence d'expression de un ou plusieurs antigenes Pan-T était
corrélée a la présence d'un réarrangement clonal du TcR et donc servait
indirectement, mais de maniére fiable, de marqueur de clonalité. Le phénotype
fonctionnel CD4 est beaucoup plus fréquent que le phénotype CD8.

lll-4-1- Lymphomes, leucémie lymphoblastique T.
ll1-41a- Clinique.

Ces tumeurs sont développées a partir des précurseurs T, elles sont a noyaux
convolutés ou non.
Elles correspondent aux Ilymphomes Iymphoblastiques reconnus dans les
classifications antérieures et que les auteurs anglo-saxons séparent des lymphomes
T dit périphériques (ils n'expriment pas CD3 qui n'apparait qu’a la phase terminale
de la maturation lymphocytaire T intrathymique).
Ces tumeurs surviennent surtout chez I'adulte jeune, de sexe masculin. Ce sont des
lymphomes de haut grade de malignité.
Elles représentent 40% des lymphomes de I'enfant et 15% des leucémies aigués
lymphoblastiques, sachant que de fagon arbitraire la frontiere entre lymphome avec
envahissement médullaire et leucémie est fixée a 25% de blastes dans la moelle.
Leur habituelle présentation est une masse médiastinale thymique, souvent
responsable d’'une compression (dyspnée, toux, syndrome cave supérieur) associée
a des signes généraux, avec ou non des adénopathies périphériques.
En I'absence de traitement I'évolution est fatale avec envahissement de la moelle,
leucémie aigué et localisation cérébroméningée.
Il est a noter que ce lymphome est également individualisé comme étant un
lymphome cutané T secondaire puisque de fagon rare il peut présenter des
manifestations cutanées sous forme de tumeurs uniques ou multiples localisées au
thorax et/ou au cuir chevelu.
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lli-4-1b- Morphologie.

Sur le plan histologique, ils réalisent une prolifération diffuse, n'atteignant
parfois que partiellement le ganglion, faite de cellules de taille moyenne, a la
chromatine fine, au cytoplasme peu abondant et basophile avec de trés nombreuses
mitoses.

Les attributs cytonucléaires de ces proliférations sont donc souvent comparables a
ceux des lymphomes lymphoblastiques B a savoir les mémes noyaux ronds a
chromatine fine, petits nucléoles et cytoplasme étroit. [ Figure 41]

lli-4-1c- Phénotype.

Le phénotype immunologique habituel est de type thymique : CD1+, CD2+,
CD3-, T10+. Les cellules tumorales contiennent toujours la « terminale
désoxynucléotidyl transferase » TdT.
Cependant selon leur niveau de maturité, elles peuvent exprimer un nombre restreint
de CD3 avec une absence combinée de CD4 et CD8.
L’expression du récepteur T est également variable :aff ou y3 ou absence totale de
TcR.
I semble que les immunophénotypes les plus immatures s'accompagnent
fréquemment de leucémies aigues et que I'expression des antigénes NK (CD16,
CD57) soit associé a des formes trés agressives.

lli-4-1d- Génotype.

Le taux de détection d’un réarrangement des genes du TcR est variable. ||
peut s’y associer un réarrangement des génes des chaines lourdes des Ig.
Les anomalies cytogénétiques sont variables mais un réarrangement SCL/TAL-1
s’observe dans environ 25% des cas.

lll-4-2- Lymphomes développés a partir de cellules T et des cellules NK.

Les proliférations développées a partir des lymphocytes T périphériques sont
d’'une extréme diversité.
Il peut s'agir de formes leucémiques, de formes avec localisations ganglionnaires
prédominantes aussi bien que de formes extraganglionaires sans oublier les
lymphomes cutanés T dont la spécificité clinique a amené a utiliser une classification
particuliere que l'avénement de limmunohistochimie associée a la biologie
moléculaire a permis d’améliorer considérablement.
Pour les lymphomes/ leucémies historiquement trois types histologiques avanent eté
individualisés ; les leucémies prolymphocytaires T (T-PLL), 'ATLL (adult T cell
Ieukemia/lymphoma) et les leucemies a grands lymphocytes granuleux, auquelles
ont associait le syndrome de Sezary.
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Figure 41 . Examen morphologique au MO aprés biopsie.
D’aprés G.Delsol, T. Al Saati Laboratoire d’anatomie et de cytologie pathologique CHU Purpan
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Figure gauche : Aspect cytologique d’un lymphome lymphoblastique T thymique. Les cellules
ont des noyaux irréguliers et des cytoplasmes réduites et basophiles.

Figure droite : Aspect histologique permettant de souligner les irrégularités et les variations de
taille des cellules.
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Il1-4-21- Leucémie lymphoide chronique/leucémie prolymphocytaire.

Dans les classifications antérieures ces tumeurs sont parfois désignées sous
le nom de lymphome lymphocytique bien différencié.

Hl-4-21a- Clinique.

[l faut d’ores et déja noter que les LLC T sont trés rares (sauf en Asie) mais
plus agressives que les LLC B.
Elles représentent 2 & 8% des processus lymphoprolifératifs chroniques. Ces formes
observées surtout au Japon sont d'ailleurs trés particulieres car elles sont souvent
plus proches des lymphomes non Hodgkiniens que des LLC. Ces variations
ethniques, raciales et géographiques peuvent de principe faire également penser
qu'il existe des facteurs de risque d’ordre génétique ou infectieux.

ll-4-21b- Morphologie.

Les noyaux sont souvent irréguliers, a chromatine épaisse et les cytoplasmes
plus clairs que ceux des LLC B. Il existe fréquemment une hyperplasie des veinules
postcapillaires et, contrairement aux LLC B, les follicules lymphoides peuvent étre
respectés.

ll1-4-21¢c- Phénotype.

La majorité des cas est développé a partir des lymphocytes CD4 (65%) et
coexprime les antigénes CD2, CD3, CD5 et CD7. Cependant, quelques proliférations
sont de phénotype CD8 ou coexpriment les antigénes CD4 et CD8 (20%).
i-4-21d- Génotype.

Un réarrangement des génes du TcR est retrouvé dans la majorité des cas. I

est fréquent de noter des anomalies du chromosome 4, Inv 14(q11 ;32) et parfois
une trisomie 8q.
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lll-4-22- Lymphome/ Leucémie a grands Lymphocytes granuleux (LGL).

Ces lymphomes sont parfois désignés sous le nom de syndrome
lymphoprolifératif a Ty ou lymphocytose a lymphocytes CD8.
ll-4-22a- Clinique.

Les patients se présentent avec une lymphocytose modérée, associée a une
anémie et une neutropénie. Dans les cas a phénotypes T il existe une splénomégalie
modeérée. :
lll-4-22b- Morphologie.

Il s’agit de lymphocytes a noyaux ronds ou ovales et a cytoplasmes abondants
et pales contenant des granulations azurophiles bien visibles.
ll1-4-22¢c- Phénotype.

Deux phénotypes sont possibles :

M 3 cellules T ; CD2+, CD3+, CD5-, CD7-, CD4-, CD8+, CD16+, CD56-, CD57+/-
et TcRap+
B 3 cellules NK ;Cd2+, CD3-, CD5-, CD7-, CD4-, CD8-/+, CD16+, CD56+/-,

CD57+/- et TcRap-.

11l-4-22d- Génotype.

Un réarrangement clonal des génes du TcR est retrouvé dans les cas avec
phénotype T alors qu’il est absent dans les cas avec phénotype NK.
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l1-4-23- Lymphomes/ Leucémies de I'adulte associées au virus HTLV 1.
Human T-cell leukemia/lymphoma virus

lli-4-23a- Clinique.

Linfection a HTLV-1, rétrovirus de la sous-famille des oncovirus est
actuellement lié a la leucémie a cellules T de I'adulte mais également a un syndrome
neurologique décrit en 1985 aux Caraibes, la paraparésie spastique tropicale.

Cette infection sévit donc a l'état endémique dans les régions méridionales du
Japon, dans les Caraibes, en Papouasie Nouvelle Guinée ainsi que dans le sud est
des Etats Unis. Les patients présentent toujours des anticorps anti-HTLV-1.

Le virus se transmet par lintermédiaire de cellules vivantes infectées lors de
transfusion, contact sexuel ou par transmission verticale....

Cliniquement, l'infection évolue en plusieurs phases :

W porteur asymptomatique

m forme indolente associant une dermatose chronique a la présence d’un trés

faible pourcentage de cellules lymphoides atypiques

® forme chronique caractérisée par un nombre plus élevé de cellules

lymphoides atypiques circulantes

W forme aigué comportant un syndrome tumoral ganglionnaire,

hépatosplénique, des localisations osseuses (lésion osseuse lytique) et
cutanées, une hyperleucocytose et souvent une hypercalcémie et dont
I'évolution est fatale en quelques mois.
Cependant le passage d'un stade a un autre est loin d'étre constant et s'effectue
selon un rythme trés variable.
Le virus HTLV-1 est donc un rétrovirus C a ARN comportant une région gag codant
pour les protéines centrales(« core ») du virus, une région pol codant pour une
transcriptase reverse, une région env codant pour les protéines d’enveloppe ainsi
que d'autres séquences indispensables a I'intégration de 'ADN viral dans le génome
de la cellule héte et sa réplication.
Ce virus pénétre dans les cellules T quiescentes grace a des récepteurs spécifiques.
Ces cellules sont alors activées, ce qui se caractérise par I'expression du récepteur
CD 25 de I'li2. Selon certaines hypotheses, les cellules tumorales produiraient, au
moins au stade initial de l'infection, de I'lL2 qui exercerait un effet autocrine sur la
prolifération lymphoide. En revanche les mécanismes conduisant dans un nombre
trés limité de cas a une évolution de I'infection jusqu'a la prolifération maligne clonale
. sont trés mal connus.

I-4-23b- Morphologie.
Ces lymphomes sont d'un trés grand polymorphisme avec un mélange de
cellules de petite et de grande taille. Les noyaux sont de taille et de forme variables

souvent polylobés et foliés (flower cell). Il est fréequent d'observer des cellules
Sternbergoides.

85




Généralités sur les Lymphomes non Hodgkiniens (LNH)
Thérapeutiques classiques et perspectives d’Immunothérapie

Il1-4-23c- Phénotype.

La majorité des cas est développé a partir des lymphocytes CD4 et coexprime
les antigenes CD2, CD3, CDS5 et le récepteur pour I'lL2 (CD25).

lli-4-23d- Génotype.

Un réarrangement des génes du TcR est retrouvé dans ces tumeurs qui
renferment toujours le génome de HTLV-1.

ll-4-24- Mycosis Fungo‘fde et syndrome de Sézary.

lis ont longtemps été rapportés avec les leucemies, bien que ce soient des
lymphomes malin épidermotropes car ils pouvaient s’accompagner de cellules
anormales dans le sang, surtout dans la forme dite de Syndrome de Sézary.

lll-4-24a- Clinique.

Le mycosis fungoide représente 2,2% de I'ensemble des lymphomes mais son
incidence s’accroit avec I'age. ‘
Le syndrome de Sézary, le Mycosis fungoide sont avec les lymphomes pagétoides,
les trois lymphomes cutanés épidermotropes (LCTE).
Ce sont la résultante de la prolifération de lymphocytes activés et matures le plus
souvent de phénotype CD4, se développant a la fois dans le derme et 'épiderme ou
ils forment des théques.
Le diagnostic de ces lymphomes épidermotropes reposait essentiellement sur
lexamen clinique et histopathologique de la peau; de fagon plus récente
limmunohistochimie et la biologie moléculaire aident au diagnostic. Elles ont
cependant fait évoluer ces notions de lymphome épidermotrope et la classification de
REAL les réunit maintenant dans la méme entité et la réticulose pagétoide est
méme consiérée comme une forme particuliére de mycosis fungoide.

W [ésions cutanées du Mycosis fungoide.

Dans sa forme classique la maladie évolue en trois stades, précédés le plus
souvent par un prurit généralisé.
Le premier stade est celui de I'érythéme prémycosique ou le patient présente des
Iésions évocatrices d’'un parapsoriasis en grandes plaques, stade pour lequel un
diagnostic différentiel avec des lésions d’eczéma n’est pas évident, d’autant plus que
ces lésions peuvent régresser spontanément et/ou ce stade clinique peut persister
sans signe d’évolutivité pendant des années.
Au deuxiéme stade, les plaques s'infilirent de maniére parfois diffuse mais le plus
souvent en bordure ou se forme un bourrelet rouge foncé donnant un aspect
serpigineux & la lésion. [ Figure 42]
Cette infiltration est associée & une accélération de I'évolution du LCTE, avec dans
un délai variable mais souvent inférieur a trois ans le développement de tumeurs.
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Le troisiéme stade est donc l'apparition de nodules tumoraux sous les plaques
infiltrées, mais également en peau saine. Le prurit diffus est toujours intense a ce
stade.[ Figure 43]

W | ésions cutanées du Syndrome de Sézary.

Il associe une erythrodermie séche ou oedémateuse, infiltrée a la palpation
avec un prurit intense [ Figure 44], des adénopathies diffuses assez volumineuses
et la présence de lymphocytes activés dystrophiques dans le sang périphérique
portant le nom de cellules de Sézary.

L'évolution des LCTE est variable, mais une généralisation polyviscérale est
possible, avec un risque de transformation en un lymphome a grandes cellules.

Une association avec une maladie de Hodgkin ou une papulose lymphomatoide a
eté rapportée.

Dans le mycosis fungoide la durée de survie moyenne est de 10 ans et trés peu de
patients meurent actuellement des formes cutanées localisées.

L’évolution est en revanche plus rapide dans le syndrome de Sézary avec une
moyenne de survie inférieure a trois ans.

Ill-4-24b- Morphologie.

Dans les cas typiques, linfiltrat a une topographie caractéristique dans la
peau, siégeant dans le derme superficiel.
Les lymphocytes infiltrent I'épiderme, réalisant I'épidermotropisme caractéristique.
Les cellules peuvent étre isolées ou former un amas donnant le classique abcés de
Pautrier. [ Figure 45]
La prolifération est faite de cellules de petites tailles dont le noyau est cérébriforme.
Des cellules comparables sont retrouvées dans le sang, cellules de Sézary
circulantes.

l11-4-24c- Phénotype.

Le mycosis fungoide et le syndrome de Sézary ont le plus souvent un

phénotype comparable ; CD2+, CD3+, CD5+ et les cellules sont en général de
phénotype CD4+/CD8-.
Exprimant donc la majorité des antigénes présents sur un lymphocyte T mature un
diagnostic différentiel avec des infiltrats réactionnels pourrait s’avérer difficile, mais il
a été montré que linfiltrat lymphocytaire des LCTE exprime [antigéne
myélomonocytaire CD13.

I1-4-24d- Génotype.

Il existe en géneral un réarrangement des génes codant le TcRa. Une
implication du virus HTLV-1 a été invoquée dans quelques cas.
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Figure 42 . Mycosis Fungoide au stade de plaques infiltrées.

Figure 43 . Mycosis Fungoide au stade de tumeur.

Figure 44 . Maladie de Sézary.

Figure 45. Infiltration Lymphomateuse sous épidermique et abcés de Pautrier.
D’aprés G.Delsol, T. Al Saati Laboratoire d’anatomie et de cytologie pathologique CHU Purpan
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W Pathogénie.
Actuellement les LCTE sont considérés comme la résultante d’une stimulation

antigénique chronique in situ au niveau de la peau, aboutissant a l'isolement de
clones cellulaires malins .

Le développement cellulaire serait favorisé par des facteurs immunomodulateurs in
situ, comme des interactions entre les cellules tumorales et les kératinocytes ou
encore avec les cellules réactionnelles.

Ces interactions étant médiées par la production de cytokines (augmentation de la
production d' IL1 par les kératinocytes dans les LCTE) favorisant I'épidermotropisme
et entretenant I'activation cellulaire ainsi qu’une réaction inflammatoire locale.

On a également rapporté comme facteur antigenique pouvant favoriser le
développement des LCTE des agents chimiques rencontrés notamment dans
I'environnement du travail ou des prises médicamenteuses (aucun travail concluant
n’ayant été publié a ce jour).

Une similitude clinique entre les LCTE et le lymphome leucémique a fait émettre
I'hnypothése d’'un role de HTLV-1 ou un virus apparenté dans l'oncogénése des
LCTE.

De fagon trés récente et d’'une maniére similaire a la maladie de Hodgkin, le role des
virus du groupe Herpes a également été soulevé. Si de 'ADN d’'EBV a éteé isolé dans
des lésions cutanées de LCTE, si HTLV-5 a été isolé dans un cas de mycosis
fungoide, si Hall et Coll ont démontré l'intégration dans 'ADN de lymphocytes de
patients atteints de mycosis fongoide d'une partie du provirus HTLV-1, leur réle
possible reste a définir.

ill-4-25- Lymphomes T périphériques CD30-.
Lymphome de la zone T ou lymphomes T sans spécification

lls s'integrent mal dans les différentes classifications. La formulation
internationale de travail les identifie mal, la classification de KIEL a choisit de les
mettre a part, mais il s’agit d’une distinction que les cliniciens discute puisqu’elle leur
semble rassembler sans aucune corrélation clinique des entités de haut et de faible
grade de maligniteé.
C'est en effet en se basant sur la morphologie des cellules néoplasiques que la
classification de KIEL a individualisé sous le terme de Lymphomes T périphériques
sans spécificité des entités peut étre différentes.

lli-4-25a- Clinique.

La encore ils sont observés avec une plus grande fréquence en Asie qu’en
Europe et aux Etats Unis ol ils représentent moins de 20% des LNH. lls surviennent
chez I'adulte 4gé, on peut retrouver des formes HTLV1+.

C’est un lymphome pouvant avoir une expression cutanée avec des lésions sous
forme de nodules rouges ou violacés, fermes, voire durs a la palpation.
Contrairement aux LCTE, ils ne sont alors jamais accompagnés de prurit.

Si leur pronostic est trés variable la présence d'un pourcentage de cellules en cycle
supérieur a 60% serait péjoratif. En particulier, les rechutes sont plus fréquentes que
dans les Lymphomes B de méme grade histologique.
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ili-4-25b- Morphologie.

Ces tumeurs sont typiquement constituées par un mélange de cellules avec
tous les intermédiaires entre cellules de grande et de petite taille a noyaux
irréguliers. Selon la population prédominante , on distingue des lymphomes T a
cellules de taille moyenne, mixtes et a grandes cellules [ Figure 46].

Une composante non néoplasique faite de macrophages, d’'éosinophiles et dans
quelques cas de cellules épithélioides, caractéristiques du lymphome épithélioide T
de Lennert peut étre observée.

Dans certains cas, la prolifération laisse persister des follicules lymphoides et se
développe principalement dans les zones paracorticales, d'ou les qualificatifs de
lymphomes des zones T (classification de Kiel).

Des cellules atypiques ressemblant aux cellules de Reed-Sternberg peuvent aussi
s'observer et étre responsables de difficultés diagnostiques avec une maladie de
Hodgkin.

Il1-4-25¢- Phénotype.

Ces tumeurs expriment donc plusieurs antigénes T ; CD2, CD3, CD5, CD7
mais il n'est pas rare que un ou plusieurs antigénes T soient absents (trou
phénotypique ).[ Figure 47]

Le phénotype CD4 est plus fréquent que le CD8 ; quelques cas étant CD4-/CD8- ou
a l'inverse double positif.

lil-4-25d- Génotype.

Un réarrangement clonale des génes du TcR est généralement retrouvé mais
il est inconstant.

ll-4-26- Lymphomes T périphériques CD30+/Lymphomes anaplasiques a
grandes cellules.
Lymphome anaplasique a grandes cellules Ki 1

Ces LNH ont en commun I'expression par les cellules tumorales de I'antigéne
CD30, reconnu par I'anticorps monoclonal Ki 1 initialement produit a partir de la
cellule de Reed-Sternberg.

Le concept des « histiocytoses malignes », essentiellement basé sur des données
morphologiques, n'a pas résistt au développement des techniques
immunohistochimiques et de biologie moléculaire. Ces derniéres années, il est
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Figure 46 . Aspect histologique d’'un Lymphome T périphérique sans spécification.
D’aprés G.Delsol, T. Al Saati Laboratoire d’anatomie et de cytologie pathologique CHU Purpan
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On note le pléomorphisme de taille et de forme des cellules lymphomateuses associant des
cellules lymphoides réactionnelles et des polynucléaires éosinophiles.

Figure 47 . Aspect histologique d'un Lymphome T périphérique sans spécification.
D’aprés G.Delsol, T. Al Saati Laboratoire d’anatomie et de cytologie pathologique CHU Purpan
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Immunomarquage avec I’anticorps anti CD 3.
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apparu que la plupart des tumeurs considérées comme des histiocytoses malignes
ne correspondaient pas a des proliférations histiocytaires mais a des tumeurs
lymphoides de morphologie particuliére : les lymphomes anaplasiques a grandes
cellules.

L'individualisation de ces lymphomes également appelés Ki 1+ est le fruit des
progrés réalisés grace au développement des techniques immunohistochimiques et
aux anticorps monoclonaux. Leur phénotype se caractérise par la présence de
plusieurs antigénes dits d’activation et I'absence habituelle de marqueur histiocytaire.
Les auteurs de la REAL classification considéerent que seuls les Ilymphomes
anaplasiques a grandes cellules de phénotype T ou nul correspondent a une entité.

lli-4-26a- Clinique.

Ces lymphomes anaplasiques sont des tumeurs assez rares (5 a 8% des
lymphomes), ils surviennent a tout dge mais prédominent chez I'enfant et I'adulte
jeune, ce sont des tumeurs agressives mais curables et cela d autant plus qu’'elles se
développent chez le jeune enfant.
lls n'ont pas de présentation clinique particuliere, la majonte des patients présente
des lésions ganglionnaires localisées ou généralisées souvent associées a des
signes géneraux.

L’atteinte médiastinale semble plus rare que dans les autres lymphomes malins, en
revanche des localisations cutanées sont souvent signalées.

En effet les lymphomes cutanés T CD30+ isolés sans autre manifestation viscérale
représentent un groupe particulier de lymphomes cutanés trés récemment
individualisé.

Sur un plan clinique, ils se présentent sous la forme de nodules fermes brun
violacés, ulcérés dans la majorité des cas, isolés ou regroupés siégeant souvent sur
un membre et pouvant avoir des épisodes de regression spontané avant de persister
voire de s’étendre. Ces lymphomes cutanés CD30+ ont un meilleur pronostic que les
lymphomes cutanés T CD30- avec une médiane de survie supérieure a 80% a 4 ans.
On distingue actuellement dans les lymphomes cutanés T CD30+, trois types de
Iésion :

mLa papulose lymphomatoide

M |es lymphomes anaplasiques cutanés primitifs

M des lesions frontiéres difficiles a classer.

Les relations de ces tumeurs avec les lymphomes anaplasiques de localisation
ganglionnaire sont encore trés discutees.

Les similitudes retrouvées sur la plan histologique et immunohistochimique entre le
lymphome cutané T CD30+ isolé, la papulose lymphomatoide et la maladie de
Hodgkin faisant méme suggérer que ces trois affections constituent différents
aspects d’'un méme groupe de lymphomes ayant comme point de départ le
lymphocyte T.
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111-4-26b- Morphologie.

Selon laspect de la prolifération, plusieurs formes peuvent étre
distinguées.Dans la forme la plus courante (type commun), la tumeur est faite de
cellules de grande taille avec des noyaux trés pléomorphes, souvent en « fer a
cheval » et excentrés ; des cellules multinucléées, avec des noyaux disposés en
~ couronne, sont assez caractéristigues de ces tumeurs.

Quelques éléments ressemblant & des cellules de Reed-Sternberg sont aussi
présents. [ Figure 48] ,

L’autre particularité de ces tumeurs est d'infiltrer les sinus lymphatiques, simulant
une prolifération métastasique.

Un deuxiéme type de |ésions a été décrit sous le nom de forme lymphohistiocytique.
Les cellules tumorales sont comparables a celles qui viennent d’étre décrites mais
elles sont minoritaires par rapport a la population histiocytaire de nature
réactionnelle.

Deux autres formes sont reconnues, l'une dite « variante a petites cellules », l'autre
au contraire riche en cellules tumorales de trés grande taille (forme a cellules
géantes).

Les lymphomes anaplasiques peuvent simuler une maladie de Hodgkin (forme
hodgkinoide). Cette derniére forme est tres difficile a différencier d’'une vraie maladie
de Hodgkin mais la tendance actuelle est de considérer qu'il s’agirait d’authentiques
maladies de Hodgkin riches en cellules tumorales.

llI-4-26c- Phénotype.

- Le diagnostic de lymphome anaplasique ne peut étre fait en | ‘absence d'une
etude immunohistochimique.
Par définition les cellules tumorales expriment le marqueur CD30. Il s’agit de
lantigéne Ki-1, antigéne d’activation (absent sur les lymphocytes non stimulés) qui
est également exprimé par les cellules de Reed-Sternberg.
L'expression de cet antigéne n'est pas suffisante pour porter le diagnostic de
lymphome anaplasique a grandes cellules. L.a détection de 'EMA, qui est noté dans
la majorité des cas, est aussi utile au diagnostic.
En dehors de la coexpression des antigeénes CD30 et EMA, ces tumeurs possédent
le récepteur pour I'lL2 (CD25+) et 'antigene d’activation CD70.
Environ 50% de ces tumeurs réagissent avec l'anticorps BNH.9 qui reconnait les
antigénes de groupe sanguin H et Y. Il faut noter que I'antigéne leucocytaire commun
(LCA :CD45) n'est que tres faiblement exprimé par les lymphomes anaplasiques
mais également la détection de Ila protéine hybride NPM/ALK
(nucléophosmine/anaplasic lymphoma kinase) [ Figure 49].
Elles expriment egalement plusieurs antigénes T : CD3, CD43, CD45, CD4 ou CD8.
L’indice de prolifération défini par I'anticorps monoclonal Ki67 est en général éleveé.
Enfin ia chaine § du TcR a été détectée au niveau des cellules tumorales.
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Figure 48 . Aspect cytologique.
D’apres G.Delsol, T. Al Saati Laboratoire d’anatomie et de cytologie pathologique CHU Purpan
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Cellules de grande taille, noyau réniforme excentré avec quelques éléments binucléés
rappelant les cellules de Reed-Sternberg.

Figure 49 . Examen morphologique au MO aprés biopsie.
D’aprés G.Delsol, T. Al Saati Laboratoire d’anatomie et de cytologie pathologique CHU Purpan
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immunodétection de la translocation t (2 ; 5) par mise en évidence de la protéine NPM/ALK.
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lli-4-26d- Génotype.

Un rearrangement des génes codant le TcR est détecté dans environ 50 a
60% des cas. L’analyse cytogénétique met en évidence dans les cas typiques une
translocation (2 ;5) impliquant le géne NPM, sur le chromosome 5 et un nouveau
gene (ALK) sur le chromosome 2, codant pour un nouveau récepteur tyrosine kinase.
Le géne hybride NPM/ALK est transcrit en ARNm hybride, lui méme traduit en
protéine hybride. Actuellement il est possible de détecter la protéine hybride
associée a la t(2 ;5) par immunohistochimie a I'aide de I'anticorps ALK1. Récemment
un nouveau type de lymphomes malins simulant un lymphome anaplasique a été
décrit. Dans ces tumeurs, les cellules tumorales expriment la totalité du récepteur
ALK et non sa forme tronquée.

11-4-27- Lymphome T intestinal.

Ce type de prolifération a également été individualisée dans la REAL
classification, dans le passé ces Iésions avaient été désignées sous le terme
d’histiocytose- mallgne de lintestin.

ll1-4-27a- Clinique.

Les lymphomes T intestinaux sont donc des maladies relativement rares,
connues depuis peu.
La plupart des données disponibles de la littérature le sont sous forme de cas
cliniques isolés et les renseignements sur le mode de presentation clinique, les
traitements recus et la survie sont disparates.
Le pronostic semble cependant plus sombre que pour les lymphomes B intestinaux.
Les malades sont souvent des adultes présentant des douleurs abdominales
associées a une perforation et le risque semble augmenter dans les cas de maladie
coeliaque surtout lors d’'une non adhésion au réegime sans gluten.

I1i-4-27b- Morphologie.

Ces proliférations se présentent sous forme d’'ulcérations multiples du jéjunum
avec parfois perforation.
Elles sont constituées par des cellules lymphomateuses de tallle variable, parfois de
type anaplasique et fréquemment associées a de nombreux lymphocytes
intraépithéliaux dans la muqueuse de voisinage qui peut &tre ou non atrophique.
Il s’agit d'un lymphome de haut grade de malignité, le plus souvent polymorphe a
grandes cellules, parfois & moyennes cellules.
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li-4-27c- Phénotype.

Le profil antigénique de ces tumeurs est souvent comparable a celui des
lymphocytes intraépithéliaux : CD3, CD7, CD8+/-, CD4-. Par ailleurs ces cellules
expriment un antigéne particulier (CD103 ou HML-1 human mucosal lymphocytes)
propre aux lymphocytes des muqueuses.

I-4-27d- Génotype.

Réarrangement des génes de la chaine § du TcR.

lil4-28- Lymphome T de type lymphadénopathie angio-immunoblastique. (LAl)

Les lymphomes T de type lymphadénopathie angio-immunoblastique ont été
initialement considérés comme une réaction immunitaire anormale.

lli-4-28a- Clinique.

Il s’agit d'une affection relativement rare.
La LAl a été décrite par Frizzera comme comportant une polyadénopathie, une
hépato-splénomégalie, une altération fébrile de [Iétat général, une
hypergammagiobuilinémie polyclonale et une anémie hémolytique a test de Coombs
positif.
La nosologie de cette maladie est longtemps restée inconnue et on la souvent
considérée comme un état pré-lymphomateux et plus particulierement comme un
désordre immunitaire B non tumoral.
Cette affection est modérément agressive, cependant une fraction importante de LAl
évolue secondairement vers un lymphome de haut degré de malignité au pronostic
trés péjoratif.

li-4-28b- Morphologie.

Il s'agit de lymphomes T périphériques dans lesquels la composante
néoplasique est mélangée, méme parfois masquée par des modifications complexes
comportant une prolifération vasculaire, des cellules épithélioides, des plasmocytes,
des éosinophiles et des follicules lymphoides déshabités (burn out), uniquement
constitués de réseaux hyperplasiques de cellules folliculaires dendritiques. Les
cellules néoplasiques sont de morphologie variable incluant des cellules claires avec
des noyaux irréguliers et des cytoplasmes abondants et pales.
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1li-4-28c- Phénotype.

La population prédominante est constituée de cellules de phénotype T (CD2+,
CD3+), habituellement CD4+. L'étude immunohistochimique révéle des réseaux
hyperplasiques de cellules folliculaires dendritiques qui sont un des critéres de ce
type de tumeurs. Quelques immunoblastes B (CD20+) ponctuent également la
proliferation.

l11-4-28d- Génotype.

Il existe un réarrangement clonal des génes des chaines 3 et/ou y du TcR.
Des anomalies chromosomiques (trisomie 3 et ou 5) ont été rapportées dans
quelques cas.

1l1-4-29- Lymphome NKI/T nasal et de type nasal.

La majorité de ces tumeurs correspond a Fancien « granulome facial malin »

ll1-4-29a- Clinique.

Les lymphomes de ce type se rencontrent également essentiellement en Asie
bien qu'ils puissent aussi s'observer en occident. Il s'agit souvent d’adultes et les
hommes sont plus touchés que les femmes. En dehors du nez, d'autres localisations
sont possibles (peau, nasopharynx, testicules, tube digestif...).

Dans les localisations nasales la prolifération tumorale est trés destructrice et au
cours de I'évolution d’autres localisations extraganglionnaires peuvent apparaitre.

Il s’agit souvent de tumeurs agressives et certaines formes sont difficiles a
différencier des leucémies a cellules NK.

I1-4-29b- Morphologie.

Quel que soit leur siege (nasal ou extranasal) ces lymphomes sont de

morphologie comparable. Il s'agit de proliférations d’architecture diffuse ayant une
nette tendance a infiltrer et a détruire la paroi des vaisseaux.[ Figure 50]
Cette tendance rend compte de la nécrose qui accompagne souvent ces tumeurs
bien que d'autres facteurs comme les cytokines puissent intervenir. L'aspect
cytologique de ces tumeurs est trés variable (cellules de petites tailles ou au
contraire d'aspect anaplasique) mais les noyaux sont souvent trés irréguliers. Sur les
empreintes colorées par giemsa, des granulations azurophiles sont frequemment
observées. Des cellules inflammatoires (lymphocytes, plasmocytes, €osinophiles)
sont couramment observées et, par leur abondance, peuvent donc simuler un
processus inflammatoire.

97




Généralités sur les Lymphomes non Hodgkiniens (LNH)
Thérapeutiques classiques et perspectives d’Immunothérapie

lll-4-29¢- Phénotype.

Dans la majorité des cas, les cellules tumorales sont de phénotype NK (CD2+,
CD56+). D'autres marqueurs tels que HLA-DR, le granzyme B et la perforine sont
détectés.

L'antigéne CD3 n'est pas présent a la surface des cellules mais peut étre détecté
dans le cytoplasme. Les autres marqueurs T (CD4, CD5, CD8) et NK (CD16, CD57)
sont en général absent.

llI-4-29d- Génotype.

Les génes codant les récepteurs des lymphocytes T et les chaines lourdes
des Ig ne sont pas réarrangés. Dans la majorité des cas, les cellules tumorales sont
infectées de fagon latente par EBV qui est clonal et sous la forme épisomique
[ Figure 51].

11-4-2-10- Lymphomes T extrémement rares.

B | ymphomes T simulant une panniculite sous cutanée.

Il se présente sous la forme d’une infiltration sous cutanée par des cellules
lymphoides atypiques avec nécrose. Ces cellules ont un phénotype T, CD4+ ou
CD8+ et TcRp+ et sont marqués par l'anticorps TIA1 (protéine des granules
cytotoxiques).

Les patients se présentent avec des nodules sous cutanés qui au début peuvent
suggérer une panniculite. Un syndrome d’hémophagocytose est fréquemment noté
et de mauvais pronostic.

B Lymphome v/6 hépatosplénique.

Ces lymphomes ont une présentation clinique (homme jeune avec
hépatosplénomégalie mais sans adénopathie) et un aspect morphologique
particulier. lls sont constitués de cellules de petites tailles ou de tailles moyennes qui
infiltrent les sinusoides hépatiques, spléniques et medullaires. Leur phénotype est
CD3+, CD56+/-, CD4-~, CD8-, CD5-, TcRaf-. Elles renferment la protéine contenue
dans les granules cytotoxiques reconnus par I'anticorps TIA1. Un isochromosome 7q
est noté dans la majorité des cas. Il s’agit de proliférations trés agressives avec
survie médiane inferieure a 2 ans.
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Figure 50 . Examen morphologique au MO aprés biopsie.
D’aprés G.Delsol, T. Al Saati Laboratoire d’anatomie et de cytologie pathologique CHU Purpan
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Aspect morphologique illustrant les irrégularités nucléaires des cellules lymphomateuses. Ces
lymphomes s’accompagnent souvent d’un angiotropisme responsable de nécroses.

Figure 51 . Examen morphologique au MO apreés biopsie.
D’aprés G.Delsol, T. Al Saati Laboratoire d’anatomie et de cytologie pathologique CHU Purpan
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Hybridation in situ avec les oligonucléotides EBER détectant des ARN associés a une infection latente par
I’EBV. Noter le marquage de la quasi-totalité des noyaux des cellules tumorales.
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Chapitre 4- Bilans d’extension d’un LNH et thérapeutiques classiques.

IV- Bilan d’extension d’un LNH.
IV-1-1- Lymphomes non hodgkiniens agressifs.[33-88-112-114-115]

Lorsqu’'un diagnostic de LNH a été porté, un « bilan d' extension » est
indispensable, il doit étre effectué le plus rapidement possible et ce d'autant que
I'état général du patient est précaire.

Le bilan d'extension des LNH a été habituellement résumé en utilisant la
Classification d’Ann Arbor, dont la valeur pronostique est toutefois moindre que dans
le cadre de la maladie de Hodgkin. [ Tableau V ]

Outre I'examen clinique, on effectuera des investigations tomodensitométriques de
I'abdomen et du thorax ('IRM n’a pas une sensibilité supérieure).
La tomodensitométrie est également indispensable pour rechercher les atteintes
ganglionnaires ou tissulaires intra-abdominales. En effet la lymphographie ne permet
pas d'étudier les ganglions du mésentéere et ceux des pédicules hépatique et
splénique, souvent atteints au cours des LNH.
L’examen clinique de I'anneau de Waldeyer doit étre complété par une radiographie
ou une tomodensitométrie du cavum.
La biopsie n’ est indispensable que s'il existe une anomalie radiographique.
Au moins une biopsie ostéo-médullaire est indispensable, quel que soit le type
histologique du lymphome. Si une premiére biopsie est négative, une biopsie
controlatérale augmente de 5 & 20% la fréquence de positivité.
Avant tout traitement une analyse cytologique du LCR doit étre pratiquée dans le but
de rechercher une atteinte méningée ( observée que dans 5% des patients atteints
de LNH). Cette localisation nécessite un traitement spécifique et est de pronostic trés
defavorable.
Les autres examens (ponction-biopsie hépatique, explorations endoscopiques du
tube digestif, scintigraphie osseuse...) ne sont pratiqués que si il existe un point
d'appel et si les résultats de I'examen modifient le pronostic d’extension de la
maladie.
La fibroscopie gastrique est cependant systématique en cas d'atteinte ORL.
Il importe également de préciser, si possible dans les trois dimensions, les mesures
des masses tumorales les plus volumineuses.
La fréquence des stades ( Classification d'’Ann Arbor) observée sur une série de 433
malades traités pour un LNH a I’ Institut Gustave-Roussy de 1984 a 1997 estde:

M 5% au Stade |

N 13% au Stade I

® 53 % au Stade lil

B 29 % au Stade IV
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Indépendamment du sous-type histologique du lymphome et de facteurs reflétant
l'agressivité de la tumeur, d’autres facteurs pronostiques clinicobiologiques ont pu
étre identifiés et ont fait I'objet d’analyses univariées et multivariées.
lis refletent I'effet de la tumeur sur le patient mais aussi la capacité du patient a
tolérer un traitement intensif .
De trés nombreux parameétres obtenus au diagnostic ont été décrits comme étant
predictifs & des degrés divers de la réponse, de la survie sans progression et de la
survie globale.
L’examen clinique complet recherche des signes généraux (amaigrissement, sueurs
nocturnes, fievre) et apprécie, selon une échelle semi-quantitative I’état d’activité du
-malade qui va constituer un paramétre pronostic important ( Performance status
(PS) selon I'échelle de 'OMS).
Les examens biologiques, devant étre pratiqués dés le diagnostic de lymphome
comprennent :
W sérologie du VIH, hépatites B et C.
M taux sérique de LDH et béta-2-microglobulinémie
B calcémie et phosphorémie
W hémogramme complet avec formule leucocytaire.
M ionogramme plasmatique, mesure des enzymes hépatiques.
Plusieurs auteurs ont donc identifie des facteurs ayant une valeur pronostique en
analyse multivariée, dans le but d’'individualiser des groupes de patients ayant des
pronostics homogenes. [ Tableau VI ]
Ainsi une grosse masse tumorale a été décrite comme étant de mauvais pronostic,
mais le seuil retenu varie selon les auteurs entre 5 et 10 cm.
La présence de localisations lymphomateuses a plus d’un site extranodal est associé
a un mauvais pronostic.
L’atteinte médullaire est retrouvée par la majorité des auteurs comme étant de
mauvais pronostic. Cependant, elle est présente au diagnostic chez plus de 70% des
patients porteurs d'un lymphome folliculaire, d’'un immunocytome ou d'un lymphome
du manteau et chez ces patients, elle pourrait ne pas modifier le pronostic .
Dans les lymphomes de haut grade, la présence d'un envahissement méduilaire
aggrave considérablement le pronostic. Environ 20 a 25 % des patients porteurs d’'un
lymphome diffus a grandes cellules ont un envahissement médullaire au diagnostic
mais ont un taux de réponse plus faible et un pronostic plus sombre. Chez les
patients porteurs de lymphomes a grandes cellules, on tend actuellement a
distinguer entre les envahissements médullaires a grandes cellules et ceux a petites
cellules. Les patients ayant un envahissement a petites cellules ont un risque de
rechute plus élevé mais une survie plus longue que ceux ayant un envahissement
médullaire initial a grandes cellules.
Les localisations digestives constituent le site extranodal le plus fréquent des
lymphomes mais leur valeur pronostique, ainsi que leur traitement spécifique font
encore aujourd’hui objet de controverses.
LDH et B2-microglobuline plasmatique ont été retrouvees comme etant un facteur de
mauvais pronostic par la plupart des equipes.
Les symptomes B ( amaigrissement de plus de 10%, fievre prolongée, sueurs
nocturnes) sont des parametres liés entre eux et illustrant l'interaction entre I'héte et
la tumeur. A ceux ci, s'associent également le taux d’albumine sérique et
d’hémoglobine sanguine.
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Cependant le pronostic dépend également du terrain sur lequel se développe le
lymphome. En particulier I'existence de pathologies graves sans rapport avec le
lymphome ( terrain vasculaire, diabéte, corticothérapie au long cours, insuffisance
cardiaque) peut influencer le risque de survenue de complications en cours de
chimiothérapie et la capacité du patient a tolérer un traitement a visée curative.

L’age au diagnostic parait également étre un facteur important pour la tolérance du
traitement. Le seuil définissant les personnes agées atteintes de lymphome diffus a
grandes cellules est de 60 a 65 ans selon les études.

La comparaison des facteurs pronostiques chez les sujets jeunes et agés fait
apparaitre un taux de réponse plus faible et un taux de rechute plus élevé mais ceci
est souvent lie a une dose regue plus faible, chez certains sujets agés
'administration de chimiothérapies optimales est limitée par la présence de facteurs
contre-indiquant I'administration massive de drogues.

En 1990, il a été décidé d'établir un index pronostique international ( IPI) pour les
lymphomes diffus a grandes cellules. [ Tableau VII]

Publié en 1993, celui ci retenait cinqg facteurs qui sont I'age, le stade de la maladie, le
taux des LDH sériques, les symptémes B, et le nombre de sites extranodaux.

Cet index est predictif a la fois du taux de réponse compléte et du risque de rechute
et il constitue un outil pronostique performant pour identifier des groupes de patients
ayant des pronostics homogénes.

IV-1-2- Lymphomes non hodgkiniens indolents.[32-79-88-102-112-114-115]

L'index pronostique international proposé pour les lymphomes agressifs peut
s’appliquer aux lymphomes de faible grade et permet de discriminer des groupes de
pronostic difféerent. Cependant selon les facteurs de I'lPI, la majorité des malades
atteints de LNH indolents a un bon pronostic car rares sont les malades ayant
plusieurs facteurs de mauvais pronostics. [ tableau VIli]

Cependant, on se doit de tenir compte des particularités des LNH indolents
(lymphomes folliculaires quel qu’en soit le type histologique, lymphomes du manteau,
lymphomes de la zone marginale, lymphomes diffus lymphocytaires) a savoir une
évolution vers une transformation en un lymphome de malignité intermédiaire ou
elevée et notamment un lymphome diffus a grandes cellules.

L’étude de Stanford rapporte une transformation histologique survenant dans
la quasi totalité des cas de lymphome folliculaire avec une incidence annuelle de 8%.
Les études autopsiques ont confirmé qu' une transformation histologique était
présente chez la quasi totalité des malades décédés d'un lymphome folliculaire.
L’'étude menée par Bastion.Y et al montre une incidence de transformation
histologique de 24% avec un plateau a 6 ans. Cependant le pronostic des
lymphomes folliculaires aprés transformation est extrémement grave avec une survie
mediane inférieure a 1 an. '
Si on peut appliquer I' IPl aux lymphomes folliculaires, le groupe d'étude des
lymphomes folliculaires (GELF) a séparé les malades selon des facteurs pronostics
etablis d'apreés les données de la littérature et des essais pratiqués dans les années
90 [ Tableau IX] permettant de séparer deux groupes de malades aux médianes de
survie significativement différentes. [ Figure 52]
L'etablissement d’'un index pronostique réservé aux lymphomes folliculaires semble
indispensable, notamment pour stratifier les malades dans le cadre d’essais
thérapeutiques.
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Tableau V . Classification de I'extension des LNH dite d’ Ann Arbor.

Stade Définition

i Atteinte d'une seule aire ganglionnaire {lj ou d'une ssule localisation ou
territoire extraganglionnaire (1)

I Atteinta de deux aires ganglionnaires ou plus du méme ¢dté du
disphragme {Il}, éventuellement associéa & une atteinte extraganglionnaire
de contiguité (I}

i Attaintes ganglionnairas situdes de part et d’autre du diaphragmae (I,
accompagnées éventuellement d’'une atteinte spidnique (Ili;) ou d'une
altainte axtraganglionnaire localiade (il dventuellement associde a una
atteinte splénique (1,)

v Atteintes disséminées d'une ou plusieurs localisations extraganglionnaires,
avec ou sans attelnta ganglionnaire

L'absence ou la présence de fiévre {au moins 38 °C pendant quinze jours
consécutifs sans infection documentée), de sueurs nocturnes ou d'une perte
de polds d'au moins 10 % du poids au cours des six mois précédents sont
indiquées respactivement par la letire suffixe A gu B.

Tableau VI . Facteurs associés a I'obtention d’'une réponse compléte, la survie sans
récidive et la survie globale en analyse univariée.

e o - wm e e e e e e -

N Bon pronostic [ MauQ;lis pronostic
: Age < 60 ans _ ' 2 60 ans o )
Ps(ECOG) 0-1 22
© Symptomes B | Absence : Présence B
; Stadew V ‘.‘l;ocalisé (I:ilr— o ; Disséminé (I!I-IVJ i
Taille de la tuméA\.Jr" <10em 7 210¢cm
Nbre sites extranodaux Oout : 22
© Atternte médullaire ! Absence . Présence
LDH sériques Normales Augmentées
f2-microglobuline <3 mg/l . 2 3mg/l !
Albumine sérique 235g/L <359/l N

8S : Performance Status ; ECOG : Eastern Cooperative Group ; LDM : lacticodéshydragenases.

Tableau VIi . Valeur pronostique de I'index International.

! ]
1 !

Survie 3 5 ans

Survie a 2 ans

Nombre de % patients | Taux RC | (%)

‘ facteurs ! (%)
i Tous sujets ; l
L Oout ;35 . 87 84 | 73
2 27 67 ' 66 51
4ous 16 . 44 . 34 26
Sujets de moins ;
| de60ans ; : i
;0 22 92 | 90 83
Tgmﬁw 32 s P 79 . 69 i
2 Tsz 57 59 46 ‘
- D14 | 46 | a7 [ a2 |
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Tableau VIl .Valeur pronostique de I'lP|

appliquée aux LNH indolents.

Nong'l');godsii;a uc;tseurs Nombre de malades Survie a 5 ans (%)
0-1 73 78
2 84 63
3 53 42
4-5 19 43

Les facteurs pejoratfs selon Pindex pronostique international sont : un age supéneur a 60 ans, un taux sérique de
lacticodéshydrogénase (LDH) augmenté, unindice d'activité ECOG > 2, un stade Ann Arbor 1i-1V, plus d'une localisation

extrancdaie.

Tableau IX . Facteurs pronostiques des lymphomes folliculaires.

Pronostic défavorabie

Pronostic favorable

Architecture folliculaire et diffuse

Architecture exclusivement
foflicutaire

Sous-type & grandes cellules
ou mixte

Sous-type A petitas cellules

Index de prolifération élevé

Index de prolifération [aible

Anomaiies chromosomigues
autres que la transiocation

Présence exclusive
d'une translocation (14 ; 18)

(14:18)"

Sexe mascufin Sexe féminin

Age > 60-70 ans Age < 60-70 ans
Stade Ann Arbor lI-tV Stade Ann Arbor |-l

Symptéma(s) B

Absence de symptéme B

Indice d'activité ECOG > 2

Indice d'activité ECOG 0-1

Plus d'une localisation
extraganglionnaire

0-1 localisation extraganglionnaire

Massa tumorale > 7-10 cm

Absence de masse tumorale
>7-10cm

Hépatosplénomégalie

Taille normale de la rate et du foie

Infiltration diffuse
de la moelle osseuse

Absence d'infiltration de la moelle
ou infiltration mineure

Anémie

Taux d’hémoglobine normal

Taux de LDH augmenté

LDH sérique normale

Taux de B2-microglobuline
sérique augmenté

Taux normal de 32-microglobuline

* hyperploidie ou anomalies chromosomiques additionnelles : 6q-, trisomie 3, 7, 12, 18 ou 21.

Figure 52. Survie globale des malades du Groupe d'étude des lymphomes
folliculaires selon la masse tumorale.
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Cependant il apparait que la prise en charge des malades atteints de lymphome
folliculaire doit tenir compte de plusieurs caractéristiques propres de cette histoire
naturelle.

Dans la mesure ol tous les malades meurent de leur lymphome, un traitement est
nécessaire a un moment ou un autre de I'évolution et une abstention thérapeutique
ne peut étre que transitoire.

L'espérance de vie de ces malades étant prolongée, la mortalité et ila morbidité du
traitement initial doivent étre aussi modérés que possible.

Le pronostic médiocre aprés rechute justifie dans ces circonstances des traitements
plus agressifs et une transformation histologique doit étre recherchée par biopsie des
sites tumoraux les plus volumineux et/ou les pius évolutifs.

Les lymphomes du manteau sont une entité rare mais ce sont probablement le
type histologique dont la survie a 10 ans aprés le diagnostic est la plus péjorative
(moins de 5%).La médiane de survie dans la plupart des séries est d’environ 36
mois. Il n'y a pas de consensus sur les facteurs pronostiques des lymphomes du
manteau. D’aprés plusieurs études, un mauvais indice d’activité , de multiples
localisations extraganglionnaires, un taux élevé de LDH, un age supérieur a 70 ans,
la présence de cellules lymphomateuses dans le sang, une hypoalbuminémie, un
taux augmenté de B2-microglobuline sont des facteurs de mauvais pronostic.

IV-1-3- Bilan d’extension et stades des LNH chez I'’enfant.[88]

La classification la plus utilisée chez I'enfant est celle de Murphy. [ Tableau X]
Les stades étendus sont les plus fréquents, représentant plus de trois quart des cas.
Les examens nécessaires au bilan initial pour faire le bilan d’extension sont peu
nombreux et peuvent étre fait rapidement. [ Tableau Xi]
Ce bilan doit étre d’autant plus complet que la tumeur parait tres localisée, mais un
bilan général et métabolique s'impose de fait.
Un certain nombre de probléemes directement ou indirectement lies a la tumeur
peuvent exister au diagnostic ; Il convient de les repérer, les évaluer et les prendre
en charge de fagon adaptée, car ils peuvent mettre en jeu le pronostic vital : par
exemple asphyxie aigué par un lymphome médiastinal ou ORL, complications
chirurgicales d’'un lymphome abdominal, hypercaicémie, insuffisance rénale.
Dans ce dernier cas, le mécanisme se doit d'étre précisé (compression pelvienne
des voies excrétrices par la tumeur, infiltration rénale tumorale, néphropathie
uratique) pour adapter la thérapeutique.
Un syndrome de lyse tumorale ( hyperuricémie, hyperkaliémie, hyperphosphorémie
et hypocalcemie secondaire) peut exister spontanement au diagnostic, lié a
I'importance de la croissance tumorale avec un taux de renouvellement cellulaire trés
important ; ou sera provoqué par la chimiothérapie.
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Tableau X . Classification de I'extension des Lymphomes de I'enfant du « St Jude
Children Research Hospital » (Murphy).

Stage

P~ Atteinte d'une localisation ganghionnaire ou extraganghonnaire
 en dehors de Fabdomen ou du médiastin

- Deux {ou plusj localisations ganglionnaires et/ou
extraganglionnaires du meéme coté du diaphragme,

- ou localisation primitive digestive {le plus souvent de ia region
! eéocaecale) sans ou avec atteinte du 1% relais ganglionraire
mésentérique résequee par chirurgie segmentaire.

- Localisations ganghonna:fes el'ou extraganglionnaires de pan
et d'autre du diaphragme ; '
[ - outumeur primitive intralhoracique . |
. — oulocalisation abdominale étendue !
— ou tumeur paraspinaie ou épidurale.

IV (29 %)

- Atteinte médullare et/ou du systeme nerveux central,

la fréquence des stades est celle observée sur une série de 433 malades traités a I’institut Gustave Roussy,

de 1984 4 1997.

Tableau XI . Examens nécessaires a la réalisation du Bilan d’'extension.

Examens obligatoires
Examen clinique

Lacticodeshydrogenase

Numeration formule sanguine

Bilan ionique incluant uricemie

Examens optionnels, selon le contexte
Scanner téte et cou

Radiographie du thorax et du cavum Scintigraphie osseuse

Echographie abdominale Scanner abdominal

Méduliogramme (2 secteurs) Résonance magnétique nuclearre crane
Liquide céphalorachidien (cytologie) et medullaire
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IV-2-Thérapeutique des LNH.
IV-2-1- Traitement, principes généraux.

Jusque dans les années 1970, les Lymphomes avaient un pronostic
catastrophique, seulement la moitié des tumeurs localisées étaient guéries par
chirurgie et radiothérapie, la majorité des patients et notamment les enfants
décédaient en quelques semaines, soit de progression tumorale, soit de progression
médullaire ou neuroméningée, depuis les progres thérapeutiques ont été

considérables. ,

La chirurgie n’a plus d’indication dans le traitement des lymphomes. Sa place
est limitée a:

B |a biopsie-exérése d'une tumeur trés localisée qui bénéficiera ultérieurement d’un
traitement ;

B ['exérése d’'une masse résiduelle lors d'un bilan de rémission ;

W au traitement d’'une complication chirurgicale, notamment abdominale.

Bien que le lymphome soit une tumeur radiosensible et radiocurable, la
radiothérapie n'a plus sa place dans le traitement d’embiée, car il s'agit d'une
thérapeutique locale dans une maladie potentiellement ou effectivement généralisée.
Il reste peut-étre de trés rares indications de la radiothérapie : irradiation d’'une masse
résiduelle médiastinale, irradiation du systéme nerveux central en cas d’atteinte
méningée initiale.

Le traitement actuel de ces affections repose essentiellement sur la
chimiothérapie, dont l'intensité doit étre adaptée a I'adge et aux facteurs pronostiques
observés lors du diagnostic. Les lymphomes font donc partie des néoplasies ayant e
plus bénéficié du développement des polychimiothérapies.

La chimiothérapie est aujourd’hui capable de guérir un certain nombre d’hémopathies
malignes comme les lymphomes non hodgkinien de haut grade mais également les
leucémies aigués ou encore la maladie de Hodgkin.

Durant les dix derniéres années des progrés considérables ont été réalisés dans le
traitement de ces affections notamment sur les formes agressives et pédiatriques,
liés a: '

W une meilleur caractérisation des facteurs pronostiques permettant une

classification clinique et des traitements adaptés a chaque stade de la maladie.

M une optimisation de Ila polychimiothérapie notamment grace a la
chronopharmacologie.

N une meilleur connaissance des mécanismes de chimiorésistance.

Il existe cependant un taux plus ou moins élevé de rechute avec les chimiothérapies
conventionnelles, ce taux fluctuant selon le type histologique de LNH.

Des intensifications thérapeutiques (chimiothérapie de deuxiéme ligne faisant appel a
des agents non utilisés en premiére intention) avec autogreffe de cellules souches
hématopoiétiques (CSH) sont alors proposées.
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Des résultats encourageants obtenus dans des protocoles pilotes d'intensification
thérapeutique associant une irradiation corporelle totale (ICT), une chimiothérapie de
deuxiéme ligne et une réinjection de CSH ont été confirmés dans le cadre de
programmes plus vastes d’études randomisées telles que le LNH-84.

De nouveaux espoirs de progrés thérapeutiques semblent néanmoins pouvoir étre
piacés dans un élargissement de la pharmacopée anticancéreuse :

W cytokines (interférons, interleukines).
W anticorps monoclonaux.
W facteurs de croissance.

IV-2-2- Chimiothérapie. Les agents cytostatiques.
IV-2-2a- Généralités.

La chimiothérapie ( terme énoncé pour la premiére fois par Ehrlich) est née voici plus
d’un siécle a Yale ou furent étudiés les premiers agent alkylants suite a 'observation
de pancytopénie et d’'atrophie lymphoide succédant a des expositions au gaz
moutarde.

Depuis la famille des cytostatiques s’est étoffée [ Tableau XII], on distingue :

B les agents cycle dépendant qui ne sont actifs que sur les cellules en division et qui
interagissent de fagon plus ou moins directe avec FADN. Ces médicaments sont
classiqguement dose dépendant et peu ou pas temps dépendant.

MW les agents phase dépendant qui n'entrent en jeu que lors d'une étape donnée du
cycle cellulaire et en particulier au cours de la phase de synthése protéique
(phase S). lIs interviennent comme antimétabolites ou au niveau du fuseau
mitotique. Leur durée d’administration doit étre suffisante pour accroitre la
probabilité d’atteindre toutes les cellules en phase S, leur effet est dose et temps
dépendant.

IV-2-2b- Regles de prescription et de surveillance.

La prescripton dune chimiothérapie impose en premier lieu et
systématiquement I'élimination de toute atteinte organique contre-indiquant les agents
utilisés :

B fonction cardiaque(ECG et/ou échographie)

®m fonction hépatique( transaminases)

m fonction rénale (urée et créatinine)

® hémogramme et en particulier le taux de neutrophile et/ou de plaquettes

Lorsque ces données sont insatisfaisantes, elles peuvent conduire & une réduction
des doses ou encore a un report de la cure.

Une surveillance médico-infirmiére est indispensable pendant I'administration des
cytostatiques qui doivent étre associés aux ftraitements adjuvants adaptés :
hydratation , antiémétique, antalgique, anti-inflammatoire, corticoides...

Ces demiers agents ayant une activité antitumorale propre et pouvant faire partie
intégrante du protocole de chimiothérapie (surtout appliqués aux pathologies
lymphoides).
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Tableau Xl .Les principaux cytotoxiques.

Agents Alkylants

Inhibiteurs de la topoisomérase |
Inhibiteurs de la topoisomérase Il

Antimétabolites

Poisons du fuseau

Autres antimitotiques

moutarde azotée

Aziridine

Nitroso urées

Organoplatine

Divers

Anthracycline *

Antraquinone *
Epipodophyllotoxine

Divers

Antagoniste folique

Antagonistes puriques

Antagonistes pyrimidigues

Hydroxyurée

Dérivés des vinca alcaloides

Taxane

Chlorambucil
Chlormétine
Cyclophosphamide
Ifosfanide
Mephalan
Mitomycine C
Thiotepa
Carmustine
Fotemustine
Streptozocine
Cisplatine

Carboplatine
Oxiplatine
Busolfan
Dacarbazine
Estramustine
Procarbazine
frinotecan
Topotecan
Daunorubicine
Doxorubicine
Epirubicine
{darubicine
Pirarubicine
Zorubicine
Mitoxantrone

Etoposide

Amsacrine
Dactinomycine
Elliptinum
Bléomycine
Meéthotrexate

Raltitrexed

6 Mercaptopurine
6 Thioguanine
Fludarabine
Pentostatine
Cladribine
Cytarabine

Gemcitabine
5 Fluorouracile
Hydroxyurée

Vinblastine
Vincristine

Vindesine
Vmorelbine
Docétaxel
Paclitaxel
L-Asparaginase

Chloraminophéne®
Caryolysine®
Endoxan®
Holoxan®
Alkeran®
Ametycine®
Thiotepa®
Bicnu®
Muphoran®
Zanozar®
Cisplatyl®
Cisplatine®
Paraplatine®
Eloxatine®
Myleran®
Deticene®
Estracvt®
Natulan®
Canmpto®
Hycamtin®
Cermbidine®
Adriblastine®
Farmorubicine®
Zavedos®
Theprubicine®
Rubicazone®
Novantrone®
Vepeside®
Etoposide®
Celltop®
Etopophos®
Amsidine®
Lyovac cosmegen®
Celiptium®
Bleomycine®
Methotrexate®
Lederthrexate®
Tomudex®
Purinethol®
Lanvis®
Fludara®
Nipent®
Leustatine®
Aracytine®
Cytarbel®
Gemzar®
Fluorouracine®
Hydrea®

Velbe®
Vinblastine®
Oncovin®
Vincristine®
Eldesine®
Navelbine®
Taxotere®
Taxol®
Erwinase®

* sont également des agents intercalants et des producteurs de superoxyde
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Le suivi d’'une chimiothérapie doit se poursuivre entre et aprés les cures concernant
les effets éventuellement myélosuppresseurs (fievre et leucopénie, hémorragie et
thrombopénie), les toxicités spécifiques, I'évaluation de la qualité de la vie et la prise
en charge psychosociale.

Par ailleurs, il est indispensable d’effectuer un suivi de I'efficacité thérapeutique tant
sur le plan clinique que par rapport aux examens complémentaires; Toute
chimiothérapie peut étre prescrite a visée curative ou palliative.

® Calcul des doses.

La surface corporelle exprimée en m? est généralement préférée au poids pour

le calcul des doses de chimiothérapie a administrer. Ce choix est encore plus justifié
pour les enfants, chez lesquels I'index thérapeutique est généralement faible.( par
exemple un enfant de 9 kg pése environ 8 fois moins qu’un adulte moyen de 70 kg
alors que le rapport des surfaces corporelles est de %). Une posologie fondée sur le
poids aboutirait donc a un sous dosage.
Cependant ce mode de calcul est loin de faire 'unanimité, ses détracteurs lui
reprochent une mauvaise corrélation avec les variations individuelles notamment au
niveau des volumes de distribution, des capacités d’'absorption notamment
digestives, de la métabolisation, des capacités d’élimination et cela d’autant plus pour
les obéses.

IV-2-2¢c- Mécanismes de chimiorésistance.

Outre la chimiorésistance strictement liée au médicament, il existe également
des causes liées directement aux caractéristiques de la lymphopathie (hétérogénéité
des sous populations cellulaires...) ou encore a I'hdte (facteurs anatomiques).

La chimiorésistance met en jeu des mécanismes biochimiques extrémement
complexes qui ne sont encore pas tous élucidés.

Les mécanismes sous-tendant une chimiorésistance ont été pour la plupart mis en
évidence in vitro sur des lignées continues de cellules malignes soumises a
différentes concentrations de cytostatiques étudiés.

B Résistance multidrogue MDR .

Le phénotype MDR est le mécanisme qui a été le plus étudié ces demiéres
années et qui semble le plus important dans les tumeurs solides et les hémopathies
malignes.

If est lie a I'expression d’'un géne appelé MDR 1 situé sur le chromosome 7.

Celui-ci code pour une glycoprotéine P de membrane (P-gp) de 170 kDa.

Cette protéine transmembranaire appartient a la super famille ABC (ATP binding
- cassette) spécialisée dans les transports cellulaires nécessitant de I'énergie. La P-gp
agit comme une pompe, expulsant en présence d’ATP les cytostatiques ayant
pénétré dans la cellule.

Les drogues concernées par le mécanisme de résistance ont en commun un
caractere lipophile et une origine naturelle (végétale ou microbienne). Il s'agit des
anthracyclines et de leurs dérivés (mitoxantrone et amsacrine), des poisons du
fuseau, des épipodophyliotoxines, des taxanes, de I'actinomycine D.
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Il est & noter que le géne MDR-1 est exprimé dans de nombreux tissus a I'état normal
(cellules intestinales, épithélium tubulaire rénale, canalicule biliaire, utérus gravide,
capillaires cérébraux et surrénaliens, testicules) ; ces localisations pouvant suggérer
un réle physiologique dans I'élimination de toxiques.

Par ailleurs, ce géne est retrouvé au niveau de 2 types cellulaires normaux du
systéme hématopoiétique ; les progéniteurs cellulaires CD34+ et les lymphocytes en
particulier NK.

Il est maintenant établi que I'expression de MDR-1 peut exister d'emblée au
diagnostic de lymphomes ou apparaitre concomitamment a I'échec thérapeutique.
Dans la majorité des cas la détection de MDR est synonyme de mauvais pronostic
corrélant avec une moindre chimiosensibilité. Cela est cependant moins évident dans
le cas des lymphomes contrairement a d’autres pathologies malignes.

Il est également a noter que in vitro, I'activité de la P-gp peut étre modulée par un
certains nombre de composés dits « MDR reverseurs ».(calcium bloqueurs, les
antagonistes de la calmoduline, des analogues des vinca-alcaloides, certaines
hormones stéroides, des drogues immunosuppressives (cyclosporine A...), certains
antibiotiques (céfopérazone, ceftriaxone, érythromycine), dipyridamole, quinidine,
réserpine, amiodarone, méthadone...

Ces composés semblent agir par un mécanisme de compétition avec le cytostatique
vis a vis de la liaison a la P-gp.

Des protocoles associant un modulateur a la chimiothérapie ont été mis en place, ils
se heurtent pour l'instant a la toxicité du modulateur utilisé a forte dose, aux aléas de
la pharmacologie et aux autres types de résistance.

La présence de MDR doit inciter le prescripteur a utiliser des drogues non
concernées par ce mécanisme de chimiorésistance, par ailleurs la doxorubicine
encapsulée dans des liposomes conserve son activité in vitro contre des cellules
exprimant P-gp. Des oligonucléotides antisens dirigés contre le géne MDR sont
également a I'étude.

W Résistance liée a 'accumulation intracellulaire de glutathion.

Le glutathion intracellulaire permet une protection des cellules contre 'attaque
des radicaux libres générés par la radiothérapie ou certaines drogues telles les
alkylants, les nitroso-urées, le cisplatine, l'adriamycine, la bléomycine ou la
mitomycine C. Le glutathion est produit grace a des enzymes et en particulier la
glutathion-S-transférase.

B Résistance aux antimétabolites.

Pour cette classe de cytostatiques, les mécanismes de résistance sont pour la
plupart sous tendus a des modifications quantitatives ou qualitatives d’enzymes clés
du métabolisme de ces drogues. Citons la baisse de la HGPRT pour la thioguanine,
Faugmentation de la phosphatase alcaline pour la mercaptopurine.

W Résistance par diminution de I'activité de la topoisomérase II.--

Cela concerne notamment l'amsacrine, les anthracyclines et les
épipodophyllotoxines.
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IV-2-2d- Toxicités générales des agents cytostatiques et complications des
chimiothérapies.

Il n'y a pas d’égalité : les complications étant trés variables selon les drogues,
leurs associations, la posologie et le mode d’administration.
La sévérité des effets toxiques est également largement influencée par certains
facteurs comme ['état général du patient, son age, des antécédents de chimio ou de
radiothérapie, le statut nutritionnel, I'état viscéral associé.
Les grades des toxicités sont évalués selon la grille de 'OMS, qui permet d’apprécier
I'évolution des complications allant du grade O au grade 4. [Tableau Xili]

- Toxicités sur les tissus normaux a renouvellement rapide : Myélosuppression.

Les cellules du systtme hématopoiétique sont plus que toutes autres
sensibles aux agents chimiothérapiques. La baisse des différentes lignées est
variable dans la profondeur et dans la vitesse de survenue selon les produits utilisés.
Seules quelques drogues ne sont pas myélotoxiques (vincristine, bléomycine,
méthotréxate a faible dose).[Tableau XIV]

La baisse des plaquettes ou des leucocytes peut obliger a une réduction des doses.

A toute leucopénie (nadir leucocytaire entre 10 et 21 jours) s’associe un risque
infectieux et cela dés que le taux de neutrophiles est inférieur 3 0,5/ mm®.
Une bonne hygiéne buccale (bains de bouche répétés) et I'utilisation de cathéters
avec des régles strictes d’asepsie constituent deux mesures préventives essentielle
vis a vis des infections. Une neutropénie prolongée (en pratique supérieure a 10
jours) expose le patient a des risques d'infection fongique et en particulier
aspergillaires ce qui motive la prise en charge de ces patients en chambres stériles
avec flux laminaire.
L' introduction des facteurs de croissance granulocytaires (G- et GM-CSF) a ouvert
de nouvelles possibilités. Grace a ces agents, la durée et la profondeur des
neutropénies sont réduites.
La réinjection de cellules souches sanguines autologues réduit la période de
neutropénie consécutive a une chimiothérapie.

Le risque hémorragique, avec un nadir plaquettaire de plus de 1 mois,
constitue un effet secondaire moins limitant. Les transfusions sont nécessaires
lorsque le taux chute sous la barre des 20 / mm® pour éviter la survenue
d’hémorragies. Le facteur de croissance plaquettaire, la thrombopoiétine est encore
en évaluation.

L’ anémie n’induit pas un risque vital a 'inverse des deux précédents mais
peut détériorer la qualité de vie. Les cytostatiques les plus impliqués sont le
méthotréxate, le busulfan, I'hydroxyurée et le cisplatine, pour cette derniere drogue
I'érytropoiétine a permis de diminuer le nombre de transfusion de culots globulaires
dans les tumeurs solides; cependant la solution transfusionnelle reste encore
I'option de référence dans presque tous les cas.
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Tableau XIll. Cotation OMS des complications des chimiothérapies.

Toxicité Grade o Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4
Hématologique
(adulte)
Hémoglobine >11,0 /100 mL | 9,5-10,9 g/100 mL 8,0-9,4 /100 mL 6,5- 7,9 g/100 mL <6,5 g/100 mL
> 6,8 mmom/L 5,6- 6,7 mmom/L 4,95- 5,8 mmom/L 4,0- 4,9 mmom/L < 4,0 mmom/L
Leucocytes >4,0 3,0-3,9 2,0-2,9 1,0- 1,9 <1,0
(1000/mm’)
Polynucléaires neutrophiles | > 2,0 1,5-1,9 1,0-1,4 0,5-0,9 <025
(1000/mm”)
Plaquettes (IOOO/mmJ) > 100 75- 99 50- 74 25- 49 <25
Hémorragie Absence Pétéchies Modéré Modérée Importante
Gastro-intestinale
Bilirubine <1,25xN 1,26-2,5x N 2,6-5xN 51-10xN >10xN
Transaminases <1,25xN 1,26-2,5 x N 2,6-5xN 51-10x N >10xN
Phosphatases alcalines <L25xN 1,26-2,5 xN 2,6-5xN 5,1-10xN >10xN
Ulcération
Muqueuse buccale Sans changement | Douleur Erythéme alimentation Alimentation
liquide seulement impossible
Vomissements
Nausées/ vomissements Absence Nausée Vomissement transitoire nécessitant traitement Vomissements
antiémétique incoercibles
Diarhée Absence Transitoire <2 jours Tolérable > 2 jours Intolérable Hémorragique
demande traitement déshydratation
Rénale
Urémie ou créatinémie <1,25xN 1,26-2,5 x N 2,6-5xN 5- 10xN >10xN
i+ 2,3+ 4+
Protéinurie sans changement <03g 03-10g >10g Syndrome
<3glL 3- 10g/L >10 g/l néphrotique
Hématurie sans changement | microscopique macroscopique macroscopique Anurie
+ caillots
Pulmonaire sans changement | léger symptéme dyspnée d’effort dyspnée de repos repos au lit complet
Fiévre absence <38°C 38°C- 40°C > 40°C fiévre avec hypotensior
Réaction sans changement | oedéme bronchospasme n’appelant pas | bronchospasme appelant choc anaphylactique
allergique réanimation réanimation
Réaction sans changement érythéme desquamation suintement dermatite exfoliative
cutanée vésicules desquamation nécrose appelant
prurit ulcération exérése
Effet alopéciant sans changement | perte de cheveux alopécie modérée par plaques alopécie compléte alopécie irréversible
mais réversible .
Infectieuse absence mineure modérée majeure choc infectieux
Cardiaque
Rythme sans changement | tachycardie sinusale extrasystole ventriculaire multifocale P tachycardie
au repos ventriculaire
Fonction sans changement | asymptomatique mais symptomes passagers n’appelant | symptdmes répondant au
avec des anomalies pas traitement traitement symptdmes ne
répondant pas au
Péricardite sans changement | épanchement symptomatique | symptomatique : pas d’indication | tamponnade : indication de traitement
de ponction ponction tamponnade : indicatior
chirurgicale
Neurologique ‘
3tat de conscience vigile assoupissements somnolence somnolence coma
<50 % des heures d’éveil > 50 % des heures d’éveil
¢ériphérique absence paresthésies et/ou pasthésit /ou faiblesse modérée paresthésies intolérables et/ou | paralysie t
diminution des réflexes diminution importante de la ‘
tendineux force motrice ‘
“onstipation absence légére modérée météorisme abdominal météorisme et
vomissements
douleur absence légére modérée sévere intolérable
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Tableau XIV.Myélotoxicité *

Toxicité Drogue Clinique Traitement
Vinblastine Fievre> 38°5 |G-CSF  Neupogen®
Méthotrexatee Frissons ~ * |GM-CSF Granocyt®
Cyclophosphamides | PN < 500 /pL Leucomax®
Leucopénie erécupération rapide
Carmustineee en sous cutané de J6 4 J12
Mephalanee
®e récupération lente
Carmustine
Thrombopénie | Fotemustine ) ’ .
Mitomycine C transfusion concentré plaquettaire
Carboplatine
Sel de platine Transfusion
Anémie EPO Eprex®
* gvant toute chimiothérapie réalisation d’une NF: 1500 PN et 12000 plaquettes au
minimum
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- Toxicités sur les tissus normaux a renouvellement rapide : Alopécie.

Les follicules pileux sont particuliérement sensibles aux chimiothérapies
puisque 90% d’entre eux sont en division a un moment donné. La perte des cheveux
est temporaire mais la repousse débouche souvent sur une modification de texture
(frisure), voire de couleur.

Cette alopécie débute 10 jours apreés la cure et I'effet maximal apparait au bout de 1
a 2 mois. _

La majorité des drogues sont alopéciantes, en particulier les anthracyclines, les
épipodophyliotoxines, les moutardes a I'azote, les poisons du fuseau, la bléomycine.
La sevérité de l'alopécie est fonction de la dose mais également de la voie
d’administration.

- Toxicités sur les tissus normaux a renouvellement rapide : Mucites.

Bon nombre de cytostatiques provoquent une inflammation, voire des
ulcérations des muqueuses aérodigestives (stomatite, oesophagite, gastrite, colite),
génitales ou conjonctivales.

Les atteintes digestives hautes peuvent empécher du fait de la douleur toute prise
d’'aliment et méme de boisson.

Les mucites aérodigestives augmentent le risque infectieux du fait des possibles
translocations de germes vers la circulation sanguine ( stomatite : streptocoques ;
intestins : enterobactéries) et du fait des surinfections locales ( levures du genre
Candida).

Les mesures générales de prise en charge incluent la prescription de bains de
bouche alcalins pluriquotidiens a base d'antifongiques, d’antiseptiques et
d’'analgésiques.

Un traitement prophylactique par aciclovir peut se discuter étant donner la fréquence
des réactivations herpétiques.

L'état buccodentaire avant le début d’'une chimiothérapie doit étre aussi parfait que
possible. R

- Nausées et vomissement.

Avant l'arrivée des Setrons, ils comptaient parmi les effets secondaires majeur
d’une chimiothérapie et altéraient la qualité de vie des patients et parfois I'efficacité
du programme thérapeutique. '

Ces réactions sont initiées par le centre du vomissement localisé dans le bulbe, sous
I'effet de stimulis pouvant étre issus de trois zones différentes : le systéme vague
digestif (la chemotrigger zone au niveau de I'area postrema), le cortex (mémoire) et
le systéme limbique (émotion).

Un classement des cytostatiques en cing catégories a été proposé en fonction du
risque émétisant.
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Celui ci est trés fort (>90%) pour le cisplatine par exemple et faible pour le
cyclophosphamide.

En regle générale, I'allongement de la durée de perfusion diminue le risque. Le sexe
féminin, le jeune A&age, [lanxiété, l'expérience antérieur de vomissements
(chimiothérapie, maladie de transport, grossesse) sont des caractéristiques majorant
'emesis.

L’éthylisme chronique serait en revanche un facteur protecteur.

Trois types de vomissement chimioinduits doivent étre individualisés empruntant des
voies physiopathologiques distinctes et débouchant sur des traitements différents.

1- Vomissements anticipés obéissant a un réflexe conditionné de type
paviovien chez un patient ayant déja vomi, les stimulis en cause pouvant étre des
odeurs, des couleurs, des sons..Les benzodiazépines ont été proposées par
certains dans cette indication.

2- Vomissements aigus survenant dans les 24 premiéres heures et étant
directement en rapport avec le cytostatique utilisé. Le médiateur clé de ce
phénoméne est la sérotonine. Elle est libérée par les cellules entérochromaffines
digestives et va se fixer sur les récepteurs 5-HT3 du vague pour activer directement
ou via larea postrema, le centre de vomissement. Les sétrons qui sont des
inhibiteurs des 5-HT3 ont grandement diminué lincidence de ce type de
vomissements.(ondensetron/Zophren ® ;granisetron/Kytril® ;tropisetron/Navoban®)

3- Les vomissement retardés apparaissant plus de 24 heures aprés la fin de la
chimiothérapie ont une physiopathologie plus complexe faisant intervenir la
dopamine, une hypokinésie digestive, un oedéme cérébral ou un trouble de la
perméabilité de la muqueuse digestive. lls ne sont pas sensibles aux sétrons et la
prescription de dérivés antidopaminergiques, d'agents prokinétiques ou de
corticoides est plus adaptée.

- Réactions d’hypersensibilité.

Toutes les drogues sont capables de provoquer ce genre d'effets indésirables
sur un hote réceptif.
Les signes cliniques sont divers et peuvent étre représentés par un urticaire avec
prurit, ou un autre type d’exanthéme, un oedéme, une tachycardie, un
bronchospasme avec dyspnée, une hypotension voire un choc anaphylactique.

- Risques liés a I'extravasation des drogues.

L’altération des veines, par la répétition des perfusions ou du fait d'un
probléme technique durant 'une de celle ci peut entrainer la diffusion de la drogue
dans le compartiment extravasculaire.

De ce fait, la recherche d'un abord veineux fiable et de longue durée a fait
abandonner l'usage d'un abord veineux périphérique pour un abord veineux central
ou des chambres implantables.

Heureusement, relativement peu de drogues sont capables de causer des
ulcérations ou des nécroses tissulaires. Il s’agit d'anthracycline (aclarubicine
exceptée), de 'amsacrine, des vinca-alcaloides ou des épipodophyllotoxines.
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La perfusion doit étre immédiatement arrétée, 'aspiration de quelques millilitres de
sang au niveau du site d’extravasation peut étre tentée.

On peut également diluer le médicament par l'injection de NaCl isotonique. Le
territoire de diffusion doit étre délimité a I'encre indélébile. On dispose d’antidotes
plus ou moins spécifiques comme par exemple les corticoides locaux pour les
anthracyclines ou la hyaluronidase pour les vinca-alcaloides.

- Complications tardives-Insuffisance gonadique.

Les alkylants sont les agents les plus toxiques sur les gonades. La sévérité de
Iatteinte est en générale dépendante de la dose totale et de 'age du patient, en
particulier chez la femme.

Chez celle ci, elle provoque une insuffisance ovarienne progressive et une
ménopause précoce nécessitant une substitution hormonale.

Dans le sexe masculin, outre la toxicité sur la spermatogénese, il peut exister une
atteinte des cellules de Leydig productrices de testostérone, responsable d'une
baisse de la libido et d'une impuissance.

Les techniques de cryopréservation du sperme et d'ovocytes doivent étre
systématiquement proposées dans toutes les situations ou elles sont réalisables
pour des patients avec un désir de procréation.

Des techniques de protection des gonades vis a vis des agents cytotoxiques ont été
essayées comme les analogues de la Juteinizing hormone-releasing hormone LH-RH
mettant les ovaire ou les testicules au repos.

- Complications tardives-Néoplasies secondaires.

Ce probléme a été d’abord mis en évidence et été étudier aprés chimiothérapie pour
la maladie de Hodgkin. Il est également décrit pour d’autres pathologies telles que le
myélome multiple...Les leucémies aigués chimio-induites peuvent étre séparées en
deux catégories majeures.

Celles liées aux agents alkylants surviennent classiquement aprés une latence de 5
a 7 ans et une phase préalable de myélodisplasie. Les anomalies chromosomiques
typiques touchent les chromosomes 5 ou 7. Ii s’agit en général de patients agés qui
vont avoir un faible taux de réponse a une chimiothérapie d'induction et dont Ila
survie sera bréve.

Le deuxiéme type est constitué par les leucémies aigués secondaires aux inhibiteurs
de la topo-isomérase Il. Elles touchent en général des patients plus jeunes et
surviennent sans phase préleucémique aprés un délai plus bref de 6 mois a 5 ans.
Les sous types monocytaires sont prédominants. Le caryotype peut objectiver une
t(11923) ou une {(21922). Les meilleurs taux de réponses ne débouchent pas sur
des survies longues.

Le risque relatif leucémogéne est accru par la combinaison de plusieurs agents
alkylants. La survenue de tumeurs solides est plus rare et est surtout favorisée par la
radiothérapie.
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- Risques tératogénes.

On doit empécher la survenue d'une grossesse chez une patiente traitée par
chimiothérapie, par la prescription d’'une contraception efficace.
Les agents cytostatiques peuvent causer des effets immeédiats: avortement
spontané, tératogenése avec un risque maximal au premier trimestre, toxicité
d'organes, prématurité, faible poids de naissance ou différés : carcinogénése,
stérilite, anomalie du développement physique ou intellectuel, mutations,
tératogenése dans la descendance.
Lorsqu’'une hémopathie maligne apparait sur une grossesse connue, la stratégie
dépend de l'avancement de celle ci: au premier trimestre une interruption
thérapeutique de grossesse peut étre proposée, au dernier trimestre si la mise en
place de la chimiothérapie n'est pas extrémement urgente, I'accouchement est
déclenché et le traitement spécifique sera débuté aprés. Dans les cas intermédiaires,
“la décision est guidée par les caractéristiques de 'hémopathie et par les positions
respectives de la mére et du praticien.

IV-2-2e- Principaux protocoles et choix d’une modalité thérapeutique.
IV-2-2e1- LNH indolents, de faible malignité histologique.

A- Traitement des formes localisées, une radiothérapie a une dose de 35 a 40 Gy sur
un territoire limité aux aires ganglionnaires atteintes semble efficace. En effet dans
les stades Ann Arbor | la radiothérapie peut étre la modalité thérapeutique exclusive
dans la mesure ou les statistiques montrent que plus de 80% des malades
demeurent en rémission 10 ans aprés ce traitement.

En revanche dans les stades |l, le taux de rechute a 5 ans atteint 30 & 50%, justifiant
d’associer une chimiothérapie ; cela étant d’autant plus vrai qu'il existe des facteurs
de mauvais pronostic ; une masse tumorale volumineuse, des signes généraux, une
augmentation des LDH sériques.

B- Traitement des formes étendues, les modalités thérapeutiques de ces formes
disséminées - qui représentent plus de 70% des lymphomes de faible malignité -
demeurent trés discutées.

En effet aucune modalité thérapeutique n’est apparue capable de modifier de
maniére déterminante le pronostic naturel de la maladie. Cependant, il faut garder a
I'esprit que le pronostic vital est en jeu chez les patients présentant un lymphome
indolent aprés transformation de celui ci, la survie médiane est alors de 1 an.

Il n'y a donc pas de recommandation établie concernant ce choix, qui s'étend a
'heure actuelle de l'abstention thérapeutique a la polychimiothérapie en passant par
la monochimiothérapie et I'indication de I'interféron alpha.

Ce choix se discute notamment sur 'ensemble des facteurs pronostics ;sous type
histologique, age, LDH sérique, certaines localisations notamment médullaire et
hépatique ou tout autre localisation menacgant la fonction d'un organe, cytopénie
sanguine, présence de symptoémes B.
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Abstention thérapeutique.

L’équipe de Stanford a montré par un suivi prospectif qu'une abstention
thérapeutique jusqu’ a progression symptomatique pouvait étre proposée a des
malades, atteints de LNH indolent disséminé et notamment de type folliculaire,
sélectionnés par I'absence de facteur pronostic péjoratif. Les auteurs ayant méme
rapporté une incidence de régression spontanée de la maladie de 23%.

Une autre étude comparant une chimiothérapie agressive de type Pro-MACE-MOPP
avec irradiation nodale a une abstention thérapeutique n’'a pas pu montrer de
différence de survie entre les deux groupes au délai médian de suivi de 4 ans.

Monochimiothérapie.

Le chlorambucil et le cyclophosphamide ont été les médicaments de loin les plus
utilisés et ce sont mémes les traitement standards des lymphomes folliculaires.

Cette monochimiothérapie permet I'obtention d’une rémission dans 50 a 70% des
cas, apres un délai médian de 12 a 18 mois. Cependant la majorité des malades
rechute aprés un délai médian d’'environ 30 mois et il n’existe pas de net plateau de
survie.

Polychimiothérapie. [Tableau XV]

Le protocole CVP administré selon des modalités variables au cours de multiples
essais thérapeutiques a montré qu'’il permettait 'obtention d'une rémission dans 65%
a 80% des cas apres un délai médian de moins de 6 mois. Cependant comme avec
la monochimiothérapie, la durée médiane de rémission est de 30 a 36 mois sans net
plateau de survie sans manifestation de la maladie.

Le protocole CHOP est le traitement standard des lymphomes agressifs, compte
tenu de son efficacité dans ces pathologies, on a proposé son application pour
améliorer le pronostic des LNH de faible malignité (lymphomes folliculaires comme
LLC).

L’association CHOP se révele dans le traitement des LLC étre une bonne approche
thérapeutique bien qu'elle ne donne pas de réponse définitive et ralentisse
simplement mais sensiblement I'évolution naturelle de la maladie. La fludarabine
monophosphate, dont Grever a rapporter le premier l'efficacité dans les LLC
présente une toxicité modérée tout en donnant une médiane de survie sensiblement
différente entre les répondeurs et les non répondeurs. La 2-chlorodésoxyadénosine a
également été utilisée dans les LLC réfractaires (53% des patients ayant répondu a
cette drogue), de plus la diminution secondaire en lymphocytesT semble de plus
courte durée que celle induite par la 2-déoxycoformycine.

Par la suite la démarche a été étendu a d’autres polychimiothérapies incluant des
anthracyclines. L'utilité de tels traitements reste discutée.

Certaines études randomisées n'ont pas montré de différence entre un protocol P-
COP et PACOP, dans d’autres LNH indolent et notamment folliculaire, aussi bien en
ce qui concerne le taux de rémission (47% vs 43%) que la survie sans manifestation
de la maladie.
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Tableau XV. Principaux protocoles de polychimiothérapie.

Protocole CHOP Cyclophosphamide :750 Ivj1.
' Doxorubicine :50 Ivj1.
J1=J21 Vincristine : 1,4 IV j1.
Predniso(lo)ne :60- 100 per os j1 & j5.

Protocole CVP Cyclophosphamide
Vincristine
Prednisone

Protocole P-COP Procarbazine
Cyclophosphamide
Vincristine
Prednisone

Protocole PACOP Procarbazine
Cyclophosphamide
Vincristine
Prednisone
Doxorubicine

Protocole m-BACOD Methotrexate 200 J8-J15
Bléomycine 10 J1
J1=J22 Doxorubicine 45 J1
Cyclophosphamide 600 J1
Vincristine 1 J1
Dexaméthasone 6 J1-J5

Protocole Pro MACE-MOP Etoposide 120 J1
Cyclophosphamide 650 J1
Doxorubicine 25 J1

J1=J29 Prednisone 60 J1-J8

Cytarabine 300 J8
Bléeomycine 5 J8
Vincristine 1,4 J8
Méthotréxate 120 J8

Protocole LNH 87 ACVBP induction Adriamycine 751V J1
Cyclophosphamide 1200 IV J1

J1=J15 ' Vindésine 2 IV J1-J5
Bléomycine 10(dose totale) IV J1 et J5
Prednisolone 60 per os J1 a4 J5

doses indiquées sauf indication contraire en mg/m?/J

120




Généralités sur les lymphomes non hodgkiniens
Thérapeutiques classiques et perspectives d’immunothérapie

Polychimiothérapie intensive avec greffe de moelle.

Chez des malades, surtout jeune, ayant un lymphome non agressif devenu
résistant a la chimiothérapie conventionnelle, une chimiothérapie intensive avec ou
sans irradiation corporelle totale suivie d’'une autogreffe de cellules souches
périphérique peut étre proposé, cependant sa mortalité et sa morbidité incitent a ne
pas la proposer en premiére intention.

Plusieurs questions concernant ces intensifications thérapeutiques restent en
suspens.

Quelle est la date optimale pour envisager une intensification thérapeutique, dans
quels cas, quel est le meilleur conditionnement pour le greffon ?

Ces questions sont actuellement posées par des essais cliniques proposés par
divers groupes coopérateurs comme le groupe du Dana Farber Cancer Institute de
Boston.

Place de l'interféron alpha.

Des études de phase |l pratiquées dans les années 1975-1980, groupe
d'étude des lymphomes folliculaires, avaient montré un taux de réponse de 'ordre de
30 a 40% apres traitement par linterféron alpha, y compris avec les formes
chimiorésistantes. Cette efficacité en monothérapie a récemment été confirmeée.

Les essais actuels ont démontré la place de l'interféron essentiellement dans deux
circonstances ;

M En traitement d’entretien aprés réponse maximale a la chimiothérapie puisque
'OERTC (organisation européenne de recherche et de traitement du cancer) par
une étude randomisée sur des patients atteints d’'un lymphome folliculaire montre
que la médiane de survie passe de 87 semaines a 120 semaines entre le groupe
bénéficiant d’'une abstention thérapeutique et celui bénéficiant d’interferon alpha
2a a la dose de 3 MU, 3 fois par semaines pendant un an, les deux groupes étant
au préalable traités par chimiothérapie CVP avec éventuellement irradiation des
masses tumorales volumineuses.

B En association avec une chimiothérapie conventionnelle, ces essais étant justifiés
par la démonstration in vitro ou chez 'animal d’effets additifs ou synergiques entre
I'interféron alpha et plusieurs cytotoxiques actifs dans les lymphomes.

Deux études sont importantes. L’étude de TECOG a porté sur des malades traités
par polychimiothérapie de type CHOP uniquement ou avec de linterféron alpha
donne pendant 5 jours avant chaque cycle de chimiothérapie.

L'essai du GELF ou les malades atteints de lymphome folliculaire de forte masse
tumorale étaient traités par une chimiothérapie CHVP (CHOP avec demi-dose de
Doxorubicine) avec ou sans interféron donné concomitamment pendant 18 mois.
L'essai du GELF est le seul a montrer un bénéfice non seulement de survie sans
événement, mais également de survie globale en faveur des patients traités par
linterféron, avantage qui se traduit également en un surcroit de vie de qualité
optimale..
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IV-2-2e2- LNH agressifs, de haute malignité.

Depuis quelques années les progrés du traitement des LNH agressifs,
notamment de la chimiothérapie permettent d’espérer guérir au moins 50% des
malades. C’est dire que pour chaque malade il importe de choisir le traitement initial
optimal donnant les meilleurs chances d’obtention d'une rémission compléte initiale,
condition sine qua non pour espérer une guérison ultérieure au prix d'une morbidité
minimale. ' '

Traitement des formes localisées ; Dans les stades Ann Arbor | et ll, 1a radiothérapie
a la dose de 35 a 40 Gy sur les aires ganglionnaires atteintes permet le controle
immédiat de la maladie dans plus de 90% des cas.

Cependant, la rechute en territoire non irradié est relativement fréquente, beaucoup
plus dans les stades Il que dans les stades |. De ce fait la radiothérapie exclusive
tend a étre abandonnée. Actuellement, la majorité des auteurs préconise un
traitement par 3 ou 4 cycles de chimiothérapie- avec plutdt un protocole de premiére
génération dit de type CHOP plutét qu'un protocole plus agressif de type 3°
génération- suivi d'une radiothérapie. Ces modalités thérapeutiques permettent une
survie sans rechute de 80 a 95% a 5 ans sans effet secondaire sévére.

Traitement des formes disséminées.
Chimiothérapie. .

La chimiothérapie est 'arme thérapeutique cardinale des LNH. Les premiers
progreés sont apparus en 1975 avec le développement des protocoles dits de 1
génération, dont I'association CHOP et les associations apparentées (adjonction de
procarbazine, de bléomycine) en sont I'exemple type. Le suivi a long terme des
malades traités par de tels protocoles a montré qu'il permettaient d’'obtenir un taux
de rémission compléte de I'ordre de 60% avec environ 30% de survivants a long
terme.

Mais pour les LNH agressifs les étapes principales des progrés thérapeutiques se
situent la aussi dans l'individualisation des groupes pronostiques afin d’intensifier les
polychimiothérapies des malades aux pronostics les moins favorables sans pour
autant devoir augmenter la morbidité chimioinduite des patients aux pronostics plus
favorables.

Les protocoles dits de 2° et 3 °générations (LNH 87, Pro MACE-MOP, m-BACOD,

PACOP) [Tableau XV] reposent sur les principes suivants :

B augmentation du nombre de drogues d'efficacité démontrée en
monochimiothérapie sur les LNH agressifs.

B augmentation de la posologie de meédicaments pour lesquels il existe des
arguments en faveur d'une relation doselefficacité (anthracyclines,
cyclophosphamide).

B administration dans les intercycles de drogue faiblement myélotoxique (vinca-
alcaloide, méthotrexate, biéomycine).

B diminution des durées des intercycles (2 semaines au lieu de 3 ou 4).
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Concernant ces nouveaux protocoles, d’apparition plus récente, deux faits sont

établis :

® par rapport au protocole CHOP, ils permettent d’obtenir un taux de rémission
complet supérieur (entre 65% et 80%), un taux de rechute plus faible (20 a 25%)
et un taux de survie sans manifestation de la maladie entre 50 et 60% a 3 ans.

B en revanche leur morbidité et leur mortalite sont plus élevées, en particulier en
raison d’infections liées a la neutropénie chimio-induite.

Le protocole LNH87 proposé par le groupe d'étude des lymphomes agressifs en est

un exemple. Le traitement des malades de bon pronostic est randomisé entre une

chimiothérapie de 2°™ génération (m-BACOD réalisable en externe) et un protocole

de 3™ génération (ACVBP) a priori plus agressif. Les malades de moins bon

pronostic sont traités, soit par une chimiothérapie conventionnelle de

3*Mgénération,soit, aprés une phase d'induction par une chimiothérapie intensive

avec autogreffe de moelle.

Traitement de rattrapage-autogreffe de moelle.

Toutes les études prospectives pratiguées montrent que le pronostic des

malades traités par un protocole de chimiothérapie de 3™ génération et non mis en
rémission compléte est particulierement défavorable. Moins de 10% d’entre eux ont
une survie prolongée. L’efficacité de certains protocoles de rattrapage, comme le
protocole MIME, qui a fait naitre de nombreux espoirs n’a pas été confirmé. En fait,
ici aussi, les seuls résultats notables de traitement de rattrapage proviennent de
séries utilisant une chimiothérapie a fortes doses associée ou non a une irradiation
corporelle totale avec sauvetage par une autogreffe de moelle, le plus souvent
autologue. Plusieurs séries ont eté ainsi rapportées qui permettent,
schématiquement, d’obtenir au moins 30% de survivants a long terme, ce qu'aucune
série antérieure de malades traités par chimiothérapie conventionnelle n’avait permis
d’obtenir. Chez les sujets de moins de 55 ans, cette modalité thérapeutique doit donc
étre systématiquement envisagée en cas de résistance primaire ou de rechute aprés
traitement.
Chez les malades en rémission partielle aprés traitement d’induction optimal, des
études ont également souligné lintérét de [lautogreffe de moelle aprés
chimiothérapie a forte dose. Le probléme est cependant compliqué par la difficulté
qui existe dans certains cas a distinguer une réponse partielle d'une réponse
compleéte lorsqu’il persiste une masse apres chimiothérapie. Il n'est en effet pas rare
qu’il persiste une masse dite résiduelle, rarement tumorale, plus souvent scléreuse.
La réponse partielle peut étre confirmée lorsqu’une biopsie ou une ponction sous
écho- ou tomodensitométrie montre la persistance de cellules tumorales. Négatif, le
prélevement ne permet pas de conclure formellement. C'est I'absence de tout
symptéme, de tout signe clinique anormal, la persistance inchangée de la masse qui
permet de conclure in fine a son caractére résiduel.
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Chapitre V- Perspectives d’lmmunothérapie.

V-1- Introduction.

Dans le traitement des lymphomes non Hodgkiniens, la chimiothérapie
conventionnelle ou intensifiée montre actuellement ses limites .
En effet, bien que des progrés importants aient été accomplis dans ce domaine , les
résultats de ces derniéres années ne montrent pas d'amélioration globale.
La nécessité de trouver des modalités thérapeutiques compliémentaires de ces
schémas conventionnels est réelle.!'®!
Depuis environ cing a dix ans, il apparait que I'immunothérapie constitue I'un des
principaux compléments de la chimiothérapie et que I'amélioration du pronostic
viendra probablement de leur association.

L'immunothérapie est constituée par l'ensemble des moyens thérapeutiques
permettant de corriger les déficits immunitaires et/ou d’amplifier les meécanismes de
défense anti-tumorale observés au cours du développement et de I'évolution des
lymphomes non Hodgkiniens.

Ces moyens sont trés multiples et la place de chacun d'entre eux reste encore
imprécise .

V-2- Les anticorps monoclonaux’

Actuellement, avec le développement technologique induit par les progrés réalisés en
biologie moléculaire ainsi que la maitrise de leur production par la technique des
hybridomes, les anticorps monoclonaux ont trouvé une place dans les traitements
immunosuppresseurs .[ Figure 53]

Les champs d’application des anticorps monoclonaux sont d'ores et déja multiples.

lis peuvent étre utilisés pour le diagnostic grace a leur capacité de reconnaitre une
protéine donnée. On peut aussi coupler I'anticorps a un radio-isotope pour obtenir
une imagerie sélective de certains organes.

Les AcMo peuvent également étre utilisés en thérapeutique pour neutraliser un micro-
organisme, une molécule toxique... ou pour bloquer un récepteur.

On peut aussi coupler chimiquement I'anticorps monoclonal a une toxine ou un radio-
isotope qui sera acheminé(e) au contact des cibles reconnues par I'anticorps, par
exemple des cellules cancéreuses.
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Figure 53. Principe général de production des anticorps monoclonaux.
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La production des anticorps monoclonaux passe par I’isolement d’un plasmocyte et I’immortalisation de celui-ci
afin de le maintenir indéfiniment en culture cellulaire. Pour cela, les plasmocytes sont fusionnés avec des
plasmocytes immortels ( de myélome). Les cellules hybrides ainsi obtenues sont immortelles et appelées
hybridomes. Les anticorps monoclonaux sont produits en quantité importante par les hybridomes et peuvent étre

récoltés dans le surnageant de culture.
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V-2-1- Mécanisme d’action des anticorps monoclonaux

L’anticorps monoclonal peut bloquer, diminuer ou augmenter la fonction
biologique propre de I'antigéne cible.
Les mécanismes des effets anti-tumoraux induits par les anticorps monoclonaux
peuvent étre complexes et variés.
lls peuvent agir directement sur la croissance cellulaire du clone malin en inhibant
des phases du cycles cellulaire, en induisant une apoptose cellulaire ou bien en
bloguant les récepteurs propres de certaines interleukines, ou encore en activant une
réponse immunospécifique médiée par une immunoglobuline.
Une lyse cellulaire par activation du complément, une facilitation de la phagocytose
et/ou une cytotoxicité anticorps dependante font aussi partie des mécanismes
d’action des anticorps monoclonaux .
Cependant, les résultats initiaux des premiers traitements anticancéreux par
anticorps monoclonaux sont apparus décevants et ce pour plusieurs raisons """

M |e choix des antigénes :

lls constituaient de mauvaises cibles soit parce qu'ils étaient libérés dans la
circulation spontanément ou aprés fixation de I'anticorps, soit parce gu'ils étaient
rapidement internalisés aprés fixation de I'anticorps, soit parce que leur expression
était hétérogéne au sein de la population tumorale ou modulée lors de I'évolution
tumorale, soit en raison de leur présence sur des cellules normales .

W |'utilisation exclusive d'anticorps d’origine murine [Figure 54] :

Elle avait deux inconvénients.

En premier lieu, le pouvoir cytotoxique des anticorps murins (opsonisation, activation
du complément, cytotoxicité cellulaire) chez 'homme est faible; les régions
constantes de I'anticorps murin étant incapables d’assurer certaines de ces fonctions
chez 'homme.

En second lieu, les traitements par les anticorps murins provoquaient 'apparition de
xénoanticorps HAMA ( Human Anti-Monoclonal Antibodies ou anticorps anti-
idiotypiques) dirigés contre des antigénes du fragment Fc des immunoglobulines
murines, responsables d'effets indésirables (réactions anaphylactiques ou maladies
sériques) et de neutralisation de P'anticorps.

L'élimination des AcMo était ainsi accélérée et leur demi-vie était trés courte,
entrainant souvent, la encore, une diminution de leur efficacité.

Les HAMA pouvant persister plusieurs mois aprés le traitement par AcMo et
réapparaissant trés vite en cas de réintroduction de 'Ac Mo murin, l'utilisation
prolongée ou ultérieure de tels anticorps était sérieusement limitée.

Les opportunités actuelles de traitement par anticorps monoclonaux sont devenues

prometteuses grace a l'amélioration provenant d'une meilleure sélection des
anticorps et antigeénes .
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V-2-2- Caractéristiques et sélection des anticorps: AcMo chimérique et
humanisé.

Grace au progrés venus de l'ingénierie- moléculaire, il a pu étre fabriqué des

anticorps chimérisés, comportant une faible part des fragments Fab d’origine murine,
sites de liaison a [I'antigéne, tandis que le reste de la molécule, notamment le
fragment Fc (responsable de la production d’Ac anti-souris) est remplacé par un
fragment Fc d’origine humaine.
Ces Ac Mo chimériques n’entrainent que tres rarement d’apparition d'Ac anti- murins
HAMA. La combinaison des régions constantes humaines et des régions variables
murines a donc permis la mise au point d’/AcMo moins immunogénes, mais leur
demi-vie reste plus courte que celle des immunoglobumines humaines. [Figure 54]

Pour réduire encore I'immunogénicité, I'ingénierie moléculaire a développé des
anticorps « humanisés », fabriqués dans I'espoir d’améliorer leur cytotoxicité et/ou
leur tolérance par :

B Insertion de régions CDR (complementarity-determining regions) sur une
immunoglobuline humaine, qui n’intégre que le site de liaison a I'antigéne de
I'’Ac murin. ‘

B Création d’Ac bi-spécifique comportant un site de liaison a un Ag pan B (CD20)
et un site de liaison & 'Ag CD3 des cellules cytotoxiques afin d’améliorer le
recrutement des cellules T cytotoxiques au niveau des Iésions
lymphomateuses.

Ainsi, presque toute la molécule est d'origine humaine, a I'exception des régions
déterminant la spécificité vis a vis de la cible, ou complémentarité (CDR) et de
quelques acides aminés nécessaires a maintenir leur conformation correcte au sein
du domaine de fixation. Les parties murines, intégrées dans une molécule humaine
par génie génétique ne représente alors plus que 10% des acides aminés de
I'anticorps. [Figure 54]

La sélection des Ac est également trés importante. Dans la classe des
immunoglobulines, il faut utiliser en priorité les IgG, dont la biodistribution est
meilleure que celle des IgM. L’Anticorps ne doit pas avoir une clairance trop rapide.
Enfin, la technique de traitement dite « First shot, first hit » qui consiste a injecter
d’emblée une dose forte et unique, permet de pallier & linternalisation et optimise
I'antigénémie circulante.

V-2-3- Nature et choix des Antigénes cibles.

Les antigénes sont choisis en fonction du type d’'anticorps que l'on veut
utiliser.
Les cellules lymphomateuses portent a leur surface et/ou dans leur cytoplasme un
grand nombre de constituants a activité antigénique, pouvant servir de cibles aux
traitements par Ac Mo. [Tableau XVI]

127




Généralités sur les Lymphomes non Hodgkiniens (LNH)
Thérapeutiques classiques et perspectives d’Immunothérapie

Figure 54. Anticorps murin, chimérique et humanisé : les différences.

e

Tableau XVI. Antigénes des cellules B pouvant servir de cible a I'action d'anticorps

monoclonaux.
Antigéne de différenciation | Synonyme Anticorps Expression pathologique

CD10 CALLA Lymphomes folliculaires,
leucémies aigués lymphoides
lymphoblastiques

CD19 B4 Tous Lymphomes B

CD20 Bl L26 Tous Lymphomes B

CD22 B3 Leu 14 Tous Lymphomes B

CD23 B8 Certains Lymphomes B

CD45 Antigene leucocytaire Tous Lymphomes

commurn
CD52 CAMPATH 1 Certains Lymphomes
CD79%a MBI Lymphomes B
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V-2-31- Les idiotypes.

La cible idéale est constituée par le déterminant idiotypique, c'est a dire la
partie spécifique des molécules d'immunoglobulines de surface. C'est I'exemple
méme d'un Ag spécifique de tumeur.

Plusieurs études de traitement par Ac dirigés contre les déterminants idiotypiques
ont été entreprises depuis 1980, notamment Far I'équipe de Levy a stanford, d'abord
avec des anti-sérums puis avec des AcMo. "

Des rémissions inespérées, trés prolongées ont été observées mais ces cas sont
exceptionnels et les résultats globalement décevants.

Les limites de ces traitements sont de plusieurs ordres :

W |a production d’Ac anti-idiotypiques doit étre faite par technique d’hybridome
quasiment pour chaque malade, procédure difficile, Iongue colteuse et sur
mesure.[ Figure 53]

W certains sous clones lymphomateux, dés le stade initial et surtout en
rechute, expriment un idiotype muté qui n'est pas reconnu par I'Ac, voire
n'expriment plus l'idiotype et constituent ainsi une cause de résistance
primaire ou secondaire au traitement '*"!

m sous l'effet de 'Ac Mo anti-idiotype, les cellules lymphomateuses sont
capable d'internaliser, au moins transitoirement; [lidiotype pour se
soustraire a l'action de 'Ac Mo.

Du fait de ces inconvénients, les développements actuels conduisent a faire produire
par le malade lui méme ces Ac anti-idiotypiques : il s'agit alors de la vaccination anti-
idiotypique.

V-2-32- Autres antigénes.

D'autres antigénes cibles peuvent étre choisis en fonction de plusieurs
caractéristiques :

W Leur degré d'expression par les cellules lymphomateuses, qui doit étre le plus
éleveé possible dans le sous type histologique que I'on cherche a traiter.

W Leur spécificité, en particulier leur expression par des cellules lymphoides ou
extra-lymphoides normales.

W Les conséquences de la fixation des Ac Mo sur des cellules non lymphomateuses.
B Enfin, la densité par cellule doit étre suffisamment élevée pour permettre une

activation des cellules cytotoxiques et du systéme du complément (> a 200 000
par cellule).
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Ainsi, ont été choisi [Tableau XVIJ:

W | 'Ag CD52, présent sur presque toutes les cellules lymphoides B et T et 95% des
lymphomes. Mais les traitements par Ac Mo anti CD52 ( Ac CAMPATH R1H) sont
responsables de déficits immunitaires sévéres.

B L'Ag CD22, exprimé par la quasi totalit¢é des lymphomes B. Il a pour
caractéristique une rapide internalisation aprés contact avec un Ac anti- CD22, ce
qui représente souvent un inconvénient (peu d’activité cytotoxique) mais parfois
un avantage lorsque cette internalisation favorise la pénétration intracelluiaire
d’'une substance cytotoxique, comme une toxine.

B | 'Ag CD20 qui présente d’énormes avantages. Son intérét particulier réside dans
quatre spécificités essentielles :

—> expression par presque tous les lymphomes B, quelque soit leur degré
de malignité histologique.

— important ancrage dans la membrane cellulaire, ce qui empéche son
internalisation ou sa libération dans le milieu extra cellulaire.

— forte densité d’expression sur les cellules lymphomateuses folliculaires
notamment, mais beaucoup plus faible sur les cellules de Leucémie
Lymphoide Chronique ce qui en fait une moins bonne indication.

— bien que 'Ag CD20 soit également exprimé par les cellules lymphoides
B normales (sauf aux stades de maturation les plus précoces et les plus
tardifs) un traitement par Ac Mo Anti-CD20 n'entraine pas, pour des
raisons assez mal connues, de déficit de Fimmunité humorale et
notamment de baisse des taux sériques des immunoglobulines
normales. il ne présente donc qu’un faible risque immunosuppresseur.
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V-2-4- Traitement par Ac Mo anti-CD52 CAMPATH® 1H.
Wellcome Research Laboratories, Beckenham, UK.

L'’Ac CAMPATH® 1H est une IgG1 humaine sur laquelle ont été greffées les 6
régions hypervariables des domaines variables des chaines lourdes et légéres de
I'anticorps CAMPATH® 1G d'origine murine dirigée contre I'antigene CD52.
L’antigéne CD52 est exprimé a la surface des lymphocytes T et B ainsi qu’a un faible
degré sur les monocytes. C'est un polypeptide de 21-28 kDa fixé a une
glycoprotéine.

Les mécanismes de l'activité anti-tumorale de CAMPATH® 1H, in vivo, ne sont pas
complétement élucidés mais il semble gqu'ils soient médiés par une activité cellulaire
cytotoxique anticorps dépendante (ADCC), une activité cytolytique liée au
complément ou l'induction d’'une apoptose.

CAMPATH® 1H semble également induire une réponse immunitaire humorale et
activer le réseau antigénique idiotypique, ce qui pourrait expliquer certains effets
secondaires.

Si les premiers essais pratiques sur les patients atteints de LNH de type B ont été
peu concluants, ceux effectues sur des patients atteints de LLC le sont plus.
CAMPATH® 1H semble alors avoir induit une réaction cytotoxique « Natural Killer »
en augmentant I'expression de CD16, la sécrétion de TNF-q, IFN-y et IL-6.
Cependant CAMPATH® 1H a également induit de nombreuses lymphopénies
prolongées et une immunosuppression induite a aboutit chez un patient a une
infection sévére a CMV.

Un essai a démontré une rémission marquée chez 11 patients sur 15 et une
rémission complete de 9 patients sur 15 traites par CAMPATH® 1H dans le cadre
d’'une leucémie prolymphocytique de type T .

Dans le cadre d’'une LLC de type B, Osterborg a administré CAMPATH® a 9 patients
tous atteints a des stades Ann Arbor Il et IV pour les patients récidivant a une
polychimiothérapie et des stades Ann Arbor IB, IIB et [lIB pour les patients jamais
traités.[Tableau XVIi]

Les patients N°1, 2, 3, 4 et 5 ont regu une fois par semaine en intra veineuse lente
(24h) des doses graduelles de CAMPATH® 1H pendant 4 a 12 semaines.

La dose initiale étant de 7,5 mg la premiére semaine puis de 12, 24, 75 puis
occasionnellement de 240 mg par injection.

Les patients N° 6, 7, 8 et 9 ont été traités 3 fois par semaine (avec une injection de 2
heures en intra veineuse (patient 6 et 7) ou en sous cutanée pour les patients 8 et 9)
pendant 18 semaines a des doses 3 a 30 mg de CAMPATH® 1H.

Les cellules malignes ont disparues du sang de tous les patients aprés une durée
moyenne de traitement de 16 jours et elles sont restées absentes aprés l'arrét du
traitement de 8 a 24 mois.

Tous les patients atteints de LLC-B présentent une rémission compléte de
I'envahissement meédullaire malin.

Le patient 5 présente une réduction de I'envahissement tumoral médullaire de 25 %
alors que la biopsie médullaire des patients 1 et 3 reste inchangée.

Si le patient atteint de syndrome de sézary a vu régresser ses ulcérations malignes,
d’'importantes réactions cutanées avec prurit sont apparues.

Comme pour les essais préceédents une lymphopénie (4480 lym/ul en début de
traitement = 170lym/uL en fin de traitement) est observée.

131




Généralités sur les Lymphomes non Hodgkiniens (LNH)
Thérapeutiques classiques et perspectives d’Immunothérapie

Les cellules NK et les monocytes CD14+ ont peu été modifiés par CAMPATH® 1H
alors que les taux moyens de cellules lymphocytaires T natives CD4+ et CD8+ ainsi
que les lymphocytes B (CD19+) ont été profondément modifiés.

Le taux moyen de granulocytes évolue peu et passe de 4,9. 10%L en pré-traitement a
3,1.10%L en post-traitement.

Cette étude confirme certains effets secondaires de type allergique comme quelques
fievre, frisson, hypotension semble-t-il liés a la libération des cytokines ainsi que la
lymphopénie induite par CAMPATH® 1H.

En conclusion, on pourrait dire que ces résultats expliquent le développement actuel
de l'utilisation de CAMPATH® 1H, surtout dans la leucémie lymphoide chronique et
la leucémie prolymphocytaire.

Il pourrait également s’avérer utile dans les formes leucémiques de LNH en
association avec un autre traitement. Mais cette activité se fait au prix d’'une
neutropénie et d’une Iymphopeme séveres et prolongées avec un risque infectieux,
notamment viral, élevé.

V-25- Traitement par Ac Mo anti CD20- Rituxan®/ Mabthera®.

Pour les raisons précédemment développées, de récents travaux ont présenté
I'antigéne CD20 comme une cible privilégiée de 'immunothérapie.
Le Rituxan® (Mabthera® en Europe) est donc le premier anticorps monoclonal anti
CD20 qui fut agréé par la FDA dans le traitement du cancer.
Cet anticorps monoclonal chimérique est un hybride entre des régions variables des
chaines lourdes et légéres d'un Ac Mo anti CD20 d’origine murines et des régions
constantes de chaines lourdes d'lgG1x humaines.
Le Rituxan® se lie donc de fagon spécifique a I'antigéne CD20 exprimé largement a
la surface de cellules tumorales de nombreux LNH de phénotype B.
La nature méme du récepteur CD20 en fait une excellente cible pour un traitement
immunothérapique puisqu’il répond a tous les principes de base de I'immunothérapie
induite par les anticorps monoclonaux.
L’expression de CD20 a la surface des cellules cancéreuses des LNH de type B est
importante, il n'est pas internalisé, il ne mute pas, il n'y a pas de modulation de son
expression. De plus de part son rdle biologique propre (canal calcique) son blocage
spécifique semble induire une activité anti-tumorale directe puisqu’elle semble étre
concomitante in vitro avec une diminution de la croissance cellulaire tumorale, peut
étre en induisant une apoptose cellulaire. La fraction IgG1 du Rituxan® (rituximab)
induit, elle une réponse immunitaire T cytotoxique.
Les modalités de traitement par rituximab sont simples ; le schéma habituel des
essais cliniques comporte 4 perfusions intraveineuses ( a raison d’une par semaine)
a la dose de 375 mg/m?,
Cependant pour des raisons de risque de toxicité immédiate, ces traitements ne
doivent étre administrés que dans des services spécialisés.
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A cette dose, les études pharmacocinétiques montrent que la concentration
maximale ( C max) et la demi-vie sérique :

B augmentent avec la répétition (quatre) des injections , probablement par
diminution du pool d’Ag CD20 présents.

M sont inversement corrélées a la masse tumorale puisque I'élimination de
I'Ac est essentiellement liée a sa fixation sur les sites CD20.

m sont plus faibles dans les lymphomes lymphocytaires ( a faible expression
de CD20) que dans les lymphomes folliculaires.

W aprés traitement unique ( quatre semaines), I'Ac rituximab est retrouvé
dans le sérum a des taux significatifs jusqu'a 6 mois apreés le traitement. La
demi-vie du rituximab aprés la quatriéme injection étant de 200 heures
environ, on comprend mal cette longue persistance sérique de I’ AC Mo. |l
pourrait s'agir d'un phénoméne de relargage de I'Ac par les cellules cibles
CD20+ sur lesquelles I'Ac s’est fixé sans induire de lyse cellulaire.

Bien qu’aprés traitement par Rituxan®, la déplétion lymphocytaire soit profonde et
prolongée ( 3 a 6 mois) la baisse des taux sériques des immunoglobulines est
modeste ( environ 20%) et il n’y a pas d'immunodépression significative.

Plusieurs études de Phase |l ont été rapportées et ont démontré une efficacité
puisque le nombre de cellules B malignes circulantes a rapidement chuté et devant
des taux de rémissions allant de 48% a 50% la FDA a agréé le Rituxan® dans le
traitement des LNH indolents de phénotype B et notamment de type folliculaire.

[ Tableau XVIiI ]

Le rituximab est donc actuellement indiqué dans les lymphomes folliculaires de stade
M/AV ( de la classification Ann Arbor) a partir de la deuxiéme rechute aprés
chimiothérapie ou en cas de chimiorésistance.

Il semblerait que le Rituxan® serait méme efficace sur 45% des patients ayant déja
répondu positivement au rituximab et ayant rechuté puisque les lymphomes
continuent habituellement a exprimer CD20, autorisant a reprendre un traitement par
rituximab avec un taux d’efficacité non négligeable.

Une réponse immunitaire secondaire contre I'antigene chimérique ne se serait initiée
que dans moins de 1% des cas.

La toxicité du Rituxan® est essentiellement observée pendant les perfusions,
notamment lors de la premiére avec un risque de manifestation de type allergique :
fievre, hypotension, rashs cutanés, obstruction laryngée ou bronchospasme et voire
exceptionnellement un choc ( quelques décés toxiques ont été signalés).
Les autres complications sont plus rares. Il n'y a pas de toxicité hématologique
notable, pas d'alopécie ; Il n'y a pas d’augmentation du risque d’infection.
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Tableau XVII. Etude de phase Il de I'anticorps chimérique anti CD52.

Etat clinique du patient

Patient| Age |Sexe|Stade d'Ann Arbor
1 67 F v
2 37 F il
3 44 F v
4 35 F v
5 53 H v
6 55 H B
7 61 F - 1IB
8 71 F B
9 43 H HB

8 mois depuis la derniére chimiothérapie (LF)
4 mois depuis la derniére chimiothérapie (LF)
23 mois depuis la derniere chimiothérapie (LF)
23 mois depuis la derniére chimiothérapie (SS)
7 mois depuis la derniére chimiothérapie (LF)

jamais traité (LLC-B)

Jjamais traité (LLC-B)

Jjamais traité (LLC-B)

jamais traité (LL.C-B)

LF : Lymphome Folliculaire
SS : Syndrome de Sesary

LLC : Leucémie lymphoide chronique de Phénotype B

Tableau XVIIl. Etudes de phase 1l de I'anticorps chimérique anti CD20 rituximab

dans les lymphomes de faible grade

Auteur [Réf.] Nb de patients Type Nb médian  Réponse RP RC Durée

histologique de chimios globale (%) (%) méd.

antérieures (%) Réponse
(mois)

Maloney [78] 37 Foll 2 46 38 8 10,2
Mc laughlin 166 Foll 3 48 42 6 13,0
[75] 67 Foll NP 48 46 2 NP
Gupta [50] 37 Faible grade 2 63 NP NP >11
Piro [90] 31 Faible grade* 3 43 35 8 9
Davis [26]

NP : non précisé

Foll : Lymphome Folliculaire
RP : Réponse partielle

RC : Réponse compléte

* Patients avec volumineuse masse tumorale, ¢’est 4 dire au moins une masse > 10 cm.
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D’autres développements du Rituxan® sont en cours d'étude :
= En traitement initial, en monothérapie dans les lymphomes folliculaires.

= La place du rituximab combiné a une polychimiothérapie de type CHOP est déja
en cours d'évaluation dans le cas de LNH indolents. Le protocole consistant a
administrer 6 doses de rituximab entre six cycles de type CHOP. La toxicité du
traitement proposé a été comparable aux types d'effets secondaires survenus
lorsque le rituximab est utilisé seul ou lors d'une polychimiothérapie de premiére
génération.

= Une amélioration clinique est apparue pour la plupart des patients et une
régression tumorale suivie par une diminution de I'expression de bcl-2 tant au
niveau des cellules circulantes que dans les masses tumorales elles mémes a été
constatée.

» Avant intensification thérapeutique avec autogreffe de cellules souches
hématopoiétiques pour purger in vivo la moelle et le sang de cellules
lymphomateuses.

En conclusion, il semble déja que I’Ac Mo anti- CD20 sera le premier d’une nouvelle
classe d’agents promettant une forte spécificité tumorale et sans nombreux effets
secondaires pour I'hbte.

V-3- Autres alternatives de traitement par les AcMo.
V-3-1- Radio-immunothérapie.
V-3-1a- Principes généraux.

Elle consiste a augmenter la cytotoxicité des AcMo en les couplant & des
substances elles mémes cytotoxiques : un radio-isotope.
La présence d'un radio-isotope accroit considérablement la cytotoxicité, tout en
préservant une sélectivité d’action du radio-isotope qui détruit surtout les cellules
porteuses de I'antigéne contre lequel est dirigé 'Ac Mo mais également les cellules
contigués aux cellules porteuses de l'antigéne (quelles soient lymphomateuses ou
cellules réticulaires de soutien de la prolifération). Deux isotopes sont
essentiellement utilisés :

0 L’iode 131 (émetteur B et y) dont la demie vie est relativement longue ( huit
jours) et qui exerce un effet tumoricide sur environ un millimétre autour de la cellule
lymphomateuse. Sa dosimetrie est bien établie et il permet la réalisation d’'une
imagerie médicale associée du fait de 'émission y qui impose cependant le respect
des mesures de radioprotection.

Il a également comme principal inconvénient la propriété de libérer de liode 131
libre, toxique pour la moelle osseuse et la thyroide.
Sa liaison a 'AcMo est de type covalente.
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0 L'yttrium 90 (émetteur ) dont la demi-vie est plus bréve (2,5 jours) exerce
des effets tumoricides sur une distance de cing millimetres. Sa dosimetrie est moins
bien connue que celle de l'iode 131.

En I'absence d’émission y, il faut recourir au '"'in pour limagerie médicale devant
précéder le traitement ( cet émetteur y ayant les mémes propriétés biochimiques que
I'yttrium ). Cependant il peut étre administré sans environnement radioprotégé.

Sa liaison a 'AcMo se fait par I'intermédiaire d'un chélateur et malgré des progrés
dans les techniques de couplage, de I'yttrium 90 peut étre libéré et présenter une
toxicité médullaire et hépatique.

En dépit de leurs inconvénients, l'utilisation de ces anticorps donne des résultats
encourageants.

V-3-1b- Applications et résuitats.

La plupart des études publiées ont comporté un couplage du radio-isotope a
un Ac Mo murin anti CD20.
La longue persistance dans I'organisme des anticorps hybrides exposerait a un
risque de toxicité accrue, en particulier médullaire.
Il existe deux types d’'essais avec des anticorps radiomarqués, selon la dose
d’irradiation :
B ceux a dose modérée ( de I'ordre de 75 cGy) dont le myélotoxicité est modérée et
rapidement réversible.
M ceux a dose fortement myélotoxique (> 200 cGy) nécessitant un support de
cellules souches hématopoiétiques apres I'administration.

Les essais les plus prometteurs dans le domaine de la radio-immunothérapie
ont été conduits en utilisant les AcMo radiomarqués pour traiter les patients
récidivants atteints de lymphomes B. [Tableau XIX]

L'anticorps radiomarqué pour lequel l'expérience est la plus importante est le
tositumomab , comportant un anticorps monoclonal murin de classe igG2a anti CD20
associé a 'iode 131. 9

Le schéma de traitement avec cet anticorps radiomarqué (comme avec les autres est
assez complexe et comporte plusieurs étapes :

W saturation iodée par administration per os de iodure de potassium pendant 2
semaines ; )

B administration d’une dose-test de I'anticorps radiomarqué (5 mCi) associée a 450
mg d’anticorps froid pour réaliser une imagerie fonctionnelle isotopique et surtout
une dosimétrie pour déterminer la dose thérapeutigue a administrer afin de
réaliser une irradiation a la dose fixe de 75 cGy. En effet la dosimétrie varie
notablement selon le sujet, la masse tumorale, le volume splénique, avec une
dose d'iode radioactif allant de 50 a 200 mCi pour réaliser une telle irradiation ;

B administration une semaine plus tard de la dose thérapeutique associée a une
dose de 450 mg d’'anticorps froid pour saturer les sites de fixation non spécifique
(rate).
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Tableau XIX. Essais de radio-immunothérapie dans les Lymphomes non

Hodgkiniens
Auteur [Réf.] Type LNH Anticorps  Isotope Dose CSH Nbde  Réponse
(mCi) patients
De Nardo [30] B Lym.1 By 30-100 - 14 7RC
(60% des cellules) (anti-DR) multidose 3RP
Goldenberg [42] B LL-2 B3y 19-60 - 7 2RP
(anti CD22) multidose 2 RM
Czuczman [23] B OK B7 Bl 30-50 . 18 I RP
(anti CD21) multidose 2RM
Kaminski [60] B anti B1 131y 36-160 - 59 20RC
(anti CD20) 22 RP
Kaminski [61]* B anti B1 B3y 36-160 - 21 15RC
(anti CD20) 6 RP
Kaminski [62]+* B anti Bl Bl 65-75 - 60 10RC
(anti CD20) 29 RP
Press [91, Phase ] B anti B1 B 200-550  o/+ ks 19 16 RC
A (anti CD20)

Press [92, 55, Phase II] B anti Bl Bl 230-780 + 40 16 RC
(anti CD20) 2RP
Knox [64]#+ B anti BI Oy 14-50 - 18 6 RC
(anti CD20) 7RP

* Patients non antérieurement traités.
** Essai pivotal multicentrique.

*xx* Moelle autologue « parachute » greffée en cas d’aplasie prolongée.

CSH = cellules souches hématopoiétiques,
RC : rémission compléte.

RP : réponse partielle.

RM : réponse mineure.
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La tolérance est excellente et la myélotoxicité est la dose limitante. Elle est le plus
souvent de grade 2, rarement de grade 4 et le nadir s'observe environ 6 semaines
aprés le traitement et la ou les cytopénies se corrigent en 10 semaines environ.

La myélotoxicité dépend notablement du degré d'infiltration lymphomateuse de la
moelle qui inhibe I'hnématopoiése normale et concentre le radio-isotope a proximité
des progéniteurs hematopoiétiques. C'est pourquoi les traitements par tositumab ont,
jusqu'a présent, été réservés aux malades dont linfiltration lymphomateuse
médullaire n'excédait pas 25% des surfaces intratrabéculaires. %42

Apres radio-immunothérapie par tositumab, les anticorps antimurins (HAMA) se
développent rarement chez les malades prétraités (environ 10%). lls sont plus
fréquents chez les malades non prétraités (environ 35%) et s’accompagnent parfois
de manifestations cliniques (maladies sériques). lls sont actuellement considérés
comme une contre indication a tout traitement.

Les radio-immunothérapies a forte dose visent a délivrer une dose n'excédant pas
25-31 Gy sur les organes normaux les plus irradiés ™, dose calculée comme
précédemment aprés injection d’une dose-test suivie d’une étude dosimétrique. %
La moelle osseuse est réinjectée lorsque la radioactivité a suffisamment diminué
pour éviter le risque de destruction du greffon, environ 2 semaines apres !'injection
de l'anticorps marqué, alors que les malades sont déja en neutropénie profonde. Ces
traitements nécessitent donc une hospitalisation prolongée en secteur protégé.

Le développement de la radio-immunothérapie est trés rapide aux Etats Unis.
Débuter des essais cliniques en Europe nécessite la mise en place de structures
coordonnées hématologistes-nucléaristes, en particulier pour se conformer aux
mesures réglementaires de radioprotection. v

V-3-2- iImmunotoxines.

Dans les années 80, de considérables efforts ont été consacrés a la
production d'Immunotoxines et de grands espoirs étaient fondés sur ce type
d’'immunotherapie.

Les immunotoxines sont des anticorps monoclonaux couplés a une toxine :

B Toxine de la ricine, constituée d'une chaine A, porteuse de la propriété toxinique,
grace a son action sur les ARN ribosomiaux, et d'une chaine B, qui permet
I'adhésion cellulaire de la ricine et son transport intracellulaire. Pour diminuer sa
toxicité systémique non spécifique et grave, la toxine de la ricine est utilisée soit
sous forme de la chaine A isolée ( mais sa toxicité est alors imprévisible), soit
apres blocage des sites galactose de la chaine B ( ricine bloquée), ce qui diminue

?G?tablement son adhésion cellulaire, soit aprés déglycosylation de la chaine A™*

B Toxine diphtérique, également formée de deux chaines A et B aux propriétés
similaires.

m Exotoxine de pseudomonas.
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Le principal probléme des immunotoxines est le lien entre la toxine et I'anticorps
monoclonal, qui doit étre suffisamment fort pour éviter une libération non spécifique
et la toxicité systémique qui 'accompagne, mais assez faible pour que la toxine soit
libérée a la surface des cellules cibles pour exercer ses capacités cytotoxiques apres
pénétration intracellulaire.!'**!

L’antigéne cible est choisi sur plusieurs caractéristiques :

W densité suffisante avec affinité élevée.

B internalisation aprés fixation de I'anticorps pour favoriser la pénétration cellulaire
de la toxine.

L’'antigéne CD22 des lymphomes B satisfait a ces criteres mais n'est exprimé que
par 70% des lymphomes B.

Les résultats des traitements par immunotoxine sont globalement décevants ' avec
une efficacité modeste et une toxicité significative ['*,

Ceci s’explique en partie par I'absence de maitrise de leur effets secondaires non
spécifiques, notamment un syndrome de fuite capillaire, une toxicité hépatique et le
développement d’anticorps antimurins dans environ 50% des cas ¢!,

Un espoir certain était fondé sur les traitements par immunotoxines ( anti CD19 ricine
bloquée) aprés autogreffe de cellules souches, lorsque la maladie résiduelle est |a
plus minime. Alors que les résultats d’'un essai de phase |l étaient encourageant 7,
'actualisation récente d'un essai multicentrique randomisé ne les confirme pas :
survie sans maladie a 2 ans de 42% dans le bras avec immunotoxine contre 62%
dans le bras contrdle (p=0,14) 71,

Les perspectives actuelles de développement des immunotoxines semblent
modestes.

V-4- Immunothérapie active non spécifi“que.
V-4-1- Interféron ¢ ( IFNa).

Les essais de phase Il des années 80 réalisées avec différents types d’'IFNa
(naturel ou recombinant) a des posologies trés diverses, selon des schémas
d’administration variés, ont montré un taux de réponse d’'environ 50% dans les LNH
indolents en rechute. [ '] .
L’étude randomisée du Groupe d ‘étude des lymphomes folliculaires (GELF) dans
les Lymphomes Folliculaires de faible masse tumorale a montré un taux de réponse
en premiére ligne a I''FNa de 70% avec une médiane de survie sans progression de
35 mois ["®!, résultat similaire a celui d’'une chimiothérapie orale conventionnelle par
alkylant. Un traitement initial par IFNa seul n'est pas actuellement préconisé.
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Un grand nombre d’essais testant la place de I'lFNa dans les lymphomes de faible
grade (en majorité des lymphomes folliculaires) en association a une chimiothérapie
[Tableau XX] ont été publiés et ont fait I'objet, pour la majorité d’entre eux, d'une
méta analyse récente ¥ permettant a présent de tirer certaines conclusions :

B Les bénéfices thérapeutiques d'IFNa sont d’autant plus importants que la
chimiothérapie associée est lourde, en particulier lorsqu’elle comporte une
anthracycline ou une anthracéndione.! 1% 113, 116,124]

| || existe une dose-seuil d’efficacité de I' IFNa retrouvée a 9 MU/ semaine dans
Iétude du German Lymphoma study group (GLSG) et dans la méta-analyse.'®”

W Les résultats semblent meilleurs lorsque le traitement est suffisamment lonq (18
mois dans I'étude du GELF ["'*"1%] jusqu'a progression dans 'étude du GLSG 1'%,

M La sélection des patients selon des critéres pronostiques est importante : ainsi
I'étude du GELF a montré des effets bénéfiques dans les lymphomes folliculaires
avec forte masse tumorale '3, 'étude du GLSG dans les lymphomes de faible -
grade avec symptdmes B initiaux ['**]. L’étude actualisée de 'ECOG confirme un
avantage en survie chez les malades traités par interféron pour ceux ayant un
lymphome de faible malignité et des facteurs pronostiques péjoratifs proches de
ceux du GELF. ['"9

B méme si, par ses effets toxiques généraux (accés fébriles, asthénie physique et
psychique, troubles thymiques...), l'interféron o amoindrit la qualité de vie pendant
le traitement, le bénéfice sur la survie compense largement les effets négatifs [20]

Ces résultats incitent donc a associer I'lFNa a dose suffisante a une chimiothérapie
assez lourde dans les formes de forte masse tumorale, méme en dehors d'un essai
clinique.

Quelques essais cliniques ont également testé un réle éventuel de I'lFNa. aprés
intensification thérapeutique avec autogreffe de cellules souches a la fois comme
immunothérapie ( augmentation d’expression des antigénes du CMH, augmentation
de I'activité NK) et en raison de son activité antiproliférative directe ['2.

A ce jour, peu d’essais ont été publiés 1%419%,

La série la plus importante comporte 32 patients traités aprés autogreffe par IFNa.,

2 MU/m?, trois fois par semaine pendant 6 mois. La tolérance a été acceptable et les
résultats sont encourageants en terme de survie sans rechute ['%,

Un essai européen randomisé est actuellement en cours.

D’autres essais testent une immunothérapie aprés autogreffe associant a I'lFNa soit
de l'interleukine 2 (IL-2), soit de la cyclosporine A (CsA).

140




Généralitds sur les Lymphomes non Hodgkiniens (LNH)
Thérapeutiques classiques et perspectives d'Immunothérapie

Tableau X X. Association chimiothérapie/ Interferon alpha dans les Lymphomes de
faible malignité

|

Référence Type LNH  Dose IFNe.  Durde FFNoc Chimio Nbpts Médiane SSP (mois) p Médiane survie (mois) p |
(grade) (/ sem) {(mots) sans IFNo  avec I[FNo, sans I[FNo avecIFNo
[FNo. en entretien ' '
EORTC [51] Faible 9 MU/m’ 12 . Cvp 242 2 33 0,054 Pasde différence ’
(>90% foll.) .
Aviles [3] :
GLSG [124] Faible 15 MU 12 CEOP-CVP 98 46 >108 <0,01 74 >108 <0,001
Faible 15 MU Jjusu’a prog. Ccvp 170 15 21  <0,035 NR NR NR
SWOG [25] , PmM 180 27 43  <0,65 NR NR NR |
Faible 6 MU/m 12 ProMACE- 279 40 58 0,18 77%#» 80%##x NS
MOPP _ ‘
IFNo. en association
ECOG Faible® 30 MU/m#* 6-9 COPA 249 23 35 0,008 68 94 0,04 .
[72,73] + intermédiaire i
i
GELF Foll. - 15MU 18 CHVP 242 18 34 <0,005 66 83 <0,02i
[109,110] : '
IFNot en association+ entretien *
ECOG- Folliculaire 6 MU/m? 24 CPM 581 31%wwx  32%wix 0,99  67%wk 69%wkx (0,99
CALBG [89] s 2045 42% 46% 0,40
Arranz [3] St I-IvV 9 MU/m? 12 Cvp 144 22 >36  0,0003 82%#x 70%mx 0,3
St Barth. [100] Faible 9 MU 4,5 CBC 108 Pas de différence de survie sans progression et de
Foll. survie globale®

CVP = cyclophosphamide-vincristine-prednisone ; CEOP = CVP+épirubicine ; PmM = prednimustine- !
mitoxantrone ; ProMACE-MOPP = chimiothérapie alternée avec procarbazine-adriamycine-cyclophosphamide-
$toposide puis méchlorétamine-vineristine-procarbazine-prednisone ; COPA ou CHVP = CVP+adriamyocine ;

CPM = cyclophosphamide ; CBC = chlorambucil ;

SSP = survie sans progression
NR = non rapporté.

! IFNo administré chez les patients ayant une réponse compléte ou partielle & une chimiothérapie d’induction.
% I[FNa administré en association concomitante (GELF) ou séquentielle (ECOGE) & une chimiothérapie
3 Essais 4 4 bras comportant une randomisation initiale d’une chimiothérapie avec ou sans IFN associé puis,

chez les répondeurs, une deuxidme randomisation d’entretien avec ou sans [FNa.
* Avec une sélection des patients avec facteurs pronostiques péjoratifs.
3 Données chiffrées non mentionnées dans la publication,
8 patients randomisés pour un traitement d’entretien aprds réponse & la chimiothérapie.

* Administré 1 semaine sur 4, juste avant chaque cycle de chimiothérapie.

*x Survie & 6 ans.
#olck Survie 4 5 ans.
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V-4-2- Interleukine 2 (IL-2).

Plusieurs essais de phase Il ont testé l'efficacité thérapeutique de I'lL-2 dans
les LNH, en association ou non a des cellules LAK ( lymphokine activated killers).
En monotherapie, les résultats sont modestes en termes d'efficacité et avec une
toxicité notable ( fievre, rashs, fuite capillaire...).
L ’efficacité est plus marquée dans les lymphomes T que dans les lymphomes B ',
Les plus nombreuses études portent sur les indications de I'lL-2 apres autogreffe de
cellules souches (CS).
L'immunothérapie par IL-2 aprés autogreffe de CS a pour objectifs :

W de reconstituer plus rapidement les capacités immunitaires du malade.

B et plus spécifiquement de développer I'immunité antitumorale dans la situation de
maladie résiduelle minime ou se trouvent la plupart des patients aprés autogreffe
de CSH.

En effet :
® la production d'IL-2 reste diminuée aprés autogreffe de CSH.!"%!

B des cellules cytotoxiques activables par I'lL-2 sont présentes précocement aprés
autogreffe !

W ces cellules ont, aprés activation, des capacités de cytotoxicité in vitro vis-a-vis de
cellules lymphomateuses.®®!

Les essais cliniques d’lL-2 aprés autogreffe de cellules souches ont surtout été
pratiqués dans les leucémies aigués, plus rarement dans les lymphomes. [''-14

L’IL-2 administrée aprés récupération hématopoiétique augmente le nombre de
lymphocytes T (CD3, CD4 et CD8), I'expression des marqueurs d'activation ( CD16,
CD56), l'activité NK et LAK B% au prix d'une toxicité notable : fidvre, asthénie,
cytopénie et rashs... ['?%.

Le petit nombre d'essais rapportés ne permet pas de conclure sur son efficacité dans
la prévention des rechutes.

Un essai a associé de I'lL-2 a dose faible ( 3 & 6.10° Ul m%j) et de I'interféron a 2a (
3 MU/ jour, 5 jours / semaine).

L'immunothérapie était initiée aprés récupération hématologique aprés autogreffe
pour les iymphomes en rechute.

La survie a 4 ans était de 90% dans le groupe de 56 malades ( dont 36 LNH) ainsi
traités, comparés a 46% dans un groupe contrdle historique de la méme équipe. 4
La survie sans maladie a 4 ans était de 64% dans le groupe ftraité par
immunothérapie contre 48% dans le groupe contrble (p< 0,001).

La toxicité était modérée avec seulement deux arréts de traitement.

D’autres schémas, avec notamment un raccourcissement de la durée de traitement
par IL-2 pour améliorer la tolérance, sont en cours d’investigation.

D’autres techniques utilisant IL-2 pour purger in vitro les cellules hématopoiétiques
sont tout 2 fait préliminaires.*"!
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V-4-3- Cyclosporine A (CsA).

La cyclosporine A (CsA) est utilisée aprés allogreffe de moelle dans la
prévention et le traitement de la GVH. (maladie du greffon, Graft Versus Host).
Mais curieusement, aprés autogreffe de CS, la CsA stimule le développement de
cellules effectrices CD4+ et CD8+ reconnaissant des antigénes de classe Il du CMH
y compris des antigenes du soi et ainsi induit une pathologie auto-immune proche
d’'une GVH, avec une atteinte cutanée prédominante.® Le mécanisme d’action est
mal connu .
Néanmoins cet effet nécessite au préalable un conditionnement myélo-ablatif “°!,
Cette auto-immunité induite peut s'accompagner d'un effet anti-tumorale si les
cellules expriment 'antigéne de classe Il du CMH.*% ,
Une seule étude clinique non randomisée a pu suggérer un effet bénéfique de
I'administration de CsA en association a I'lFNo. aprés autogreffe de moelle.*!

V-5- Immunothérapie cellulaire non spécifique.
V-51- Allogreffe de moelle dans le traitement des LNH.

L’allogreffe de moelle, c'est a dire le remplacement de la moelle osseuse
malade par la moelle saine d'un membre de la fratrie ou de tout autre donneur HLA
compatible au décours d’'un traitement myélo-ablatif comportant une irradiation
corporelle totale (ICT) associée a une chimiothérapie intensive, a surtout été
proposée dans les leucémies et tend a devenir obsoléte.

Les courbes de survie des patients atteints de LNH et ayant bénéficié d'une
allogreffe de moelle présentent "1 une importante mortalité initiale (30a 40%) en
rapport avec la toxicité de la procédure.

Cependant, un plateau de survie a partir de 12-18 mois avec un taux de rechute
nettement inférieur a celui observé aprés autogreffe de cellules souches
hématopoiétiques semble étre un argument fort en faveur de I'existence d'un effet
greffon contre lymphome (GvLy)'® propre a cette technique et qui peut étre
intéressant. ’

La possibilité de traiter une rechute, aprés allogreffe de moelle, en diminuant le
traitement immunosuppresseur est également un argument en faveur de la présence
d’un effet GvLy.

Cependant cette technique se heurte a un autre probléme majeur, I'absence de
donneurs.

Ainsi, les chercheurs ont cherché a constituer une approche thérapeutique parallele.
L’idée génerale développée est , alors, de pouvoir délivrer non pas un greffon
allogénique indisponible, mais un greffon autologue.
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V-5-2- Autogreffe de moelle dans le traitement des LNH.

Dés 1975 les équipes se penchent sur le probleme des patients ne disposant
pas de donneur pour allogreffe. L'idée générale était de faire suivre un traitement
myélo-ablatif par la réinjection d'un greffon autologue traité au laboratoire et
débarrassé des cellules tumorales le contaminant.

La stratégie thérapeutique consiste a traiter dans un premier temps, les
patients par chimiothérapie conventionnelle, de fagon a obtenir un état dit de tumeur
residuelle, correspondant dans le meilleur des cas a une rémission compléte et, a
défaut, a une rémission partielle, si pOSSIbIe d’excellente qualité ( plus de 90% de
réduction de la masse tumorale initiale). 143

Arrivés a ce stade, on procéde, pour tous les patients a une intensification
Iourde par une polychlmlotheraple de type BEAM ( BCNU 300 mg/m?, Etoposide 150
mg/m?%j et Aracytine 150 mg/m?j x 4 jours, Melphalan 140 mg/m?), suivie de la
réinjection d'un greffon autologue.

Les méthodes de prélévement et de traitement du greffon autologue ont
évolué au fil des ans.

L’équipe du P Gorin de I'hdpital S' Antoine, Paris, s’oriente & partir de 1982,
vers la mise au point d'une technique de traitement in vitro de la moelle autologue
par un dérivé du cyclophosphamide : la mafosfamide.

Les doses de mafosfamide utilisées au laboratoire pour détruire les cellules
tumorales et « guérir le greffon » correspondent a plus de trente fois la dose
maximale admissible qui aurait pu étre administrée in vivo.

Les moelles osseuses prélevées en rémission compléte et traitées in vitro par

le mafosfamide sont congelées en azote liquide.
De trées nombreux contréles, au niveau des progéniteurs hématopoiétiques ( CFU-
GM : Colony Forming Unit Granulo-Macrophage, BFU-E: Burst Forming Unit
Erythroblast, LTCIC : Long Term Culture Initiating Cell...) sont nécessaires pour
s'assurer de la qualité du traitement in vitro et aussi de la qualité de la
cryopréservation du greffon traité.
Aujourd’hui, la qualité du traitement est assurée également par les études de
cytogénétique et plus particulierement les études « FISH » ( Fluorescent In Situ
Hybridization) qui détectent les cellules résiduelles tumorales.
Les résultats parallélement obtenus par la communauté internationale indiquent trés
clairement que la réalisation d’autogreffe de moelle dépend trés nettement de deux
facteurs essentiels :

W |a richesse de la moelle prélevée en salle d'opération.

W 'agressivité de la purge de cette moelle par mafosfamide.

Pour augmenter la richesse de la moelle prélevée et pour améliorer également les
cinétiques de prise du greffon, c'est a dire réduire la durée d’aplasie, le risque
infectieux et la durée d’hospitalisation les équipes se dirigent actuellement vers la
combinaison, pour la constitution du greffon autologue, de moelle + cellules souches
hématopoiétiques sanguines prélevées par cytapherese les deux purgées par
mafosfamide.

De 1990 a 1996, des techniques de sélection positive ont été retenues . par ces
techniques seules les cellules souches hématopoiétiques saines immatures ont été
sélectionnées en prenant avantage de la présence a leur surface d'un antigéne de
type CD34.
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Cet antigéne est absent des cellules tumorales. La technique de purification
des cellules CD34+ a consisté a les reconnaitre dans un premier temps par un
anticorps monoclonal anti-CD34, a les incuber dans un second temps, en présence
d’un anticorps monoclonal de souris anti-gammaglobulines humaines conjugué a la
biotine et a faire passer 'ensemble dans une derniére phase, sur colonne d'avidine.
Le complexe avidine-biotine permet de retenir les cellules CD34+ qui sont
ultérieurement détachées par agitation.

L'avantage de la constitution de greffon CD34+ est double :

W d'un part, le greffon lui-méme n’est plus que d’'un faible volume (4,5 ml d’'un petit
liquide blanchatre) ne contenant que les cellules souches saines les plus
immatures de [I'hématopoiese, sans aucune contamination par les cellules
matures qui ne sont pas nécessaires a la prise du greffon et surtout avec une
contamination réduite en cellules tumorales résiduelles.

W d'autre part, cette technologie a permis d’améliorer la tolerance a la réinjection du
greffon chez les patients.

Le protocole comporte, en outre, aprés la réalisation de lintensification terminale

avec autogreffe, l'irradiation des sites antérieurement atteints par le lymphome.

Une analyse récente de l'ensemble de l'expérience a permis de montrer que
dorénavant, pour les patients atteints de lymphome malin agressif, la réalisation de
I'autogreffe en premiere rémission complete a partir d'un greffon purgé permet
d’obtenir des taux de guérison de 75%.

De méme, le taux de rechute est inférieur si le greffon est purgé par le mafosfamide
de fagon agressive.[Figure 55]

Parallelement, les études réalisées par d’autres équipes ont clairement établi
que les résultats sont meilleurs en termes de survie sans maladie et en termes de
non-rechute, lorsque la purge du greffon a été efficace et s'est notamment
accompagnée, dans le cas des LNH de type folliculaire, de la disparition du
marqueur tumoral le plus fréquent en biologie moléculaire, le transcrit bel2-JH (étudié
par PCR). [Figure 56]

Au total, la thérapie cellulaire, le traitement in vitro des greffons et la réalisation des
autogreffes ont permis d’améliorer considérablement le pronostic des patients
atteints de lymphome.

V-5-3-' Greffes de cellules souches hématopoiétiques allogéniques non
myéloblastiques.

Compte tenu de la mortalité initiale de I'allogreffe de moelle et des limites
d'age de la procédure, des techniques d'allogreffes de cellules souches
hématopoiétiques CSH de sang ou de moelle provenant d'un donneur HLA-
compatible ont été développées.

Elles peuvent étre faites aprés un conditionnement moins myélotoxique que
I'association classique irradiation corporelle totale/ cyclophosphamide a fortes doses.

Le conditionnement a alors essentiellement un rdle immunosuppresseur pour
permettre la prise de la greffe de CSH et l'installation d'un chimérisme.
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Figure 55 .Survie sans maladie et taux de rechute apres autogreffe en premiére
rémission chez les patients atteints de Lymphomes malins non-hodgkiniens, en
fonction de la technique utilisée pour purger la moelle des cellules tumorales
résiduelles, par mafosfamide.

D’aprés « Journal of Clin. Oncol. », 1998,16 : 2803-2816.

AD : doses de mafosfamide individuellement ajustées a la sensibilité des progéniteurs.
UD : dose unique pour tous les patients.

Figure 56 .Probabilité de survie sans maladie apres autogreffe de moelle osseuse

sur une série de 114 patients atteints de Lymphome malin non-hodgkinien de type B.
D’aprés GRIBBEN J.G ET AL. « New Engl. Journal of Medicine », 1991, 325 : 1525.

La courbe « négative » correspond aux patients dont la moelle a pu étre purgée avec efficacité des
cellules tumorales résiduelles par anticorps monoclonaux et complément.
L'évaluation a été faite par détection en biologie moléculaire (PCR) de la translocation bcl2-JH.
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Les conditionnements réduits les plus utilisés comportent en général une association

fludarabine +/- cyclophosphamide +/- cytarabine +/- cisplatine +/- sérum

antilymphocytaire car ils associent des médicaments aux propriétés au moins autant

immunosuppressives que cytotoxiques. [63]

L'équipe de Seattle va méme jusqu'a envisager des allogreffes de CSH en

hospitalisation de jour avec conditionnement par une dose unique d'irradiation

corporelle totale de 200 cGy.

L'aplasie provoquée par de tels conditionnements est inconstante et de bréve durée,

ce qui permet de proposer ces traitements chez le sujet agé.

L'allogreffe de CSH permet d’obtenir un chimérisme complet dans 70% a 90% des

cas. Les allogreffes de cellules souches d'origine sanguine sont de plus en plus

préférées aux allogreffes de moelle en ralson de leur plus grande richesse en

cellules lymphoides immunocompétentes.®

Cependant les risques des allogreffes de cellules souches du sang, notamment la

prise du greffon et l'incidence de GVH a long terme ne sont pas établis.

Mais, il semble étre envisageable de moduler la réaction GVH dont on espére qu'elle

s’accompagnera alors d'une réaction GvlLy :

N soit en la freinant par un traitement immunosuppresseur: cyclosporine,
methotrexate, tacrolimus...
W soit en la renforgant en faisant suivre la greffe de transfusmns de lymphocytes du
donneur #, éventuellement activés ex vivo par IL-2 "% qui augmentent le degré
de chlmensme et peuvent permettre de compléter une réponse partielle obtenue
par la greffe initiale ¥ mais exposent au risque de développement d’'une réaction
GVH fatale.

Le contréle de la GVH pose en fait des problemes non encore résolus et cette

allogreffe de CSH aprés conditionnement non myéloablatif (parfois improprement

appelée minigreffe) semble appelée a d'importants développements, mais reste

réservée a un petit nombre de centres, en raison des nombreux problémes de

toxicité et d'efficacité restant a résoudre.

V-6- Immunothérapie active spécifique.
V-6-1- Stratégies vaccinales.

Le developpement d’'une réponse immunitaire naturelle dirigée contre les
tumeurs in vivo ou induite, a des fins thérapeutiques repose sur le postulat qu'il
existe des structures spécifiques a la surface des cellules tumorales (I'antigéne
tumoral), capables d’étre présentées de maniére efficace aux effecteurs du systéme
immunitaire ( Ly TCD4, Ly TCD8 ou Natural Killer).

Le développement de vaccins anticancéreux efficaces necessute donc l'identification
d’antigénes tumoraux qui permettront d’induire des réponses immunitaires capables
de détruire les cellules cancéreuses.

Cette théorie se trouve effectivement confortée aujourd’hui par la découverte
d’antigénes associés aux tumeurs (TAA, fumor associated antigens). Certains
d’entre eux sont définis comme des « épitopes T », c'est a dire reconnus par des
lymphocytes T sous forme de peptides associés au CMH.
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Or, les réactions immunitaires cellulaires médiées par les lymphocytes T
cytotoxiques sont prédominantes dans la destruction des tumeurs cancéreuses, ce
qui a conduit & développer les approches thérapeutiques liées aux épitopes T.

Les progrés réalisés ces derniéres années ont montré que les antigénes associés
aux tumeurs étaient des variations des différentes protéines du soi.

Une autre approche prometteuse pour augmenter la fréquence des précurseurs
cytotoxiques spécifiques de tumeur est d’agir sur les cellules présentatrices
d’antigénes originaires de la moelle osseuse.

Les cellules dendritiques de P'environnement tumoral jouent un réle fondamental
dans la présentation de ces antigénes associés aux tumeurs qui met en jeu une
panoplie de cytokines immunostimulantes et de molécules de co-stimulation
nécessaires a la mise en route et au maintien des effecteurs lymphocytaires.

Plus récemment, un compartiment vésiculaire sécreté par les cellules dendritiques,
les exosomes, a été mis en évidence. Il contient les différentes molécules
nécessaires a la présentation de I'antigéne et peut interagir a distance du site
tumoral avec le systeme immunitaire.

La compréhension de 'ensemble des mécanismes de I'immunité antitumorale devrait
permettre le développement de stratégies thérapeutiques efficaces et de comprendre
les mécanismes variés développés par les tumeurs pour échapper au systeme
immunitaire.

V-6-2- Induction d’une réponse antitumorale efficace: Nature de I’antigéne
associé au tumeur cible et donc nature de I'agent vaccinal.

Pour stimuler une réponse antitumorale [Figure 57], la pertinence
immunologique de la cible repose a la fois sur une expression spécifique aux cellules
tumorales, mais également sur un spectre d'expression large (exprimé par les
tumeurs d’'un grand nombre de patients).

Les Ag potentiellement utilisables dans des stimulations de type « vaccinal » sont
ceux identifiés comme cibles de lymphocytes T, soit dérivés de lymphocytes de
patients, soit obtenus apres stimuiation in vitro en criblant des antigénes candidats.
L'antigéne optimal est la protéine étrangére de type viral (protéines du papillomavirus
pour les cancers du col de l'utérus) ou mutée (néoantigénes produits par mutation
génique ou par transcription illicite de la cellule tumorale), mais il s'est avéré qu'une
grande proportion des épitopes cibles des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques
antitumoraux (CTL) sont en fait issus des protéines du soi. Leur détection par le
systéme immunitaire implique donc une levée de tolérance qui devrait théoriquement
engendrer des réactions auto-immunes.

En pratique, les réactions antitumorales contre les antigenes du soi sont
parfois concomitante & des syndromes auto-immuns localisés, mais n'engendrent
pas de manifestations chroniques et incontrblées.

En effet, au cours d’'une réaction antitumorale, les processus de protection
contre les phénoménes auto-immuns sont multiples.

L'importance d’une réactivité antitumorale faisant intervenir des antigénes du
soi et le poids respectif de chacun des phénoménes de levée de tolérance restent
difficile a évaluer et sont probablement propres a chaque maladie si ce n'est a
chaque patient.
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Figure 57. Stratégie vaccinale et suivi immunologique.
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Les différentes approches d’immunothérapie spécifique qui sont développées requierent une évaluation a la fois
clinique et biologique. L’appréciation des réponses immunitaires anti-tumorales induites chez le patient traité
reposent sur des techniques fines d’analyse de la spécificité antigénique de lymphocytes circulants et infiltrant la
tumeur.

VTGM : Vaccins Tumoraux Génétiquement Modifiés.

IDR : Intradermoréaction.

IHC : Immuno-hystochimie.

Ag : Antigéne.
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L’antigéne tumoral tel qu'il est apporté par la cellule tumorale n’est en principe
pas ou peu immunogene et le rationnel d’'une « vaccination » repose sur le fait que
'antigéne, pour induire une réponse antitumorale, doit étre administré de facon plus
« immunogenique ».

Dans les préparations vaccinales, l'antigéne peut étre délivré sous différentes
formes :

B Antigéne sous forme peptidique.

L'objectif est, par une administration systémique de peptides, de déclencher
'expansion in vivo de précurseurs de lymphocytes T cytotoxiques spécifiques de
TAA qui pourront étre moblhses aux sites tumoraux pour détruire les cellules
tumorales.

Le choix du peptide repose sur des données d'immunologie conventionnelle.

Le peptide doit pouvoir se lier a un alléle du CMH fréquent dans la population de
patients, et le complexe CMH-peptide correspondant doit étre exprimé a la surface
des cellules tumorales. Le peptide peut alors étre retrouvé a partir d’'un éluat de
cellules tumorales et le complexe peut étre reconnu spécifiquement par des cellules
T, cette reconnaissance induisant la lyse tumorale.

Mais ce choix dépend également du répertoire de lymphocytes T existant et capables
de reconnaitre le complexe CMH/peptide.

En pratique, un certain recul permet de montrer des résultats encourageants dans le
cadre de patients atteints de mélanomes.

En effet des peptides de TAA liant les alleles HLA-A1, A2, A3, B44 ont été utilisés in
vitro dans des expériences de stimulation repétées de Iymphocytes circulants ou de
lymphocytes infiltrants.

Ces stimulations engendrent des activités spécifiques du complexe CMH-peptide qui
permettent une reconnaissance et une lyse de cellules tumorales.

Des études précliniques montrent effectivement que des peptides utilisés en
vaccination peuvent déclencher ou augmenter des réponses de lymphocytes T
spéecifiques de TAA et entrainer le rejet de la tumeur.

- En revanche certains peptides si ils semblent induire une réponse immunologique
détectable dans le sang des patients n’impliquent pas de signe clinique de
régression de la tumeur.

Ceci pouvant s’expliquer par une insensibilité des cellules tumorales in vivo a
I'activité Iytique des lymphocytes ou par l'existence de peptides homologues non
issus de TAA .

Par consequent lorsquelles sont disponibles, des données suggérant une
association entre réponse CTL et réponse clinique devraient étre I'ultime critere de
choix d’'un peptide antigénique.

B Antigéne sous forme protéique.

Ces antigénes ainsi utilisés sous forme soluble pourraient offrir 'avantage théorique,
en association avec un adjuvant, de déclencher des réponses lymphocytaires T
CD4+ et CD8+ pluri-épitopiques, ainsi que des réponses lymphocytaires B.
Cependant il n’a été obtenu jusqu'alors des résultats probant que dans le cadre des
Mélanomes malins.
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m Antigene sous forme d’acides nucléiques.

On entend donc parler depuis quelques années de vaccin a ADN, qualification
ambigué puisque l'acide nucléique administré n'est pas directement l'agent
immunisant, mais plutot un agent de production.

Cans cette stratégie thérapeutique I'antigéne immunisant est toujours classiquement
de nature protéique. Simplement ces antigénes ne sont pas administrés directement
en tant que tels, mais synthétisés dans I'organisme par des cellules ayant intégré le
(ou les) géne(s) codant(s), porté(s) par un épisome bactérien.

Il s’agit en somme de déplacer le site de production de I'antigéne du laboratoire vers
'organisme. Techniquement lintérét réside dans la facilité et 'adaptabilité de la
production.

En pratique, un certain nombre d'essai pré-clinique et clinique se développent mais
encore peu au niveau des Lymphomes, le choix de I'antigéne cible semblant encore
réduit.

V-6-3- La vaccination anti-idiotypique.

L'idiotype des immunoglobulines de surface (Slg) semblait étre la cible ideéale
d'immunothérapie dans le cadre des LNH, cependant si I'équipe de Levy de
I'université Stanford s'intéresse depuis les années 80 a cette cible 7985 jeg
difficultés techniques qu‘elle a rencontre lui ont progressivement fait abandonner des
espérances de traitement par anticorps anti-idiotypes par des perspectives de
vaccination anti-idiotypique.

Il s'agit de cloner les génes des séquences idiotypiques des cellules
lymphomateuses puis de les transfecter pour produire les antigénes idiotypiques.
Aprés couplage a une protéine de transport et association a un adjuvant de
vaccination, ils sont injectés au malade.

Cette technique permet le développement d’'une réponse immune anti-idiotypique
dans 50% des cas, le plus souvent de tYpe humorale polyclonale spécifique, avec ou
sans réponse T cytotoxique associée.®®

La réponse antitumorale est plus importante lorsque la réponse immunitaire est
mixte, a la fois de nature humorale et cellulaire!'®'2"! A

Des études cliniques !'%*? effectuées suite @ une chimiothérapie conventionnelle
ont non seulement démontré l'apparition d'une réponse immunitaire chez des
patients atteints de lymphome folliculaire suite a une vaccination anti-idiotypique
mais également des cas de rémission complete.

D'autres études proposent la réalisation d'une vaccination anti-idiotypique
combinée a une intensification thérapeutique avec autogreffe de cellules souches.
Elle peut se faire avant lintensification car des études animales et humaines
montrent que 'immunisation obtenue persiste, notamment au niveau cellulaire, aprés
autogreffe y compris aprés un conditionnement par irradiation corporelle totale 7 et
elle a pour avantage de mettre a 'abri du conditionnement immunosuppresseur les
cellules immunocompétentes contenues dans le greffon.[’®
Une autre technique proposée consiste en une vaccination dans un délai de 2 mois
aprés lintensification thérapeutique puisque le malade va alors récupérer une
capacité de réponse a une immunisation. Ce délai peut étre raccourci en diminuant
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le potentiel immunosuppresseur du conditionnement et/ou grace a un traitement
immunostimulant post autogreffe par IL-2.

Cependant les obstacles soulevés par ce type d'approche thérapeutique restent
encore important, notamment au niveau du colt thérapeutique puisque chaque
mélange idiotypique immunogéne est spécifique du patient et donc non
reproductible.

De plus le taux de patients immuno-répondant reste encore faible.

V-6-4- Les cellules dendritiques.

Une autre cible de l'immunothérapie spécifique adaptée aux lymphomes
semble donc étre les cellules dendritiques.

Les cellules dendritiques sont les cellules présentatrices de lantigéne les plus
efficaces pour stimuler in vitro les lymphocytes T et pour initier in vivo une réponse
immune primaire.

Elles ont été individualisées en 1973 par Steinman et Cohn " grace & leur
morphologie caractérisée par de nombreux prolongements cytoplasmiques formant
les dendrites.

Elles existent sous deux états fonctionnels distincts, correspondant a deux stades
de maturation :

- au stade immature, elles sont disséminées a travers I'organisme, dans des organes
non lymphoides, plus particulierement aux sites d'interface de l'organise avec
I'extérieur (peau, muqueuses). 52 Elles internalisent et apprétent des antigénes,
mais leur capacité de stimulation des lymphocytes T est faible.

- les cellules dendritiques matures apparaissent suite a un long processus de
maturation. Pendant celui ci, elles perdent leur capacité d’internaliser les antigénes
et migrent dans les organes lymphoides secondaires dans lesquels, arrivées a
maturité, elles sont trés efficaces pour présenter aux lymphocytes T les peptides
dérivés des antigénes ingérés au stade immature. Différents stimuli inflammatoires,
tels que le lipopolysaccharide ( LPS constituant de la paroi bactérienne) ou des
cytokines ( IL-1 ou TNFa) induisent cette maturation cellulaire.

Les interactions cellulaires entre les cellules dendritiques mires et les lymphocytes T
sont trés efficaces du fait de 'augmentation d’expression des molécules du CMH de
classe | et |l et de molécules co-stimulatrices telles que CD-80, CD86 et CD40.

De plus, les cellules dendritiques mires produisent des cytokines, telles que
linterleukine 12, impliquée dans l'induction de lymphocytes T cytotoxiques CD8+ et
auxilliaires CD4+, Ces cellules dendritiques expriment un phénotype CD1+, HLA-
DR+, des molécules d’adhésion (CD11a, CD11c, CD54, CD80 et CD86).1%%

Elles peuvent étre purifiées et expandues in vitro a partir de cellules CD34+ du sang,
de la moelle ou de sang de cordon apres mobilisation par GM-CSF ou G-CSF.
Surtout le fit-3 ligand est capable d'augmenter notablement le nombre de celiules
dendritiques in vivo"®. Caux.C propose de les amplifier in vitro ( d’un facteur de
Pordre de 100) par culture pendant 3 semaines en présence de GM-CSF et TNF-o!'®
La deuxiéme phase consiste a la sensibilisation des cellules dendritiques expandues
par des antigénes tumoraux.
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Les méthodes de sensibilisation employées a ce jour reposent sur ['utilisation
d’antigénes tumoraux sous forme de protéines natives intactes, de peptides
antigéniques reconnus par les lymphocytes T cytotoxiques, d'acides nucléiques et de
virus recombinants.®?

Les cellules dendritiques ainsi sensibilisées sont ensuite injectées par voie
intraveineuse ou intradermique.

Les effets anticancéreux chez la souris sont trés puissants, et les premiers résultats
cliniques sont trés encourageants.®**® Cependant, une meilleur connaissance de la
biogenése des cellules dendritiques et de leurs capacités de présentation
antigénique pourrait permettre d’améliorer I'efficacité des traitements.

V-6-5- Inmunothérapie anticancéreuse spécifique par les exosomes.

Outre les contacts directs avec les Lymphocytes T et la production de
cytokines, les cellules dendritiques semblent également déclencher des reponses
immunitaires par la sécrétion de vésicules présentatrices d’antigénes, les exosomes.
121 | es exosomes représentent les vésicules internes des endosomes tardifs
multivésiculaires ; ils sont sécrétés aprés fusion de la membrane externe des
endosomes multivésiculaires avec la membrane cytoplasmique et on peut les comparer
a des liposomes naturels %!,

Les exosomes produits par des cellules dendritiques chargées en peptides tumoraux

induisent des lymphocytes T cytotoxiques in vivo et éradiquent des tumeurs établies

chez la souris.

En tant que vaccin anticancéreux, les exosomes associent les avantages des cellules

dendritiques (association des molécules de classe | et I du CMH avec des molécules

co-stimulatrices des lymphocytesT) a ceux des vecteurs acellulaires.

Des résultats précliniques intéressant [ Figure 58 ] ont été obtenu dans deux systémes

tumoraux :

® P815, un mastocytome de souris immunogéne mais trés agressif (syngénique des
souris DBA/2, H-2d); pour lequel trés peu d'immunothérapies efficaces ont été
décrites a ce jour.

B un carcinome mammaire spontané (syngénique des souris BALB/c, H-2d).

L'utilisation thérapeutique des exosomes nécessitera cependant leur caractérisation

biochimique détaillée et 'analyse fine des mécanismes moléculaires a la base de leur
activité biologique.
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Figure 58 : Protocole développé pour préparer les exosomes des cellules
dendritiques.
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-1- Sensibilisation de cellules dendritiques ( produites a partir de moelle osseuse en 5 a 7 jours d’incubation en
présence de GM-CSF et d’Il —4) avec des peptides purifiés a partir des molécules de classe I du CMH des cellules

tumorales correspondantes.
-2- Purification des exosomes a partir du surnageant de culture des cellules dendritiques par centrifugation

differentielle.
-3- Injection intradermique des exosomes purifiés (3-5 pg de protéines d’exosomes/ souris) a des souris portant des

tumeurs établies ( 7-10 jours pour P815 et 2-4 jours pour TS/A).
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Conclusion .

Les lymphomes malins non hodgkiniens regroupent un ensemble hétérogéne
de proliférations malignes des cellules lymphoides, caractérisées par des disparités
autant cytologiques, histologiques que cliniques. L'essor des techniques
immunohistochimiques, le développement des anticorps monoclonaux et de la
biologie moléculaire ont abouti a de profonds remaniements dans la conception
histogénique et dans l'identification des tumeurs lymphoides humaines. La synthése
de ces approches innovantes  fruit d'une collaboration multidisciplinaire entre
hématopathologistes, biologistes moléculaires et virologistes a abouti a la rédaction
d'une nomenclature innovante, la « REAL classification ».Elle léve la majorité des
principaux désaccords qui, dans le passé, ont compliqué la classification clinique de
ces syndromes lymphoprolifératifs. Elle a tout d'abord sembié étre un espoir tangible
pour le clinicien dans ['élaboration de protocoles de polychimiothérapies et
d’intensifications thérapeutiques plus adaptés. Cependant 'émergence de nouveaux
échecs cliniques a du ternir 'optimisme ambiant.

Si les agents cytostatiques restent les médicaments incontournables de la plupart

des hémopathies malignes, la chimiorésistance, de mécanisme complexe, explique

les échecs thérapeutiques. La stagnation de [offre thérapeutique, ['absence
d'innovation structurale au sein méme des grandes familles d'agents cytostatiques

sembient démontrer que les moyens thérapeutiques sont ailleurs et que la question a

laquelle  le thérapeute se doit maintenant de répondre est :

Y a-t-il une place pour I'immunothérapie dans le traitement des lymphomes ?
Et si 'ensemble des résultats semble le confrmer sa place reste a déterminer dans
I'arsenal thérapeutique des LNH.

Cependant certains points semblent déja acquis :

B la chimiothérapie conventionnelle gardera une place pour réduire la masse
tumorale initiale, parfois déja en association avec certaines immunothérapies
(interféron «,Rituxan®) ;

M il en est de méme de lintensification thérapeutique car, a son classique rdle
cytotoxique s’ajoute a présent un réle immunosuppresseur et dans [l'avenir il
semble étre possible de favoriser une ou 'autre de ces deux composantes ;

W le traitement ne sera plus unique mais une succession de divers sequences
therapeutiques dont chacune ftrouvera sa place selon divers paramétres,

notamment la masse tumorale, ['état immunitaire du patient, P'évolution

histologique et phenotypique du lymphome.

La réponse a ces questions et l'élaboration de nouvelles méthodes
thérapeutiques notamment dans le cadre des lymphomes de faible malignité se
devra d'étre imaginative. Il sera probablement préférable d'envisager d’'étudier des
programmes de traitement, faisant appel a plusieurs moyens thérapeutiques, et
visant & obtenir une rémission compléte, clinique, pathologique et moléculaire du
lymphome.
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On peut d'ores et déja imaginer des schémas de traitements futuristes avec les

- techniques disponibles : A

W chimiothérapie conventionnelle jusqu'a obtention d’une réponse maximale ;

B en ['absence de donneur apparenté HLA compatible ; prélevement de CSP avec
purge du greffon par sélection positive et/ou négative ;

B traitement par anticorps monoclonal ( anti CD20 par exemple) soit isolé, soit
associé a un radio-isotope ( qui pourrait dans ce cas servir de conditionnement
pour l'intensification thérapeutique) ;

B immunothérapie aprés autogreffe de CSH par IL-2 et/ou IFNa et/ou vaccination
anti-idiotypique ;

B si un donneur apparenté HLA compatible est disponible, transplantation de CSH
aprés conditionnement non myéloablatif, éventuellement suivi de transfusions de
lymphocytes du donneur.

Si futuriste que puisse paraitre ce schema thérapeutique , il semble essentiel que le
dénominateur commun a ne jamais oublier est le malade. La prescription de tout
protocole thérapeutique exige une prise en charge globale du patient: clinique,
paraclinique, psychosociale et ambulatoire. L'acceptation du traitement et donc une
bonne observance est une composante inéluctable de toute réussite, I'affinement
des traitements et une diminution de la morbidité de ceux-ci aboutit obligatoirement a
une réinsertion dans le cadre social et familial. Le pharmacien d'officine, partenaire
de proximité, se doit alors d'accompagner les progrés techniques de Ia
pharmacopée ; car il est potentiellement concerné par toute innovation, puisque au
décours de toute nouvelle réglementation de I'Agence Frangaise de Sécurité
Sanitaire des Produits de Santé il peut se retrouver dispensateur de spécialités
immunosupressives issues de la réserve hospitaliére . Il jouera alors pleinement son
réle de maillon de la chaine de santé par une dispensation de qualité .
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Généralités sur les Lymphomes non Hodgkiniens (LNH)
Thérapeutiques classiques et perspectives d’immunothérapie
Abréviations et symboles.

Ac anticorps

AcMo anticorps monoclonal

ACVBP prOtOCOle de pOIYChImIOthéraple adriamycine, vindésine, cyclophosphamide, bléomycine, prédnisolone
ADCC activité cellulaire cytotoxique anticorps dépendante
Ag antigéne

ATLL adult T cell leukemia/ lymphoma

BALT tissus lymphoide associé aux bronches

BcR B cell receptor

CALLA common acute lymphoblastic leukemia/ lymphoma antigen
CD marqueur de différenciation ou cluster of differenciation
CDR complementarity determining regions

CHOP prOtOCOIG de pOIYChImIOthéraple cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine, predniso(lo)ne
CMH complexe majeur d’histocompatibilité

CS cellule souche

CsA cyclosporine

CSH cellules souches hématopoiétiques

CSP cellules souches proximales

CTL lymphovcytes T CD8+ cytotoxiques antitumoraux
CVP protocole de polychlmlothéraple cyclophosphamide, vineristine, prednisone
EBYV epstein barr virus

EMA antigéne membranaire épithéliale

GALT gut associated lymphoid tissue

GELF groupe d'étude des lymphomes folliculaires

GLSG german lymphoma study group

GVH graft versus host

GVLy graft versus lymphoma

HAMA human antimonoclonal antibodies

HIV virus de 'immunodéficience humaine

HHV human herpes virus

HLA human leucocyte antigen

HML human mucosal lymphocyte

HTL-V1 human T cell lymphoma virus type 1

HTL-V2 human T cell lymphoma virus type 2

ICT irradiation corporelie totale

IDR intradermoréaction

IFN interféron

IHC immuno-hystochimie

IL interleukine

IPI Index pronostique international

IPSID Immunoproliferative small intestinal disease

LAl lymphadénopathie angio-immunoblastique

LAK lymphokine activated killers

LAL leucémie aigué lymphoide

LB lymphome de burkitt

LCR liquide céphalo-rachidien

LCTE lymphome cutané T épidermotrope
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LDH lactico-déshydrogénase

LLC leucémie lymphoide chronique

LNH lymphome non hodgkinien

LPTD lymphome malin non hodgkinien du tube digestif

MALT formations lymphoides associées aux muqueuses

m-BACOD protocole de pOIYChImIOtheraple méthotrexate, bléomycine, doxorubicine, cyclophosphamide,

vineristine, dexaméthasone

MDR résistance multidrogue

MGUS gammapathie monoclonale

MO microscope optique

NK natural killer

OERTC organisation européenne de recherche et de traitement des cancers

PCR polymérase chaine réaction

PCT plasmocytome

Pro MACE-MOP prOtOCOIG de polyChlmlothéraple etoposide, cyclophosphamide, doxorubicine, prednisone,

cytarabine, bléomyeine, vineristine, méthotrexate

PACOP prOtOCOle de pOIyChlmlothéraple procarbazine, cyclophosphamide, vincristine, prednisone, doxorbicine
REAL classification revised european american classification for lymphoid
neoplasm

slg Immunoglobuline de surface

TAA tumor antigene associated

TcR T cell receptor

TdT terminal désoxynucléotidyl transférase

TNF tumor necrosis factor

T-PLL leucémie prolymphocytaire T

VIP peptide intestinal vasoactif

VTGM vaccins tumoraux génétiqguement modifiés

WF working formulation
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- RESUME

Les lymphomes non hodgkiniens regroupent un ensemble hétérogéne de syndromes
Iymphoprolifératifs issus des lymphocytes T ou B, dont I’incidence actuelle ne cesse de croitre dans
tous les pays. Ces affections se caractérisent par une grande hétérogénéité clinique et pronostique.
Mais I’évolution des techniques immunohistochimiques a révolutionné la caractérisation de la cellule
lymphoide et par 13 méme 1’approche du clinicien face a ces tumeurs lymphoides. De profonds
remaniements dans la conception histogénétique de ces tumeurs lymphoides ont aboutit a 1’élaboration
de la REAL classification ( Revised European-American Classification of Lymphoid Neoplasm),
proposée par ’International Lymphoma Study Group. Elle intégre I’ensemble des progrés conceptuels
et techniques réalisés dans la connaissance des proliférations lymphoides. Initiant un langage commun
et multidisciplinaire elle permet aux différentes équipes de réviser et de redéfinir le role des
chimiothérapies dans la thérapeutique de ces affections. Elle a donc, tout d’abord, semblé étre un
espoir tangible pour le clinicien dans 1’élaboration de polychimiothérapies innovantes et
d’intensification thérapeutiques plus adaptées. Cependant 1’émergence de nouveaux échecs cliniques a
du ternir ’optimisme ambiant. Il a fallu alors constater que dans le traitement des lymphomes non
hodgkiniens, la chimiothérapie conventionnelle ou intensifiée montre actuellement ses limites. Depuis
environ cing a dix ans, il apparait que I’immunothérapie constitue 1’un des principaux compléments de
la chimiothérapie et que I’amélioration du pronostic viendra probablement de leur association.
L’immunothérapie est constituée par I’ensemble des moyens thérapeutiques permettant de corriger les
déficits immunitaires et/ou d’amplifier les mécanismes de défense anti-tumorale observés au cours du
développement et de 1’évolution des lymphomes non hodgkiniens. Ces moyens semblent actuellement
trés multiples et la place de chacun d’eux reste encore imprécise.
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