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NI IMPROBATION AUX OPINIONS EMISES DANS LES
THESES, CES OPINIONS DOIVENT ETRE CONSIDEREES
COMME PROPRES A LEUR AUTEUR ».
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Liste des abréviations

SS : Syndrome de Sézary

CS : Cellules de Sézary

LCP : Lymphomes Cutanés Primitifs

CTCL : Cutaneous T-Cell Lymphomas

NCI : National Cancer Institut

MFCG : Mycosis Fungoides Cooperative Group
TNM : Tumor Nodes Metastasis

HSV : Herpes Simplex Virus

MF : Mycosis Fungoide

ISCL : International Society of Cutaneous Lymphomas
NCCN : National Comprehensive Cancer Network
EORTC : European Organisation for Research and Treatment of Cancer
OMS : Organisation Mondiale de la Santé

RCP : Réunion de Concertation Pluridisciplinaire
SLP : Syndromes Lymphoprolifératifs

LF : Lymphome Folliculaire

LCM : Lymphome a Cellules du Manteau

LLCa : Leucémies Lymphoide Chronique atypiques
LPLT : Leucémie Prolymphocytaire T

ATLL : Leucémie-Lymphome T de I'’Adulte

CLA : Cutaneous Lymphocyte Antigene

KIRs : Killer Immunoglogulin-like Receptor

PCR-DGGE : Polymerase Chain Reaction - Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis)

PCE : Photochimiothérapie Extracorporelle
RC : Réponse Compléte

RP : Réponse Partielle

MS : Maladie Stable

MP : Maladie en Progression

RFI : Rapport des Intensités de Fluorescence
AHC : Automate d’Hématologie Cellulaire
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INTRODUCTION

Le syndrome de Sézary (SS), lymphome cutané a cellules T, est une
pathologie rare de mauvais pronostic a assez court terme devant I'absence
de traitement ayant montré une réelle efficacité. L'un des quatre criteres
retenus pour le diagnostic de cette pathologie est la quantification en valeur
absolue de la masse tumorale circulante en nombre de cellules de Sézary
par mm3. A Tl'heure actuelle, au laboratoire d’hématologie du CHU de
Rouen, la recherche des cellules de Sézary (CS) est effectuée uniquement
en microscopie optique et I'évaluation est rendue aux cliniciens en
pourcentage de CS pour 100 lymphocytes examinés. La cytométrie n’est
utilisée que pour un panel dit « de base » afin de renseigner principalement
sur le ratio CD4/CD8.

Il nous est apparu important d’évaluer d’'une part, nos pratiques au sein
du laboratoire, et d’autre part, de confirmer le potentiel de la cytométrie en
flux a 'aide des marqueurs CD7, CD26 et CD158k. En effet, leur utilisation
en routine pourrait avoir une valeur ajoutée réelle aussi bien au diagnostic
pour affirmer la présence de CS et quantifier la masse tumorale que dans le

suivi pour évaluer la maladie résiduelle et ainsi optimiser le traitement.

PARTIE 1 : Généralités sur le syndrome de Sézary

1) Le syndrome de Sézary

Historique

Le syndrome de Sézary appartient a la famille des lymphomes cutanés
primitifs (LCP) d’origine lymphoide T, tout comme le mycosis fongoide. La
premiére description de cette pathologie remonte a 1938 ; Sézary et

Bouvrain signalent la présence de grandes cellules mononucléées
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atypiques dans le sang d'une patiente présentant une érythrodermie
chronique ainsi que des signes histologiques cutanés de mycosis fongoide
(1).

En 1961, Taswell et Winkelmann décrivent l'aspect convoluté et
cérébriforme si caractéristique du noyau de la cellule de Sézary (2), qui sera
confirmé en 1968 par Lutzner grace a la microscopie électronique (3). Cet
aspect particulier est da, d’aprés Main et Goodall (4), a la division nucléaire
d’'un grand lymphocyte n’ayant pas subi de division cytoplasmique. Lutzner
décrit par ailleurs, en 1973, I'existence d’une variante de taille plus petite (10
a 12u de diamétre) ressemblant a des lymphocytes normaux contrairement
aux « cellules monstrueuses » décrites par Sézary faisant plutét 12 a 20u
(5). Et c’est en 1973 que Brouet montra que ces cellules de Sézary sont des

lymphocytes T (6).

Avec le développement des techniques pouvant affirmer la nature T
des lymphocytes, le terme de CTCL (Cutaneous T-Cell Lymphomas) fut
proposé en 1975 afin de regrouper mycosis fongoide, syndrome de Sézary
et autres lymphomes T primitifs ayant une origine cutanée ; dont les
caractéristiques se chevauchent d’ailleurs fréquemment (7). Trois ans plus
tard, ce terme fut officiellement approuvé par le NCI (National Cancer
Institut) et le MFCG (Mycosis Fungoides Cooperative Group) qui
développerent la premiére classification basée sur le schéma TNM (Tumor

Nodes Metastasis) pour les lymphomes T cutanés (8).

Epidémiologie

Les lymphomes cutanés primitifs de type mycosis fongoide (MF) et
syndrome de Sézary (SS) représentent 2 a 3 % de l'ensemble des
lymphomes et environ 70% des lymphomes cutanés a cellules T (CTCL)

(regroupés dans le tableau 1 ci-dessous).

Si I'on isole le syndrome de Sézary (2.5% des CTCL), on peut observer
une incidence de moins de 1 nouveau cas par an pour 10° habitants. Il touche
préférentiellement les hommes agés de plus de 60 ans et contrairement au
MF, il touche plus les personnes a peau blanche. Le syndrome de Sézary a
une évolution plus agressive que le mycosis fongoide, qui est le plus fréquent
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des CTCL (9). Une étude épidémiologique américaine réalisée entre 1973 et
2002 rapporte une augmentation de I'incidence annuelle des CTCL : 2.8 pour
10° habitants entre 1973 et 1977 contre 9.6 pour 10° habitants entre 1998 et
2002 (10). Toutefois, il est difficile de faire la part des choses entre une réelle

augmentation de I'incidence ou de meilleures méthodes diagnostiques.

Classification

Mycosis fongoide MF

MF, variants et sous types
MF folliculotrope
Lymphome pagétoide (Woringer-Kolopp)
Lymphome chalazodermique (GSS)

Syndrome de Sézary

Leucémie / lymphome T de I'adulte

Lymphoproliférations CD30+
Lymphome cutané a grandes cellules anaplasiques
Papulose lymphomatoide

Lymphome sous cutané a type de panniculite

Lymphome T cutané a cellules NK de type nasal

Lymphome T cutané périphérique SAl (grandes cellules CD30-)
Lymphome T épidermotrope agressif CD8+ (entité provisoire)
Lymphome T cutané a cellules y6+ (entité provisoire)
Lymphome T pléiomorphe a petites et moyennes cellules CD4+ (entité provisoire)

Tableau 1 : Classification des CTCL d’aprés « Classification OMS 2008 des
lymphomes T cutanés primitifs ». (11)

Physiopathologie / lymphomagenése

Les lymphomes cutanés sont des lymphomes non hodgkiniens
d’origine lymphoide B ou T (rarement NK) ; ils sont appelés primitifs lorsque
la peau est 'unique ou le premier organe atteint, et secondaires lorsque
I'atteinte cutanée est concomitante au diagnostic ou apparait au cours de
I'évolution (12). Les lymphomes T cutanés sont liés a une accumulation de
lymphocytes T a tropisme cutané et réalisent des tableaux clinico-

histologiques variés (9).

La physiopathologie des CTCL est, aujourd’hui encore, en grande
partie inconnue. Bien que des origines environnementales ou infectieuses

aient été envisagées, aucune n’a été formellement identifiée malgré des
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études centrées sur d’éventuels facteurs professionnels, environnementaux

ou encore iatrogéniques (13).

Les étapes de I'oncogenése ne sont pas bien individualisées mais la
transformation néoplasique en cellule T anormale semble liée a une
activation cellulaire T permanente consécutive a une stimulation antigénique
chronique (prolifération et réplication génomique accrue) (14). Cette
stimulation antigénique permanente des cellules T pourrait avoir comme
source les cellules de Langerhans épidermiques. Il a été démontré par
immunohistochimie et études ultra structurales que les micro-abcés de
Pautrier, caractéristiques du MF et du SS, vus en histopathologie, sont
constitués de groupes de cellules T malignes entourées et au contact de
cellules de Langerhans (cellules dendritiques immatures résidentes de la
peau) (15,16). Cette stimulation antigénique chronique engendrerait alors

une activation des cellules tumorales et leur expansion clonale.

L’hypothése, trés débattue, d’'une origine infectieuse pour le MF/SS
(17,18,19,20,21) a pu récemment trouver écho dans une étude concernant
la molécule KIR3DL2 (marqueur positif du SS, que nous détaillerons par la
suite). En effet, cette molécule semble capable de servir de récepteur et

d’internaliser les oligodéoxynucléotides CpG d’origine microbienne (22).

Les profils d’expression des cellules lymphomateuses sont caractérisés
par le déreglement de multiples voies de signalisation impliquées dans la
croissance et la régulation cellulaires, telles que celle du récepteur du TGF-
B (facteur de croissance tissulaire, inhibiteur de la prolifération cellulaire T) ,
c-myc (proto oncogene), les voies TNF et NF-kB (résistance aux stimuli
apoptotiques) (23,24,25,26). Dans les lymphomes T cutanés, et en
particulier dans le SS, I'accumulation de lymphocytes tumoraux dans la
peau semble liée a une résistance a I'apoptose et non a une prolifération
excessive (27). L’'augmentation d’expression de bcl-2 (proto oncogéne)
pourrait étre un des meécanismes contribuant a la persistance et a la

dissémination de la maladie lymphomateuse (28).

Au cours de I'évolution de la pathologie MF/SS, on observe une
accumulation de cellules malignes concomitamment a une diminution du
nombre et de la fonction des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques activés (29),

des cellules dendritiques (30) et des lymphocytes NK (31) ; il en résulte la
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quasi suppression de lI'immunité cellulaire et donc une immunodéficience
sévére pour le patient. Les lignées tumorales T produisent du TGF-B en
quantité  importante  (32), ce qui expliquerait le phénomeéne
d'immunosuppression locale observé chez environ 50% des patients ayant
un CTCL, particuliéerement ceux a un stade avancé. Cela se traduit par des
infections cutanées et sous-cutanées bactériennes sévéres et récidivantes
mais aussi des infections extensives a HSV (33,34). Cette production de
TGF-B par le clone tumoral pourrait €également étre, dans certains cas, I'un
des mécanismes d’échappement au systéme immunitaire (23). En effet, a
I'état normal, le TGF- peut, entre autre, car ses fonctions sont nombreuses,
induire I'apoptose cellulaire via la voie de signalisation SMAD (contraction
de Sma et Mad, les 2 premiers facteurs identifiés pour cette voie). Lors de la
transformation tumorale, des mutations codant les molécules de cette voie
de signalisation sont fréquemment observées. Ce TGF-B modifié agit alors
en favorisant I'angiogenése et 'immunosuppression rendant la prolifération

tumorale invasive (35).

Un autre mécanisme de résistance a I'apoptose pouvant étre évoqué
est la perte d’expression de CD7, trait phénotypique des cellules de Sézary.
En effet, il a ét¢ montré que CD7 initie une cascade de signalisation de
'apoptose des cellules CD7+ (36), les CS échappent donc a cette voie de

destruction cellulaire.

Les cytokines sont un groupe de molécules régulatrices représentant
d’'importantes fonctions telles que la communication, la prolifération et la
différenciation cellulaires. Leur possible réle dans la genése des CTCL a été
évoqué par plusieurs auteurs (37). La baisse de production de certaines
cytokines est directement corrélée a la chute du nombre de cellules
périphériques dendritiques myéloides et plasmocytoides. La sécrétion
défectueuse en IL12 (puissant activateur des cellules T cytotoxiques et
sécrété par les monocytes macrophages et les cellules dendritiques) qui en
résulte entraine un déficit de production d’IL15 et IL18 qui représentent tous
deux d'importants agents stimulateurs pour I'lFN-y et donc pour la réponse
immunitaire de type Th1 (a médiation cellulaire). De ce fait, les cellules
sanguines périphériques des patients ayant un CTCL possédent clairement

une production d’IFN-y amoindrie pour la réponse aux éventuels stimuli (38).
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Dans les stades précoces de CTCL, les génes impliqués dans le phénotype
Th2 (lymphocytes T helper), tel que GATA3, sont régulés négativement
tandis que ceux liés a la lignée Th1, tel que STAT4, le sont positivement.
Dans les stades avancés, l'inverse est retrouvé avec une activation du
phénotype Th2 (39). La figure 1 explicite cette évolution de profil au cours
de la pathologie MF/SS (40). Les cellules de Sézary montrent d’ailleurs une
réponse a la lyse par les cellules NK, mais assez difficile, sauf si I'activité
cytotoxique a médiation cellulaire est stimulée par exemple par 'lL2, via un
traitement anti CD52 humanisé (alemtuzumab) (31). Parmi les cytokines,
'IL7 joue un rbéle majeur dans les lymphomes T cutanés, qui I'expriment en
majorité (41). Il représente un facteur de croissance pour les cellules de
Sézary (42) et empéche I'apoptose des cellules tumorales en induisant et en
maintenant un niveau intra cytoplasmique élevé de bcl2 (43), proto
oncogéne bien connu. De méme, il a été montré que les cellules de Sézary
ont une expression aberrante de la T-plastine, une isoforme de protéines
liées a lactine qui contribue de maniére majeure a des fonctions
essentielles comme [l'activation, la survie et la migration des cellules
tumorales (25,44).
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Figure 1: Evolution du microenvironnement cutané au cours du MF/SS
d’aprés « Kim et al. (2007). Immunopathogenesis and therapy of cutaneous T cell
lymphoma. Journal of Clinical Investigation, 117(3), 836 ».: (A) peau normale ; (B)
MF en taches ou plaques, les cellules malignes CD4+ migrent vers I'épiderme et se
positionnent autour des cellules de Langerhans ; (C) MF stade tumeur, infiltration du
derme et des tissus sous cutanés de cellules T malignes et début d’atteinte des
CD8+; (D) cellules malignes devenant détectables au niveau sanguin avec
production de cytokines de type Th2 et retentissement sur le nombre et la fonction
des cellules CD8+, des cellules NK et des CPA.



Pour finir, le SS et le MF, qui sont parfois considérés comme des
entités évolutives, présentent néanmoins des profils immunologiques
suggérant des origines distinctes. Les cellules de Sézary ont un profil de
lymphocytes T mémoires centraux CCR7+, L-selectine+, CD27+, CCR4+ et
CLA+t alors que les cellules de MF ont un phénotype de lymphocytes T
meémoires effecteurs CCR7-, L-selectine-, CD27- et exprimant fortement
CCRA4 ainsi que CLA.

Cette différence fondamentale de cellule originelle rend cohérente la
différence entre les profils cliniques observés : les lymphocytes T mémoires
centraux (SS) peuvent étre retrouvés a la fois dans le sang périphérique, les
ganglions et la peau (grace a I'expression de CCR7 et L-selectine) alors que
les lymphocytes T mémoires effecteurs résidants de la peau (MF) sont
domiciliés au niveau cutané et circulent peu afin de pouvoir assurer une
éventuelle réponse effectrice immédiate et locale (45). Cette observation a
été confirmée par caryotype moléculaire (CGH) et micro arrays mettant en
évidence , grace au profil d’expression génomique, que ces deux sous types

de CTCL sont génétiquement distincts(46).

Clinique et anatomopathologie

Le lymphome T cutané le plus fréquent est le mycosis fongoide,
caractérisé par une évolution tres lente, sur plusieurs années, voire dizaines
d’'années. Les patients présentent des macules et des plaques
érythémateuses fixes, plus ou moins prurigineuses, ayant tendance a
s’infiltrer et a se multiplier au cours des années. Chez une minorité de
patients, ces Iésions évoluent vers des tumeurs parfois ulcérées ou vers une
érythrodermie. Un syndrome de Sézary est rarement secondaire a un MF
typique, aussi, I'lISCL recommande de nommer ces formes « syndrome de

Sézary précédé d’'un mycosis fongoide » (47).

Le SS est quant a lui historiquement défini par la triade érythrodermie,
polyadénopathies généralisées et présence de cellules T néoplasiques
(cellules de Sézary) dans le sang périphérique et la peau ; elles peuvent
étre présentes dans les ganglions mais pas de fagon systématique (48,49).

L’érythrodermie, d’apparition rapide, prédomine avec une exfoliation
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marquée sur fond pigmenté accompagnée d'un cedéme et d’un prurit
intense. Il peut parfois persister quelques espaces réservés bien limités de
peau saine. D’autres signes cliniques y sont fréquemment associés :
onychodysplasie, alopécie, kératodermie palmoplantaire, ectropion et
parfois une hépatosplénomégalie (Figure 2) (47,49,28,48).

Figure 2 : Aspects cliniques du syndrome de Sézary : photographies issues du
site « Dermis » (atlas en ligne des pathologies dermatologiques, www.dermis.net)
représentant respectivement la kératodermie palmoplantaire (A et B),
I'érythrodermie (C) et 'onychodysplasie (D).

Les symptdmes apparaissent généralement de novo dans un intervalle
de temps restreint, bien que certains cas soient précédés de prurit isolé ou

d’'une dermatite non spécifique (47). Dans le consensus de 2007, il est
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précisé que le diagnostic de SS ne doit étre évoqué que devant une
érythrodermie généralisée avec un envahissement sanguin de type

leucémique (>5% de cellules atypiques circulantes) (50).

L’atteinte ganglionnaire est fréquemment retrouvée dans le SS ; mais
seules les adénopathies de taille > 1.5 cm ou cliniquement palpables sont
prises en compte. Une dissémination métastatique avec infiltration de divers
organes (foie, rein, poumon, systéme nerveux) est assez fréquente ; la
splénomeégalie est considérée comme envahissement viscéral sans besoin
de confirmation histologique. La moelle osseuse peut étre envahie mais

linfiltration est souvent modérée, diffuse et interstitielle (9).

Les principales complications observées (dues a la pathologie elle-
méme) sont les infections qui représentent une cause majeure de déces
chez les patients atteints de MF/SS. Les germes les plus fréquemment

isolés sont Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa (51,52).

Le diagnostic histopathologique de SS est souvent difficile de par sa
similarit¢ = avec certaines dermatoses inflammatoires  bénignes
(principalement la réticulose actinique (53) et les réactions
pseudolymphomateuses induites par les médicaments (54)) mais aussi par
le peu de cellules tumorales retrouvées dans les échantillons (55).
L’histologie des lésions cutanées est trés proche de celle du MF. On y
retrouve un infiltrat lymphocytaire dans le derme superficiel ; les
lymphocytes T, petits a moyens, pléiomorphes, s’associent aux cellules de
Langerhans pour former les micro-abcés de Pautrier ; image caractéristique
mais rarement observée (Figure 3). lIs sont préférentiellement localisés en
sous épidermique et organisés en bandes confluentes pour migrer dans
'épiderme (épidermotropisme). Dans le SS, les cellules de Sézary
observées sont plus nombreuses, en infitrat monomorphe et
I'épidermotropisme peut avoir disparu. L’aspect histologique cutané est
cependant non spécifique dans un tiers des cas de SS méme quand la
clinique est évidente. L’atteinte la plus caractéristique observée est un
infiltrat lymphocytaire péri vasculaire du derme avec une atypie cytologique
légére a modérée ainsi qu’'un nombre variable d’éosinophiles (9,28). Un
marquage d’immunohistochimie peut étre également utilisé afin d’affirmer le
phénotype des cellules de l'infiltrat. Les marqueurs CD3, CD4, CD8, CD45
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et CD30 sont les plus couramment utilisés ; on retrouve un phénotype
CD3+CD4+CD8-CD30-. L’envahissement ganglionnaire se manifeste quant
a lui par une infiltration diffuse et monotone de cellules malignes avec un
effacement variable mais souvent marqué de l'architecture ganglionnaire
(9,56).

Figure 3 : Anatomopathologie d’un micro abcés de Pautrier (fleche) tirée du
site « Anabible » (anabible.webethan.org), site d'images d’anatomie pathologique
du Centre Francois Baclesse de Caen.

Critéres et bilan diagnostiques

Critéres diagnostiques

Depuis 2002, les critéres biologiques diagnostiques internationaux
reconnus par la Société Internationale des Lymphomes Cutanées (ISCL)

pour le diagnostic du syndrome de Sézary sont les suivants :

- Un nombre absolu d’au moins 1000 cellules de Sézary par
millimétre cube de sang périphérique

- La démonstration d’'une anomalie immunophénotypique ; soit
un rapport CD4/CD8 élevé di a une expansion de la

population CD4+ concomitamment a la diminution de la
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masse des lymphocytes T CD8+ ; soit une perte d’expression
aberrante de tout ou partie des marqueurs pan cellulaires T
(CD2, CD3, CD4, CD5)

- La mise en évidence d’'un clone T cellulaire sanguin détecté
par Southern Blot ou PCR

- La mise en évidence d’anomalies chromosomiques du clone
T tumoral. (47)

L’'ISCL a sélectionné ces criteres de fagon rigoureuse afin d’éviter les
erreurs de diagnostic quand I'étude des atteintes cutanées et ganglionnaires
échoue a établir le diagnostic de CTCL avec certitude. Ces criteres
hématologiques doivent étre associés a une érythrodermie et attestent d’un
envahissement sanguin de type leucémique rattaché a un score B2 dans la

classification TNM.

Le compte absolu de CS est utilisé depuis plus de vingt-cinq ans et I'a
été initialement par la Mayo Clinic dans les années dix-neuf cent soixante-
dix. Cette approche quantitative était exprimée en pourcentage de CS parmi
les leucocytes totaux. Un taux de 10%, puis de 15% était considéré comme
significatif pour le diagnostic de SS (57,58). Par la suite, il a été reconnu que
le compte absolu exprimé en nombre de CS par millimétre cube était plus
fiable pour surveiller les patients au long cours (59). Le seuil de 1000 CS par

millimetre cube fut alors adopté comme critére pour le SS.

Une méthode alternative pour quantifier les cellules de Sézary est la
détermination du pourcentage de CS observées parmi la population
lymphoide sanguine périphérique. L’avantage de cette méthode est que le
diagnostic peut étre envisagé chez des patients ayant des leucocytes
abaissés (par un traitement systémique ou une myélodysplasie par
exemple). Toutefois, un seuil pertinent pour le diagnostic de SS n’a pas
encore été établi (47). Il semblerait que la limite de 20% permette de
distinguer les CTCL des pathologies bénignes (60,61). Mais certaines
érythrodermies bénignes séveres dépassent fréquemment ce seuil, en
particulier la réticulose actinique et les pseudo lymphomes induits par les

médicaments (53,54). Ce pourcentage de CS parmi les lymphocytes est
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cependant utilisé pour les stades BO et B1 de la classification TNM mais

nous reviendrons dessus par la suite.

L’augmentation du ratio CD4/CD8 supérieure ou égale a 10 se retrouve
chez environ 80% des patients avec un SS et occasionnellement dans les
érythrodermies bénignes. Ce critere doit étre accompagné de la preuve
moléculaire d’une clonalité cellulaire T pour entrer en compte dans le
diagnostic (62). En effet, 'ISCL reconnait qu’un ratio CD4/CD8 supérieur ou
égal a 10 est un critere hématologique approprié mais la preuve d’un
envahissement sanguin est nécessaire en I'absence de preuve diagnostique

cutanée ou ganglionnaire.

En ce qui concerne 'immunophénotypage, seule la perte du CD7 a été
mentionnée par I'lISCL et comme critére provisoire. Ainsi, un pourcentage de
cellules CD4+CD7- supérieur ou égal a 40% peut servir de critére
hématologique. Non reconnu , mais pouvant aussi étre considéré dans la
démarche diagnostique, un taux de CD4+CD26- supérieur ou égal a 30%
est fréquemment retrouvé chez les patients Sézary avec preuve

d’envahissement leucémique sur leurs frottis sanguins (63).

La clonalité T est préférentiellement recherchée par les méthodes
basées sur la PCR qui sont dix fois plus sensibles que celles basées sur le
Southern Blot. Par contre, il faut savoir que la haute sensibilité de cette
technique détecte souvent des clones cellulaires T dans le sang des
patients avec un parapsoriasis ou un CTCL non érythrodermique sans
preuve d’envahissement sanguin (64). C’est pour cette raison que I'lSCL
recommande d’associer la preuve de clonalité T a une preuve de masse
tumorale sanguine (compte absolu de CS ou preuve immunophénotypique)

pour s’en servir comme critére hématologique.

Le dernier versant des critéres concerne les anomalies cytogénétiques.
Elles sont définies par convention : méme aberration structurale ou extra
chromosomique dans deux mitoses ou plus ou chromosome manquant dans
trois mitoses ou plus. Ces anomalies ne sont retrouvées que chez quelques
patients Sézary mais quand elles sont présentes, sont hautement associées
un mauvais pronostic (47). L'ISCL indique que la présence d’un clone avec

une anomalie chromosomique chez un patient ayant un CTCL
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érythrodermique (E-CTCL) peut étre adoptée comme critére hématologique

indépendant.

D’aprés les recommandations de 2014 du NCCN (National
Comprehensive Cancer Network), les examens essentiels au diagnostic
pour le MF/SS sont les suivants : biopsie cutanée des sites suspects et
revue des lames en anatomopathologie dermatologique. Et selon les
circonstances sont a rajouter : immunohistochimie sur la biopsie cutanée,
recherche d’'un réarrangement des génes du TCR par méthode PCR sur la
peau (et dans le sang périphérique si échec du diagnostic cutané),
évaluation du sang périphérique par cytométrie en flux (si échec du
diagnostic cutané; CD3, CD4, CD8, CD7 et CD26), biopsie des
adénopathies suspectes (en I'absence d’'un diagnostic cutané définitif) et

une sérologie HTLV-1 dans les populations a risque.

Bilan au diagnostic

D’aprés le NCCN (recommandations 2014), il est nécessaire

d’effectuer, de fagon systématique:

- Un examen physique complet évaluant le pourcentage de
surface corporelle atteinte avec le type de Iésions cutanées
présentes (tache/plaque, tumeur, érythrodermie), la palpation
des aires ganglionnaires et la recherche d'une

organomeégalie.

- Un bilan biologique comprenant une numération formule
sanguine avec recherche de CS (chiffrée en valeur absolue),
un immunophénotypage lymphocytaire, une recherche de
réarrangement des génes du TCR dans le sang périphérique
(si un envahissement sanguin est suspecté), un bilan
biochimique de base, I'évaluation des fonctions rénale et

hépatique et un dosage des LDH.

- Un dosage des B-hCG chez les femmes en age de procréer
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- Un bilan d’imagerie avec scanner thoraco-abdomino-pelvien
avec injection de produit de contraste ou PET-scanner corps
entier si le stade est supérieur ou égal a T2 ou s’il y a des
adénopathies palpables (pour orienter la biopsie) ou encore
si le bilan biologique est perturbé. En cas d’anomalie
retrouvée a limagerie, une confirmation histologique est

fortement recommandée.

Dans certains cas, un myélogramme peut étre réalisé afin de
documenter un envahissement médullaire ou d’explorer une anomalie
hématologique inexpliquée. De méme, une biopsie sera a envisager en cas
d’adénopathies ou de lésions extra cutanée suspectes afin d’identifier un
éventuel clone tumoral. (65,66) (NCCN Guidelines 2014, Non Hodgkin’s
Lymphomas)

Classification

Le principal objectif d’'une classification clinique pertinente est une
meilleure prise en charge et un traitement adapté au patient. La premiére
classification des CTCL de type MF/SS a été mise au point a la fin des
années soixante-dix par le Mycosis Fongoides Cooperative Group et
s’appuyait sur des critéres cliniques, histologiques et cytologiques. Elle est

détaillée dans le tableau 2.

Depuis, grace aux progrés dans des domaines tels que la biologie
moléculaire ou 'immunophénotypage, de nouvelles données ont pu étre
inclues dans la classification. Ainsi lors de la derniére classification
EORTC/OMS de 2007 (Tableau 3), le statut ganglionnaire et
'envahissement sanguin ont été révisés grace a l'ajout de criteres de

clonalité.

Dans cette nouvelle classification, le stade TO concernant I'atteinte
cutanée a été supprimeé et la taille tumorale minimale pour le stade T3

(>1cm) a été précisée.

En ce qui concerne le statut ganglionnaire, seront considérées

uniquement les adénopathies périphériques palpables présentant ces
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caractéristiques : fermes, irréguliéres, disposées en grappe, fixées et/ou
faisant 1.5 cm de diameétre ou plus. Les zones examinées sont les aires
ganglionnaires cervicales, supra claviculaires, épitrochléennes, axillaires et
inguinales. Les chaines ganglionnaires profondes, difficilement palpables
lors de I'examen clinique, ne sont généralement pas inclues dans la
classification, sauf si elles permettent détablir un stade
anatomopathologique N3. La stadification anatomopathologique est

détaillée dans le tableau 5.

Pour [I'envahissement viscéral, I'hépatomégalie ainsi que Ila

splénomégalie peuvent étre diagnostiquées par imagerie.

L’envahissement  sanguin  comprend désormais 3  stades
d’envahissement : BO s’il y a moins de 5% de cellules de Sézary circulantes
(parmi les lymphocytes sanguins), B1 si les 5% de CS sont dépassés mais
que le critéere B2 n'est pas atteint et B2 correspondant a une masse
tumorale sanguine importante c'est-a-dire plus de 1000 CS/ mma. Si
I'évaluation du nombre de CS ne peut pas étre utilisé pour le stade B2, alors
on peut utiliser en remplacement I'un de ces critéres (a condition d’avoir
déja la preuve d’'un réarrangement clonal du TCR via une méthode PCR) :
majoration des cellules CD4+ avec un ratio CD4/CD8 supérieur ou égal a 10
ou majoration des cellules CD4+ avec un phénotype anormal (perte du CD7
ou perte du CD26) (50).

Plusieurs critéres ont été retenus comme facteurs de mauvais
pronostic : une masse tumorale sanguine > 1000 CS / mm@ (stade B2) (un
taux supérieur a 10000 étant d’encore plus mauvais pronostic) (67,68), un
taux élevé de LDH sanguin (facteur prédictif a la fois d’une faible survie et
d’un risque élevé de progression tumorale) (69), un age avancé (70,67), la
présence d’une hyperéosinophilie (71), un clone sanguin CD3+CD7- et la
présence de grandes cellules de Sézary (>15u) (72). A linverse, une
hétérogénéité clonale sanguine et une faible masse tumorale semblent étre

des facteurs de bon pronostic (73).
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Classification Description

T = atteinte cutanée

TO Lésions suspectes cliniqguement et/ou histologiquement
T1 Plaques limitées, papules ou taches érythémateuses
< 10% de la surface corporelle
T2 Plaques généralisées, papules, taches érythémateuses
> 10% de la surface corporelle
T3 Présence d’une ou plusieurs tumeurs
T4 Erythrodermie généralisée (= 80% de la surface corporelle)

N = statut ganglionnaire

NO Absence d’adénopathie périphérique
N1 Adénopathie périphérique palpable ;
histologie négative pour un CTCL
N2 Absence d’adénopathie périphérique palpable ;
histologie positive en faveur d’'un CTCL
N3 Adénopathie périphérique palpable ;

Histologie positive en faveur d’'un CTCL

M = statut viscéral
MO Absence d’atteinte viscérale
M1 Atteinte viscérale a confirmer histologiquement

B = envahissement sanguin

BO < 5% de cellules atypiques circulantes parmi les
lymphocytes circulants
B1 > 5 % de cellules atypiques circulantes

Tableau 2 : Premiére classification des MF/SS : d'aprés « Classification TNM
originale du Mycosis Fungoides Cooperative Group pour les CTCL ». (74,75)
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TNMB stages

Skin
T1 Limited patches, papules and/or plagues covering < 10% of the skin surface. May
further stratify into T1a (patch only) vs T2b (plaque * patch)
T2 Patches, papules or plaques covering = 10% of the skin surface. May
further stratify into T2a (patch only) vs T2b (plaque * patch)
T3 Confluence of erythema covering =2 80% body surface area
Node
NO No clinically abnormal peripheral lymph nodes ; biopsy not required
N1 Clinically abnormal peripheral lymph nodes ; histopathology Dutch
grade 1 or NCI LNo-2
N1la Clone negative*
N1b Clone positive*
N2 Clinically abnormal peripheral lymph nodes ; histopathology Dutch
grade 2 or NCI LN3
N2a Clone negative*
N2b Clone positive*
N3 Clinically abnormal peripheral lymph nodes ; histopathology Dutch
grade 3-4 or NCI LN4 ; clone positive or negative*
Nx Clinically abnormal peripheral lymph nodes ; no histologic confirmation
Visceral
MO No visceral organ involvement
M1 Visceral involvement (must have pathology confirmation and organ
involved should be specified)
Blood
BO Absent of significant blood involvement : < 5% of peripheral blood
lymphocytes are atypical (Sézary) cells
BOa Clone negative*
BOb Clone positive*
B1 Low blood tumor burden : > 5% of peripheral lymphocytes are atypical
(Sézary) cells but does not meet the criteria of B2
Bla Clone negative*
Bib Clone positive*
B2 High blood tumor burden : = 1000/uL Sézary cells** with positive
clone*

*A T-cell clone is defined by PCR or Southern blot analysis of the T-cell receptor gene
**|f Sézary cells are not able to be used to determine tumor burden for B2, then one of the following modified ISCL criteria
along with a positive clonal rearrangement of the TCR may be used instead:

(1) expanded CD4+ or CD3+ cells with CD4/CD8 ratio of 10 or more,

(2) expanded CD4+ cells with abnormal immunophenotype including loss of CD7 or CD26.

Tableau 3 : Classification TNM actuelle des MF/SS d’aprés « Olsen E et al. Revisions
to the staging and classification of mycosis fungoides and Sezary syndrome: a proposal of
the International Society for Cutaneous Lymphomas (ISCL) and the cutaneous lymphoma
task force of the European Organization of Research and Treatment of Cancer
(EORTC)».Blood. 2007 Sep 15;110(6):1713-22.(50)
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T N M B
1A 1 0 0 Oou1
IB 2 0 0 Oou1
I 1ou?2 1ou?2 0 Oou1
IIB 3 0-2 0 Oou1
1 4 0-2 0 Oou1
A 4 0-2 0 0
B 4 0-2 0 1
IVA1 1-4 0-2 0 2
IVA:2 1-4 3 0 0-2
IVB 1-4 0-3 1 0-2

Tableau 4 : Correspondance entre stadification et classification TNM dans le
MF/SS d’'aprés « Olsen E et al. Revisions to the staging and classification of
mycosis fungoides and Sezary syndrome: a proposal of the International Society for
Cutaneous Lymphomas (ISCL) and the cutaneous lymphoma task force of the
European Organization of Research and Treatment of Cancer (EORTC)».Blood.
2007 Sep 15;110(6):1713-22.(50)

ISCL/EORTC Dutch system NCI-VA classification
classification
N1 Grade 1 : dermatopathic lymphadenopathy LNo : no atypical lymphocytes
(DL) LN1 : occasionnal and isolated atypical

lymphocytes (not in clusters)
LN2 : many atypical lymphocytes or in
3-6 cells clusters

N2 Grade 2 : early involvement by MF (presenc LN3 : aggregates of atypical lymphocytes;
of cerebriform nuclei > 7.5um) nodal architecture preserved

Ns Grade 3 : partial effacement of LN LN4 : partial/complete effacement of
architecture ; many atypical cerebriform  nodal architecture by atypical lymphocyte
mononuclear cells Grade 4 : complete or frankly neoplastic cells
effacement

Tableau 5 : Stadification ganglionnaire histopathologique dans le MF/SS
d’aprés « Olsen E et al. Revisions to the staging and classification of mycosis
fungoides and Sezary syndrome: a proposal of the International Society for
Cutaneous Lymphomas (ISCL) and the cutaneous lymphoma task force of the
European Organization of Research and Treatment of Cancer (EORTC)».Blood.
2007 Sep 15;110(6):1713-22.(50)
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Diagnostics différentiels

Les diagnostics différentiels sont assez nombreux et seront abordés
selon 3 angles différents : I'érythrodermie, la présence de cellules de Sézary

circulantes et les pathologies lymphoprolifératives cutanées.

Bien que l'érythrodermie et le prurit intense suggérent fortement le
diagnostic de syndrome de Sézary, beaucoup d’autres pathologies,
bénignes quant a elles, peuvent aussi correspondre a ces symptémes. Ces
autres causes bénignes d’érythrodermie ont été mises en évidence en 1986
grace a une série de 82 patients. Les principales étiologies étaient le
psoriasis, la dermatite atopique, les réactions médicamenteuses, la dermite
de contact, la dermatite séborrhéique, le lupus subaigu cutané, les

érythrodermies idiopathiques et bien sur les CTCL (76,77).

De méme, on peut retrouver des cellules de Sézary circulantes dans un
certain nombre de pathologies, bénignes ou non : dermatoses chroniques,
kératose solaire, dermatite atopique, carcinome basocellulaire, psoriasis,
lichen, parapsoriasis, lupus érythémateux discoide, vascularites et
lymphomes B (78,79). La plupart de ces pathologies étant aussi chroniques,
cela peut entrainer un retard important dans le diagnostic du syndrome de
Sézary; dou la nécessité d'une utilisation rigoureuse des criteres

diagnostiques et des examens cités précédemment.

Enfin, il est important de distinguer les pathologies lymphoprolifératives
cutanées malignes des proliférations lymphoides atypiques ou encore des
réponses immunitaires anormales pouvant mimer le méme type de lésions
lymphomateuses (37). Toutes ces proliférations cutanées lymphoides sont
résumeées dans le tableau 6 ci-dessous.
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Réticulose actinique : dermatite chronique sévére photosensible +
érythrodermique / bénigne / Iésions MF/SS like (80)

Infiltrat de Jessner : Iésions solitaires visage et tronc / |ésions type MF stade
tumeur (81,37)

Pseudo lymphome cutané T : Iésions solitaires mimant celles du MF
(82,83,84)

Parapsoriasis en plaques : lésions atrophiques érythémateuses pouvant
évoluer en MF (85,86)

Papulose lymphomatoide : éruption papuleuse qui nécrose et guérit
spontanément / associée ou précédant un lymphome (87,88,89)

Mucinose folliculaire : alopécie avec plaques indurées et papules / peut
évoluer en MF (90,91,92)

Réticulose pagétoide : localisée (lésion unique) pouvant étre un variant de
MF ou généralisée (plaques hyperkératosiques) de mauvais pronostic
(93,94,95)

Lymphome chalazodermique : plaques érythémateuses évoluant vers un
cutis laxa / variant des CTCL stade tumeur (96)

Lymphome cutané primitif a grandes cellules CD30+ : |ésions localisées a
type de papules, nodules ou tumeurs / entité des CTCL (97)

Leucémie / Lymphome T de I’adulte : pathologie agressive liée a HTLV-1/
mimant un MF/SS (98)

Tableau 6 : Principales lymphoproliférations cutanées pouvant faire évoquer un

CTCL.

Traitements et prise en charge

De nombreux traitements font partie de l'arsenal thérapeutique du

syndrome de Sézary ; il peut s’agir de traitements locaux ou de traitements

systémiques (28). Aucun des traitements utilisés actuellement n’a démontré

de réelle efficacité en terme de survie ; ainsi le traitement du SS reste

principalement palliatif, le maintien d’'une qualité de vie correcte restant la

principale préoccupation des soignants (12). De plus, devant le peu

d'études randomisées concernant la stratégie thérapeutique a adopter

devant un MF/SS, il n’existe pas de standard universellement accepté quant

au déroulement de la prise en charge (99). La variété des présentations

cliniques rend une approche stratifiée difficile ; la prise en charge reste
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individualisée, prenant en compte I'age, les comorbidités et les risques
infectieux (auxquels ces patients sont particulierement sujets). Le but de la
prise en charge est d’atteindre une rémission a la fois cutanée et non
cutanée (lors qu’il y a envahissement sanguin ou autre); ceci afin de
retarder ou prévenir la progression de la maladie et d’'améliorer la qualité de
vie, souvent trés altérée par la xérose cutanée et le prurit (100). L’utilisation
d’agents pouvant induire I'apoptose des cellules malignes et simultanément
améliorer la capacité de I'organisme a gérer ces cellules apoptotiques, en
générant une réponse T cytotoxique efficace, semble centrale dans la

stratégie thérapeutique (40).

Il est recommandé que chaque lymphome cutané primitif soit présenté
a une réunion de concertation pluridisciplinaire (RCP) locale ou régionale
(comprenant  dermatologues, oncohématologues, radiothérapeutes,
anatomopathologistes, tous référents dans le domaine des lymphomes
cutanés primitifs) afin de valider le diagnostic et la prise en charge
thérapeutique. Il pourra y étre discutée une éventuelle inclusion dans un

essai thérapeutique (65).

La stratégie initiale devant un lymphome cutané primitif T se décline en

3 étapes principales :

- Etablissement d’'un diagnostic de certitude et classification du
lymphome selon TEORTC/OMS

- Stadification

- Choix de la méthode thérapeutique en fonction du stade, en
favorisant les traitements combinés qui permettent de limiter
la toxicité. L’efficacité et les effets indésirables doivent étre

réévalués régulierement (65)

Deux écueils doivent étre évités : engager trop précocement un
traitement inutilement agressif et étre trop prudent en laissant les |ésions
évoluer vers un stade ou un traitement lourd et toxique devient nécessaire
(65).

Les principaux traitements pouvant étre utilisés dans les CTCL de type
MF/SS sont regroupés dans les tableaux 7 et 7bis avec les principaux

mécanismes d’action et les principaux effets secondaires.
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Traitements locaux

Mécanismes d’action / effets indésirables

Corticostéroides topiques
(101,102)

induction de I'apoptose et influence sur I'adhésion des
lymphocytes a I'endothélium (inhibition de la production de
cytokines, molécules d'adhésion et facteurs de croissance)

El : atrophie cutanée, télangiectasies, vergetures, fragilité
cutanée, infections secondaires

Moutarde azotée
(mustargen, chlormethine)
(103,104)

agent alkylant affectant l'interaction entre kératinocytes,
cellules de Langerhans et lymphocytes T

El : bralures, prurit, dermatite, risque accru de cancer cutané
non mélanome surtout si PUVA ou radio thérapie
concomitante

Rétinoide topique
(bexaroténe = Targretin)
(105,106,107)

induit 'apoptose des cellules tumorales et la suppression de
I'expression de CCR4

El : hypertriglycéridémies importantes, leucopénies,
hypothyroidie, sécheresse oculaire, prurit, surdité

Autres :

BCNU (carmustine)
immunomodulateur local
(Imiquimod)
(108,109,110,111)

BCNU = agent alkylant avec nombreux
El cutanés (érytheme, brilure, télangiectasies), fibrose
pulmonaire et cytopénies

imiquimod = active la voie NF-kB, induit I'apoptose des
cellules tumorales a forte dose via Bcl-2

El cutanés (dyspigmentation localisée, érythéme) et
cytopénies

Photothérapie UV
(PUVA thérapie)
(52,112)

irradiation UV aprés ingestion de 8-méthoxypsoraléne : induit
I'apoptose des cellules tumorales, des dommages ADN,
I'arrét de la production de cytokines par les kératinocytes et
réduction des cellules de Langerhans

Radiothérapie locale
(113)

pour des tumeurs isolées + en association a un agent
radiosensibilisant tel qu’un inhibiteur d’histone déacétylase
(qui arréte le cycle cellulaire et induit I'apoptose rendant les
cellules tumorales radiosensibles)

Electronthérapie corporelle

totale
(114,115)

surtout dans le MF, peu de disponibilité, pénétration cutanée
plus profonde

El : alopécie, dysidrose, xérose, atrophie cutanée

Tableau 7 : Récapitulatif des principaux traitements locaux existants et leurs

effets indésirables (El).
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Traitements systémiques

Mécanismes d’action / effets indésirables

Immunomodulateurs

Interféron alpha

augmente la réponse immunitaire Th1 contre les
lymphocytes tumoraux

(116,100) infections secondaires, leucopénies, troubles neurologiques
et digestifs
liaison au récepteur X rexinoid RXR / action anti
Rétinoides proliférative, apoptose des cellules tumorales, inhibition de la
(107) production cytokinique

sécheresse cutanée, prurit, désquamation

Photophérése
extracorporelle

(112)

extraction des cellules mononucléées périphériques
puis ajout de 8-methoxypsoralene et irradiation par
UVA avant réinjection / active la réponse immunitaire
systémique anti tumorale

Thérapies ciblées

Anticorps monoclonaux
(117,118,119)

alemtuzumab : anti CD52 L'anticorps provoque la lyse des
lymphocytes par l'intermédiaire d'une fixation du complément
et d'une cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante de
I'anticorps

zanolimumab : anti CD4

mogamulizumab : anti CCR4

Inhibiteurs des histones
déacétylases (Vorinostat)

arrét du cycle cellulaire et apoptose

(120,121) symptomes digestifs, fatigue, cytopénies, modifications ECG
Protéine de fusion cible I'lL-2 (CD25) et lyse les cellules I'exprimant
(denikeukin) - . -~
(100) fievre, syndrome pseudo grippal, lymphopénie,
hyperperméabilité capillaire
Agents cytotoxiques
Antifoliques inhibition des mitoses et de la synthése de 'ADN
(MTX et Pralatrexate) o . . o
(122,100) effets indésirables gastro-intestinaux, anomalie bilans
’ hématologique et hépatique
analogue nucléosidique / inhibe I'ADN polymérase et la
gemcitabine ribonucléotide réductase donc la synthése d'ADN
(Gemzar)
(123,124) leucopénies, perturbations du bilan hépatique, éruption

cutanée, symptdmes grippaux

Doxorubicine liposomale non
pégylée (Caelyx)
(125,100)

anthracycline : inhibition des topoisomérases entrainant
des lésions de 'ADN

toxicité cardiaque mais réduite par la forme non pégylée

Allogreffe de CSH (126,127)

Patients a haut risque de MF/SS et effet positif de la maladie du rejet du greffon contre I'hote
pour I'évolution de la pathologie

Tableau 7 bis : Récapitulatif des principaux traitements systémiques
existants et leurs effets indésirables (El).
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Dans le SS, un traitement systémique est proposé systématiquement
en premiére ligne (65). La photochimiothérapie extracorporelle doit étre
envisagée en premiére intention selon la disponibilité de ce dispositif, qui
représente un facteur limitant. Il s’agit d’'un traitement montrant de bons
résultats au stade d’envahissement sanguin (méme modéré), qui est trés
bien toléré avec peu d’effets indésirables et qui n'a presque aucune contre-
indication. La photophérése est réalisée selon un rythme variable (2
séances par mois en moyenne) soit en monothérapie (au moins a l'initiation
du traitement) soit en association le plus souvent secondairement et avec un
autre traitement systémique (méthotrexate faible dose, interféron alpha ou
bexaroténe en cas de réponse insuffisante). Quand la photochimiothérapie
extracorporelle est contre-indiquée ou non accessible, on peut discuter :
interféron alpha, bexaroténe, méthotrexate faible dose ou chlorambucil avec
prednisone faible dose. Ces traitements peuvent étre combinés entre eux en
fonction de la réponse : par exemple interféron alpha et bexaroténe,
bexaroténe et PUVAthérapie, bexaroténe et méthotrexate. Parallélement on
peut associer, selon I'état du patient et ses Iésions, un traitement local par
dermocorticoides, PUVAthérapie, chlormétine, carmustine voire
électronthérapie corporelle totale. En cas de non réponse ou
d’échappement, une inclusion dans un essai thérapeutique doit étre
proposée en priorité. Sinon, 'administration d’alemtuzumab, de doxorubicine
liposomale, de gemcitabine, de denileukin diftinox a titre exceptionnel ou
d’'une polychimiothérapie en dernier recours peut étre discutée en RCP.
L’intensification avec allogreffe médullaire (plutét qu’autogreffe) peut étre
proposée dans de rares cas, notamment de MF transformés ou de SS chez

des sujets jeunes (65).

Aux stades avancés de lymphome cutané T, il n'existe pas encore de
traitement permettant d’obtenir une rémission compléte prolongée. La mise
au point de nouveaux outils thérapeutiques est donc indispensable.
Plusieurs cibles potentielles ont été mises en évidence : inhibition de la voie
NF-kB, inhibiteurs des récepteurs a activité tyrosine kinase, anticorps
humanisés dirigés contre les antigénes tumoraux (par exemple, anti CD158k
induisant une lyse directe et une cytotoxicité anticorps dépendant a

médiation cellulaire) (23).
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2) La cellule de Sézary et l'intérét des différentes méthodes

d’analyse

Description cytologique

La cellule de Sézary (CS) est caractéristique des lymphomes T cutanés
de type MF/SS. Elle correspond a un lymphocyte dont le noyau occupe la
majorité de la surface cellulaire (rapport nucléocytoplasmique élevé et
cytoplasme peu abondant) et posséde une chromatine assez dense, sans
nucléole, mais plus claire que celle d’'un lymphocyte normal (Figure 4). La
particularité de la CS est son aspect cérébriforme dU aux replis nucléaires
(en « coup d’ongle ») ainsi qu’aux sillons étroits et profonds. Le pourtour
nucléaire quant a Ilui n’apparait pas particuliérement irrégulier. Le
cytoplasme peut étre légerement basophile mais sans granulations. Il existe
deux tailles de CS: les petites, les plus fréquemment retrouvées mais les
plus difficiles a identifier, font 8 a 10 um et les grandes (15 a 20 um), qui
sont souvent associées aux petites, mais plus faciles a détecter car
beaucoup plus caractéristiques (« cellules monstrueuses »). La présence de
ces cellules de grande taille est inconstante (32 a 67%) mais plus spécifique

et associée a un plus mauvais pronostic (12,47,28).

La mise en évidence, de fagon formelle, des cellules de Sézary n’est
pas toujours facile car des cellules d’aspect comparable peuvent étre
observées dans le sang au cours de diverses dermatoses beénignes
(principalement eczéma, psoriasis, parapsoriasis en plaque), mais aussi lors
de réactions médicamenteuses pseudolymphomateuses et méme chez des
sujets sains. Une stimulation immune T serait a l'origine de ces cellules

pseudo Sézary (47).
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Figure 4 : Aspects morphologiques de la cellule de Sézary sur des frottis de sang colorés au

MGG. (A) Aspect typique de la cellule de Sézary caractérisée par un noyau trés irrégulier présentant
de nombreux replis lui donnant un aspect en « coup d’ongle » ou cérébriforme. (B) et (C) Cellules de
Sézary de petite taille (cellule de Lutzner) ou de grande taille. (Sang grossissement x 50, coloration
MGG. Dr Daliphard CHU Reims)

D’autres pathologies lymphoides peuvent également se manifester par
la présence de cellules atypiques circulantes possédant le méme genre de
caractéristiques morphologiques, a savoir un noyau plus ou moins encoché,
a contours irréguliers ou convoluté lui donnant un aspect folié. Parmi ces
syndromes lymphoprolifératifs, on retrouve principalement le lymphome du
manteau, le lymphome folliculaire, la leucémie prolymphocytaire T ou
encore certaines formes atypiques de leucémie lymphoide chronique (figure
5).
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Figure 5 : Principaux aspects morphologiques des syndromes lymphoprolifératifs présentant
des lymphocytes au noyau irrégulier. Photos issues du site Hématocell (hematocell.univ-angers.fr)
et prises au CHU de Rouen (sang coloration MGG grossissement x 50)

(SLP syndrome lymphoprolifératif ; LF lymphome folliculaire ; LCM lymphome du manteau ; LLCa
leucémie lymphoide chronique atypique ; LPLT leucémie prolymphocytaire T ; ATLL leucémie-
lymphome T de I'adulte)

44



Caractéristiques en cytométrie de flux

Rappel du principe de cytométrie en flux

La cytométrie en flux est une méthode d’analyse permettant de
mesurer les caractéristiques cellulaires d’un échantillon en se basant sur le
principe de la focalisation hydrodynamique des cellules dans un faisceau

lumineux excitateur (Figure 6).
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Figure 6 : Représentation schématique de la focalisation hydrodynamique, le
liquide d’entrainement accélére les cellules et permet leur alignement une a une a la
sortie. D’aprés Jouault H, Imbert M. La cytométrie en flux: intérét et applications en
hématologie. Rev Fr Lab. 1995 Apr;1995(275):29-35. (128)

Le flux liquidien est ensuite traversé par un laser (faisceau lumineux
d’'une grande brillance, monochromatique et de bonne focalisation) ce qui va

permettre aux cellules d’émettre un certain nombre de signaux optiques :

e La lumiere diffusée dans l'axe du laser (petit angle) va
permettre d’identifier la taille des cellules (Forward Scatter
Figure 7A)

e La lumiere diffusée a 90 degrés (grand angle) permet quant
a elle de déterminer la structure cellulaire (fonction de la
forme, de la structure interne et de la granularité des

cellules) (Side Scatter Figure 7B)
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Figure 7 : (A) Forward Scatter, la lumiére détectée dans I'axe de la lumiére incidente
(petits angles) est proportionnelle a la taille de la cellule (schéma original)

(B) Side Scatter, la lumiére détectée a 90° par rapport a I'axe de la lumiere incidente
(grands angles) est proportionnelle a la granularité de la cellule ou a sa structure
extérieure (schéma original)

e Etenfin la fluorescence émise par les cellules préalablement
marquées permet de les catégoriser selon les fluorochromes
et anticorps monoclonaux choisis. Un systeme de filtres et
de miroirs permet de séparer les signaux lumineux selon leur
direction et leur longueur d’onde. Des photomultiplicateurs
vont recueillir les signaux optiques émis et les transformer
en signaux électriques analogiques en fonction de
'amplitude de chaque signal. Les données regues sont
converties sous forme digitale pour [I'exploitation
informatique et figurées sous forme d’histogrammes de
distribution de fréquence (amplitude du paramétre en
abscisse et le nombre de cellules par canal en ordonnée)

(Figure 8).

I est donc possible de cibler les informations au sein d’une
population hétérogéne en tragant des zones d’intérét sur un cytogramme
taille/structure, par exemple pour [I'étude des sous populations

lymphocytaires (128).
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Figure 8 : Schéma récapitulatif du fonctionnement d’un cytomeétre en flux d’apres
« Brown, M., & Wittwer, C. (2000). Flow cytometry: principles and clinical applications in
hematology. Clinical chemistry, 46(8), 1221-1229». La suspension cellulaire, accélérée
grace au fluide d’entrainement, passe devant un laser afin que la lumiere diffusée soit
analysée par les différents détecteurs (celui du Forward Scatter et du Side Scatter (1)
ainsi que de multiples détecteurs pour I'émission des fluorescences (2 a 4). Ces signaux
sont amplifiés électroniquement puis convertis pour I'analyse informatique.
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Phénotype de la cellule de Sézary

La cellule de Sézary est un lymphocyte T mature mémoire, elle exprime
donc principalement les antigénes CD2, CD3, CD4, CD5, CD25, CD45R0 et
TCRaB (47,23,129). Plus rarement, les CS peuvent avoir un phénotype
CD4-CD8+ ou CD4+CD8+ et/ou présenter une perte d’expression des
antigénes CD2, CD3, CD4 ou CD5 (130,72,131). Une perte des marqueurs
CD7 et/ou CD26 a également été rapportée (62). Cette diminution
d’expression semble plus intéressante quand elle concerne les CD2, CD3 et
CD4 car on peut observer, au cours des réactions inflammatoires, une
baisse d’intensité concernant les CD5 et CD7 (132,133). La cellule de
Sézary exprime également des récepteurs de domiciliation cutanée : CCR4
(2 des taux élevés), CCR10, CCR6 et CLA (Cutaneous Lymphocyte
Antigene). Lorsqu’elles sont isolées dans le sang, elle co-expriment des
marqueurs de domiciliation ganglionnaire tels que le CCR7, la L-selectine et
le CD27 (marqueur de différenciation cellulaire T centrale mémoire) (45).
Plusieurs clones de CS peuvent coexister chez un méme patient tout
comme on peut retrouver plusieurs oligoclones T chez les personnes agees
hors situation pathologique ; linterprétation de I'immunophénotypage est

donc délicate surtout lorsque le nombre de CS est faible (99).

Concernant le CD7, il a été décrit que la taille de la population
CD4+CD7- était corrélée avec I'évolution du lymphome cutané (134). Cet
antigéne est une glycoprotéine membranaire de la famille des
immunoglobulines qui est exprimé sur 85 a 90% des cellules T sanguines
chez I'adulte sain (les lymphocytes T CD8+ dans leur ensemble et environ
90% des CD4+), sur les thymocytes ainsi que sur la plupart des
lymphocytes NK (135). Le CD7 est connu comme agent costimulateur pour
les cellules T et comme ligand pour le récepteur pro apoptotique Galectin-1
largement exprimé (136,36). Ainsi, une perte de ce CD7 engendre une
résistance a I'apoptose et confére au clone déficitaire un avantage de survie
(137). Des cellules circulantes CD7- peuvent étre retrouvées chez des
individus sains en faible pourcentage tandis que chez les personnes agées
ou dans certaines pathologies sévéres (dermatoses inflammatoires ou
immunodéficience combinée sévere), le taux de CD7- peut s’avérer élevé

(135,138,139,140). Il a été décrit qu’environ 50% des CTCL montraient une
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expression variable du CD7 (141,142). La prise en compte de tous ces
parametres rend difficile la distinction entre les cellules normales et les
cellules réactives non néoplasiques d'une part et les cellules tumorales

d’autre part.

Le CD26 (dipeptidyl peptidase IV) est une protéase membranaire
présente sur la plupart des cellules T périphériques ainsi qu’a la surface des
cellules  endothéliales et  épithéliales. Cet antigene  régule
I'épidermotropisme en clivant et inactivant des cytokines de domiciliation
cutanée mais aussi en inhibant leurs récepteurs correspondants
(143,144,145,146). Le CD26 intervient également dans Iactivation des
cellules T et dans l'oncogenése (147,148). Il est donc exprimé de fagon
variable par les cellules T CD4+ circulantes ainsi que par les populations T
CD8+ et immatures; par contre I'expression est importante sur les
lymphocytes T mémoires effecteurs activés (149). Plusieurs études ont
montré que son expression était associée a plusieurs types tumoraux :
lymphome anaplasique a grandes cellules, lymphome lymphoblastique T et
lymphome hépatosplénique (150). Par contre, 'absence d’expression de
CD26 semble hautement caractéristique des cellules tumorales de type
MF/SS ; la présence d’'une population anormale CD26- est corrélée a
I'identification morphologique de cellules tumorales de Sézary dans le sang
périphérique (sensibilité de 96% et spécificité de 98%) (151). Les stades
avancés de la pathologie MF/SS étant caractérisés par le développement
d’'un déficit immunitaire dd, entre autre, a une sécrétion accrue de cytokines
de type Th2, comme vu précédemment, la perte d’expression du CD26 est
donc logique et on pourrait s’attendre a ce qu’elle soit corrélée a I'évolution
de la maladie (38). La détermination du pourcentage de cellules
CD4+CD26- a d’ailleurs été suggérée comme outils intéressant par certains
auteurs afin de surveiller la progression de la maladie et d’évaluer la
réponse thérapeutique (132). Un nombre élevé de cellules CD4+CD26- est

d’ailleurs associé a une survie moindre (Figure 9) (137).

Ainsi les marqueurs CD7 et CD26 ne sont généralement pas
considérés comme marqueurs phénotypiques fiables d'une aberration
cellulaire T pour les raisons que nous avons vues précédemment. Par

contre, l'utilisation de I'aspect quantitatif de la perte de ces marqueurs s’est
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révélée intéressante pour le diagnostic, le pronostic et I'évaluation de la
réponse thérapeutique. C’est pour cela que [IISCL et I'EORTC
recommandent de les inclure lors de 'immunophénotypage afin de pouvoir
utiliser ces marqueurs dans la démarche de stadification (plus de 40% de
cellules CD4+CD7- et/ou plus de 30% de cellules CD4+CD26-) (50).

Survival
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Figure 9 : Courbe de survie avec et sans anomalie phénotypique (A) et selon
le pourcentage de cellules de Sézary CD4+CD26- (B) d’aprés Hristov AC,
Vonderheid EC, Borowitz MJ. Simplified flow cytometric assessment in mycosis
fungoides and Sézary syndrome. Am J Clin Pathol. 2011 Dec;136(6):944-53 (137).

Place du KIR3DL2 / CD158k

Le CD158k, encore appelé KIR3DL2, a été identifié pour la premiéere
fois en 1996 (152). Il fait partie de la famille des KIRs (Killer
Immunoglogulin-like Receptor) et a été reconnu comme marqueur
spécifique des cellules de Sézary (153). Le KIR3DL2 est le seul KIR a
s’exprimer sous forme de dimeéere et posséde les caractéristiques
structurales d’'un récepteur inhibiteur. Il posséde trois domaines
extracellulaires ainsi qu'un long domaine cytoplasmique avec deux motifs
ITIMs (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif) (154) (Figure 10).
Neuf alleles du géne KIR3DL2 ont été décrits (155). Chez les individus
sains, il peut s’exprimer sur une minorité de lymphocytes NK et sur de rares

lymphocytes T CD8+ (154). Ce récepteur transmembranaire posséde un
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réle inhibiteur sur la lyse cellulaire médiée par les cellules NK aprés
interaction avec le HLA-A (156). Son réle dans la pathogenése du SS n’est
pas encore trés clair, il semblerait qu’il agisse sur les cellules T en atténuant
ou inhibant la signalisation de mort cellulaire médiée par les récepteurs
antigéniques souvent impliqués lors d’une stimulation antigénique chronique
des cellules T (157,158).

Le CD158k est hautement spécifique du syndrome de Sézary ; en effet,
il nest pas exprimé de fagon significative a la surface des cellules CD4+
chez les individus sains, ni chez les patients présentant une érythrodermie
bénigne (159). Ce marqueur permet donc de différencier une érythrodermie
inflammatoire d’un réel SS. Il permet également de distinguer un MF d’un
SS, qui ne sont actuellement plus considérés comme 2 versants d’une seule
pathologie (45) . En effet, lors d'immunomarquages sur des lésions
cutanées avec l'anticorps KIR3DL1/DL2, Wechsler et al. ont pu observer
que le marquage des cellules tumorales était positif pour tous les cas de SS

mais négatif pour les MF au stade de plaques (160).

De méme, l'étude des transcrits CD158k/KIR3DL2 au niveau de
biopsies cutanées a révélé qu’ils étaient significativement surexprimés dans
les échantillons de patients Sézary comparé a ceux provenant
d’érythrodermies inflammatoires bénignes (55). Un autre aspect intéressant
de l'utilisation de ce marqueur a été montré par Bouaziz et al. car la valeur
absolue du nombre de cellules de Sézary CD3+CD158k+ détectée en
immunophénotypage s’est révélée plus sensible que la valeur absolue
obtenue en cytomorphologie dans ['évaluation de la masse tumorale
sanguine (159). Quelques années auparavant déja, une forte corrélation
avait été trouvée entre le pourcentage de lymphocytes circulants CD158k+
et le pourcentage de CS décrit par cytologie. Ces mémes lymphocytes
CD4+CD158k+ correspondaient a la population maligne clonale évaluée
grace a limmunoscope (amplification par PCR des différentes régions
CDRS3 ; les produits d’élongations fluorescents obtenus sont ensuite séparés

sur gel par migration)(66).
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Figure 10: Structure de KIR3DL2 daprés « Ortonne, N., Bagot, M., &
Bensussan, A. (2006). KIR3DL2: une nouvelle étape dans I'histoire du syndrome de
Sézary. M/S: médecine sciences, 22(8-9), 691-693. ». Chaque monodimére
possede 3 parties principales : une partie extracellulaire (constituée de 3 domaines
immunoglobuliniques), une partie transmembranaire et une longue partie
intracytoplasmique. Lors du contact avec le ligand du CMH de classe1, les résidus
tyrosine des motifs ITIMs du domaine intracellulaire vont étre phosphorylés et vont
recruter une phosphatase cytosolique (SHP-1). Cette derniére va déphosphoryler
certaines tyrosines kinases entrant en jeu dans I'engagement des récepteurs
activateurs.

52



L’antigene CD158k/KIR3DL2 est donc le premier antigéne spécifique
associé aux cellules de Sézary et donc, le premier marqueur permettant de
distinguer un SS d’un MF en plaques ou d’une érythrodermie inflammatoire
bénigne. Il existe un parallélisme entre I'évolution clinique et la détection du
marqueur (49); la disparition des CS dans le sang est corrélée a la
disparition des cellules CD4+CD158k+ circulantes en post thérapeutique.
Son utilisation en routine parait donc intéressante afin d’évaluer la masse

tumorale sanguine au diagnostic et lors du suivi (66).

Recherche d’une clonalité

La méthode moléculaire de référence pour le diagnostic de lymphome
cutané primitif est la recherche d’'une clonalité du récepteur du TCR par
PCR-DGGE (Polymerase Chain Reaction - Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis) dans la peau et le sang ; avec une sensibilité de plus de
75% et une spécificité supérieure a 90% (161). En effet, la recherche par
PCR d’un clone cellulaire T dominant exprimant un méme récepteur T et
nettement représenté parmi les autres populations de lymphocytes T parait
indispensable dans la démarche diagnostique d’'un CTCL. La spécificité de
cet examen est renforcée si un méme clone T lymphocytaire est mis en
évidence sur différentes biopsies cutanées (163,164). De méme, on
recherche un clone T dominant sur les lymphocytes circulants pour le
comparer a cet éventuel clone cutané. En effet, un clone sanguin isolé , de
faible intensité ou différent du clone cutané de référence est sans valeur
diagnostique (163)(164) ; on peut tout a fait retrouver un clone cellulaire de
faible intensité, donc minoritaire, chez des patients n'ayant pas de
lymphome cutané primitif T voire sains (64). Bien qu’il ait été démontré
qu’'un réarrangement clonal du TCR dans le sang est fréquent aux stades
précoces de la maladie MF/SS et cela méme sans qu’on retrouve une
population significativement anormale en cytologie ou immunophénotypage
(64); il est possible que le clone ne soit pas détecté ou qu'un profil
polyclonal ressorte de 'examen (163). La découverte d’un clone sanguin par
PCR-DGGE ne constitue donc pas un critére spécifique en soi mais par

contre, en association avec la présence du méme clone au niveau cutané, il
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s’agit d'un critere pronostique important et ce, indépendamment de

I'extension cutanée de la pathologie (50).

D’autres techniques permettent la mise en évidence d’un
réarrangement clonal du TCR. Le Southern-Blot est une technique bien
validée, utilisée pendant de nombreuses années, pouvant détecter une
population clonale dés que celle-ci atteint 5% de la population cellulaire
étudiée. Elle reste malgré tout moins sensible que les techniques par PCR
(47). Une approche alternative pour la démonstration d’'une clonalité T
sanguine réside dans la cytométrie en flux et lutilisation d'un panel
d’anticorps spécifiques pour les parties variables de la chaine beta du TCR
(TCR-Vb) (165). Cette technique a prouvé sa sensibilité et sa spécificité
dans la détection d’'une clonalité cellulaire T ; la sensibilité étant augmentée
si 'on fenétre I'analyse sur une sous population présentant des aberrations
phénotypiques (166). Pour finir, une derniére méthode d’analyse récente,
GeneScan, combinant PCR avec amorces fluorescentes et électrophorése
capillaire, permet de détecter un clone T sanguin et cutané a partir d’un
échantillon sanguin et d’au moins deux biopsies cutanées de deux sites
différents. Cette technique permet de différencier une hétérogénéité d’'une
homogénéité clonale ; cette derniére s’associant a une épidermotropisme,
un infiltrat cutané plus dense, un nombre plus élevé de CS circulantes et
semble apparaitre comme mauvais facteur de pronostic. Une hétérogénéité
clonale est retrouvée dans moins de la moitié des cas de MF mais dans
80% des cas de SS. Cette méthode d’analyse permettrait également

d’identifier les patients répondeurs au traitement (73).

Cytogénétique

Il nNexiste pas de marqueur cytogénétique caractéristique du syndrome
de Sézary méme si les anomalies chromosomiques sont fréquentes et ont
été identifiées sur de nombreux chromosomes (167). Le chromosome 7 (ou
est localisé le géne gamma du TCR) semble étre celui qui présente le plus
souvent des anomalies d’aprés les études récentes (28). Les gains
chromosomiques semblent étre plus fréquents dans le SS que les pertes

(170,171) mais les anomalies chromosomiques observées son souvent
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complexes, numériques et/ou structurales, impliquant divers chromosomes

et sans réarrangement spécifique (47).

Des altérations récurrentes sur certains génes ainsi que des
aberrations dans la synthése d’ARN ont été identifiées dans le SS. Cette
instabilité chromosomique peut créer des pertes, sous-expressions de
protéines et potentiellement influer sur les fonctions cellulaires, et en
particulier sur 'apoptose (170). Ainsi le chromosome 10 est souvent touché
par la perte de séquences d’ADN codant pour le géne Fas (famille du
récepteur TNF pouvant médier la mort cellulaire par apoptose) et le
chromosome 8 surexprime frequemment 'oncogéne cMYC. La dérégulation
de la voie de cMYC est dailleurs l'un des éléments clés dans la
pathogenése du SS. La voie de signalisation de I'lL2 est touchée par un
gain des génes STAT3/STATS5 ainsi que du récepteur a I'lL2 (170).
L’inhibition pharmacologique de STAT3 a d’ailleurs montré une induction de
'apoptose dans les CTCL (171). Ce facteur de transcription STAT3 régule
quelques genes cibles des CTCL : régulateurs de I'apoptose (ex.Bcl-2),
certaines cytokines (ex. IL5, IL13) et des suppresseurs de signaux cytokines
(ex. SOCS). STAT3 régule aussi indirectement I'expression génique en
induisant I'expression de 'ADN méthyltransférase1 qui contrble le silence
des génes suppresseurs de tumeurs par mécanismes epigénétiques (172).
Egalement due a cette instabilité génétique, I'expression des microARN
(miRNA) dans les cellules tumorales est régulée négativement chez les
patients Sézary, empéchant ainsi la synthése de nombreuses protéines
(miR-342 principalement) (173).

L’étude cytogénétique conventionnelle montre que la mise en évidence
d’'un caryotype anormal, tout comme la présence de cellules tumorales
circulantes aneuploides sont associées a un mauvais pronostic (47,176). La
prise en compte d'un caryotype anormal dans le diagnostic de SS fait
d’ailleurs partie des recommandations de [I'ISCL parmi les criteres

hématologiques (50).
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Roéle des différentes technigues dans le diagnostic et le suivi

Comme nous I'avons vu précédemment, I'|SCL et TEORTC ont révisé
la classification du MF/SS en 2007. Une définition clinico-biologique plus
précise a été intégrée et l'accent a été mis sur l'importance de la
quantification de la masse tumorale sanguine aussi bien pour le diagnostic,
le pronostic que pour la prise en charge du patient (12). L'évaluation du
nombre de cellules de Sézary présentes dans le sang périphérique (reflet de
la masse tumorale circulante) a fait I'objet d’assez nombreuses études.
L’expression via le nombre de CS par rapport au nombre de lymphocytes
n'a pas été retenu comme critére pertinent dans la classification et la prise
en charge des patients ; historiquement, les seuils de 5% (en 1978) puis de
20% (en 1988) de lymphocytes « atypiques » pour 100 lymphocytes étaient
utilisés (50,75,177). Mais étant donné que l'on peut retrouver un taux
supérieur a 20% dans certaines situations (érythrodermies bénignes,
réticulose actinique, réaction meédicamenteuse pseudo lymphomateuse,
etc...), I'expression du nombre de CS en valeur absolue semble plus
discriminante et mieux refléter la masse tumorale sanguine. L'ISCL a donc
privilégié I'expression en nombre de cellules de Sézary par mmeE ou en G/L ;
un nombre > 1000 CS / mm@@ (ou > 1G/L) constitue un critére diagnostique
et un critere pronostigue indépendant des atteintes cutanées et
ganglionnaires (50). Le nombre absolu de CS est calculé ainsi:  [valeur
absolue du nombre des globules blancs] x  [% de CS pour 100 globules
blancs] (159). La quantification précise des cellules T néoplasiques est
importante car elle conditionne une classification TNM correcte pour les

syndromes de Sézary.

La recherche de cellules de Sézary est effectuée lorsque le diagnostic
de SS est suspecté, et plus généralement quand une érythrodermie n’est
pas étiquetée facilement (seulement 5% de ces érythrodermies
correspondront a un MF/SS) (161). De plus, lidentification et Ila
quantification des CS sur frottis sanguin nécessitent des cytologistes
entrainés. Le compte obtenu reste dépendant de la qualité de I'observateur
et de sa capacité a différencier des aspects morphologiques proches,

surtout lorsque le nombre de cellules est faible, qu’il s’agit d’un variant a
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petites cellules ou de pseudo cellules de Sézary. Le résultat doit donc étre
interprété avec prudence et d’autres critéres doivent étre associés a I'étude
cytologique, sauf si les CS sont trés caractéristiques et que le contexte
clinicohistologique est trés évocateur (12,178,54). Cette méthode de
quantification des cellules malignes circulantes étant tres chronophage et
souffrant d’'une variabilité inter observateurs significative, de nouvelles
techniques plus sensibles et plus spécifiques se sont imposées d’elles-
mémes (cytométrie en flux et techniques moléculaires) (47). De plus, il a été
démontré que la cytologie sous évaluait la masse tumorale circulante en
comparaison a la cytométrie en flux (179,141). Ainsi, le pourcentage des
cellules lymphocytaires CD3+CD158k+ semble particulierement sensible
dans la détection des cellules tumorales circulantes, montrant une bonne

corrélation avec I'évaluation morphologique (159).

Bien que la recherche de cellules de Sézary puisse étre effectuée par
immunophénotypage et/ou analyse moléculaire dans la plupart des
laboratoires d’hématologie cellulaire, l'analyse cytologique des frottis
sanguins reste la principale méthode pour le rendu de cette quantification.
La cytologie des CS est, comme nous l'avons déja évoqué, peu sensible,
chronophage et requiert du personnel compétent et entrainé dans ce
domaine (résultats cytologiste-dépendants). Afin de rendre les résultats les
plus justes possibles, [utilisation d’algorithmes utilisant les performances
des automates d’hématologie cellulaire (178) et l'ajout de nouveaux
marqueurs phénotypiques ou moléculaires dans le bilan effectué en
laboratoire pourraient étre d’une aide précieuse au cytologiste dans le but
d’augmenter sensibilité et spécificité dans le rendu de résultat concernant la

recherche de cellules de Sézary dans le sang périphérique.
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Partie 2 : Evaluation de I’apport de la cytométrie en flux
dans la recherche de cellules de Sézary par une

comparaison avec la cytologie.

1) Rationnel et objectif

Au sein du CHU de Rouen, la recherche de cellules de Sézary est un
examen prescrit en moyenne 8.2 fois par mois (Figure 11) et en grande
partie par le service de dermatologie. Elle est en général accompagnée
d’'une demande dimmunophénotypage lymphocytaire sanguin avec
recherche d'un réarrangement clonal du TCR et parfois d’une biopsie
cutanée pour la recherche de ce méme réarrangement. L’examen
cytomorphologique du frottis sanguin est réalisé par l'un des deux
cytologistes du laboratoire d’hématologie et le résultat est exprimé en
pourcentage de cellules de Sézary pour cent lymphocytes examinés. Le
panel actuel d’anticorps monoclonaux pour I'analyse en cytométrie en flux
comporte les marqueurs suivants : CD45, CD3, CD4, CD5, CD8, CD19,
CD20 ainsi que les chaines légéres kappa et lambda ; I'élément clé du

résultat étant la valeur du rapport CD4/CD8.

Au vu des données de la littérature concernant la quantification des
cellules de Sézary circulantes (en nombre de CS / mmp) et de I'existence de
marqueurs phénotypiques discriminants en cytométrie en flux, il nous est
apparu nécessaire de réévaluer nos pratiques au sein du laboratoire afin

d’optimiser le rendu de résultat pour qu’il soit le plus fiable possible.

L’'objectif principal de cette premiere partie est donc d’évaluer les
résultats de cytomorphologie et ceux d'immunophénotypage en comparant
le nombre absolu de cellules de Sézary et celui des lymphocytes
CD3+CD4+CD158k+. L’objectif secondaire est de juger de la performance

des marqueurs CD7 et CD26 afin de d’évaluer leur pertinence et donc leur
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place dans un futur panel d'immunophénotypage dédié au syndrome de

Sézary.
Demandes de Sézary
14
12 VAN
VAR /\ A
. \ /N [ \/\
: \/ N A\A/ \ /\
4
2
0

Figure 11 : Evolution des prescriptions de « recherche de cellules de Sézary »
entre janvier 2014 et juillet 2015 au CHU de Rouen

2) Matériel et méthode

Patients

Durant le suivi prospectif entre mars 2015 et juillet 2015, 32 demandes
de « recherche de cellules de Sézary » ont été enregistrées au laboratoire
d’hématologie du CHU de Rouen.11 de ces échantillons n’ont pas pu étre
analysés dans le cadre du protocole mis en place pour I'étude pour des
raisons logistiques. 20 patients ont donc finalement été inclus dans ce suivi
prospectif. Deux patients parmi les 20 avaient eu auparavant un
prélevement analysé en phase d’essai ('un en décembre 2014 et I'autre en
février 2015) ; les résultats ayant été obtenus dans les mémes conditions
analytiques, ils ont été inclus afin d’augmenter l'effectif (n=23 échantillons,

pour 20 patients ; patient 1= 2 échantillons traités ; patient 2= 3 échantillons
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traités). Le critere d’inclusion dans I'étude était la demande d’'une recherche

de cellules de Sézary. Aucun critére d’exclusion n’a été retenu.

Cytomorphologie

Les frottis sanguins ont été examinés par les deux cytologistes
référents du laboratoire, en aveugle. L'expression habituelle du résultat en
nombre de cellules de Sézary pour 100 lymphocytes a été conservée ; la
moyenne des deux lectures étant retenue. La masse tumorale circulante
exprimée en nombre de cellules de Sézary par mm@ a été calculée comme

ceci : [% de CS pour 100 lymphocytes] x [nombre absolu des lymphocytes].

Cytométrie en flux

Parallélement, le méme prélévement sanguin était analysé a JO ou J1
en cytométrie en flux. Un marquage 9 couleurs a été effectué sur chaque
échantillon ; les fluorochromes suivants ont été utilisés: CD45 Krome
Orange (Beckman Coulter), CD3 APC Alexa Fluor 750 (Beckman Coulter),
CD4 PB (Beckman Coulter), CD5 PE-Cy5.5 (Beckman Coulter), CD7 FITC
(Beckman Coulter), CD8 APC Alexa Fluor 700 (Beckman Coulter), CD56
PE-Cy7 (Beckman Coulter), CD26 APC (Miltenyi Biotec) et CD158e/k PE
(Miltenyi Biotec).

L’analyse des populations lymphocytaires a été effectuée aprés
réalisation des étapes décrites sur la figure 12. Un minimum de 15000
événements leucocytaires a été recueilli sur chaque échantillon; le
fenétrage étant effectué sur la taille des éléments (forward light scatter) et

le CD45. L'analyse des données était effectuée grace au logiciel Kaluza.

Le nombre absolu de cellules de Sézary était obtenu ainsi : [nombre
absolu des Iymphocytes] x [pourcentage de Ilymphocytes
CD3+CD4+CD158k+]. Les pourcentages de cellules lymphocytaires
CD3+CD4+CD7- et CD3+CD4+CD26- ont également été mesurés.
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Mise en contact du mélange d'anticorps pré cités avec 50uL de sang total (conserve a
tempeérature ambiante sur tube EDTA) puis incubation 15 min a température ambiante
a l'abri de la lumiere

Ajout de la solution de lyse (9.5uL d'lotest3 et 740uL de Versalyse,
Beckman Coulter) et incubation 15 min a 25°C

Lavage au PBS-BSA, élimination du surnageant par
centrifugation puis retournement.

Remise en suspension des leucocytes dans 1
mL de PBS-BSA et lecture sur le cytométre
Navios (Beckman Coulter)

Figure 12 : Protocole d’analyse des échantillons sanguins en cytométrie en flux

Statistiques

Des tests non paramétriques ont été utilisés (effectif réduit). La
comparaison entre les populations Sézary et non Sézary a été réalisée
grace au test de Wilcoxon-Mann Whitney. La corrélation entre les

pourcentages de cellules CD3+CD4+CD158k+ et les pourcentages de
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cellules de Sézary en cytomorphologie (d’aprés la moyenne des 2 lecteurs)
a été calculée par le test de corrélation de Spearman. Le test des rangs
signés de Wilcoxon pour échantillons appariés a été utilisé pour étudier la
différence entre les pourcentages de CS rendus en cytomorphologie et par
immunophénotypage. Une valeur de p<0.05 a été considérée comme

statistiquement significative.

3) Résultats

20 patients ont été inclus dans cette étude et 23 échantillons ont été
analysés (2 pendant les essais du réactif et 21 pendant le suivi prospectif).
Comme précisé dans le tableau 7, un patient a eu 2 échantillons analysés

(1 et 1bis) et un autre patient en a eu 3 (2, 2bis et 2ter).

Caractéristiques de la population étudiée

Le sex ratio homme/femme était de 9:1 et la moyenne d’age de 62.6
ans [de 36 a 89 ans ; médiane a 65 ans]. 5 patients étaient connus pour un
syndrome de Sézary ; le diagnostic fut posé a Rouen (pour 4 des patients)
sur I'association de critéres cliniques, anatomopathologiques et de mise en
évidence d’une clonalité ; le cinquiéme patient ayant été diagnostiqué sur
Caen. Parmi les patients non Sézary, quatorze présentaient les diagnostics
suivants: toxidermie eczématiforme, mycosis fongoide (n=4), lymphome T
CD30+ (n=2), prurit chronique, érythrodermie carentielle (PP et Zinc),
éruption eczématiforme paranéoplasique, prurit diffus (secondaire a un
syndrome lymphoprolifératif B), dermatite atopique sévere, parapsoriasis,
érythrodermie paranéoplasique. Un des patients non Sézary n’avait pas de

diagnostic posé au moment du recueil des données.

Caractéristiques lymphocytaires

Les principales caractéristiques des populations lymphocytaires ont été
résumées dans le tableau 8 ; les lignes grises mettant en évidence les

patients avec un diagnostic de syndrome de Sézary. Les seuils de positivité
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des marqueurs sont établis, par convention, a 30% de la population

lymphoide d’intérét.

Patient rapport CD3+CD4+CD158k+ CD3+CD4+CD26- CD3+CD4+CD7-

CD4/CD8 % * % * % *
1 441 60,1 nr** 4,7
1bis 80,2 68,2 76,2 37,1
2 7,8 43,8 nr ** 53,4
2bis 5,9 35,2 31,8 48,3
2ter 15,0 53,2 39,6 64,1
3 9,2 0,6 4,6 7,3
4 2,6 0,1 4,7 4,1
5 2,7 1,5 3,2 1,9
6 3,2 3,4 6,6 4,3
7 59 0,2 4,0 2,4
8 79,2 76,8 62,9 0,4
9 1,7 6,5 18,4 12,3
10 4,2 2,2 6,9 4,6
11 7.4 2,5 12,6 6,4
12 1,0 5,2 30,8 27,8
13 2,2 12,0 9,3 4,8
14 16,8 59,7 53,9 48,1
15 8,0 23 23,2 7,7
16 12,3 79,8 83,4 67,3
17 23 54 11,4 6,6
18 1,6 3,3 14,3 3,7
19 0,8 2,1 14,9 7,8
20 3,6 4,3 25,0 8,5

*pourcentage parmi cellules lymphocytaires analysées

**nr : non renseigné

Tableau 8 : Résultats concernant les principales caractéristiques phénotypiques des cellules
étudiées.

Analyse des rapports CD4/CD8

6 échantillons sanguins montraient un rapport CD4/CD8 > 10: 0/15
parmi les patients non Sézary (0%) et 6/8 parmi les patients Sézary (75%).
Une différence significative (p<0.0001) est retrouvée entre ces 2 groupes

(Sézary et non Sézary) (Figure 13)
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Figure 13 : diagrammes en boite illustrant la comparaison des patients Sézary et non
Sézary sur le paramétre « rapport CD4/CD8 »

Analyse de la population CD3+CD4+CD158k+

On retrouve une différence statistiquement significative entre Sézary et

non Sézary (p<0.0001) (Figure 14) concernant le pourcentage de cellules

lymphocytaires CD3+CD4+CD158k+ mesuré par immunophénotypage ;

0/15 échantillons retrouvés positifs chez les non Sézary (0%) et 8/8

échantillons positifs pour les patients Sézary (100%).
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Figure 14 : diagrammes en boite illustrant la comparaison des patients Sézary et

non Sézary sur le paramétre « pourcentage de cellules lymphocytaires
CD3+CD4+CD158k+ »
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Analyse de la population CD3+CD4+CD26-

7 échantillons ont montré un taux supérieur a 30% de cellules
CD3+CD4+CD26- : 1/15 chez les patients non Sézary (6,7%) et 6/6 parmi
les Sézary (100%). Une différence significative est constatée entre les 2

groupes p<0.0001 (Figure 15)
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Figure 15 : diagrammes en boite illustrant la comparaison des patients Sézary et
non Sézary sur le paramétre « pourcentage de cellules lymphocytaires
CD3+CD4+CD26- »

Analyse de la population CD3+CD4+CD7-

6 patients avaient un taux de CD3+CD4+CD?7- supérieur a 40% : 0/15
parmi les non Sézary (0% dont un a la limite de la positivité) et 6/8 parmi les
patients Sézary (75%) ; différence également significative entre Sézary et
non Sézary (p=0.004) (Figure 16).

Au total, il apparait assez clairement que [l'utilisation des anticorps
CD158k, CD26 et CD7 permet une bonne identification des populations de

cellules de Sézary.
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Figure 16 : diagrammes en boite illustrant la comparaison des patients Sézary et

non Sézary sur le parameétre « pourcentage de cellules lymphocytaires
CD3+CD4+CD7- »

Comparaison des résultats de cytologie et de cytométrie en flux

Concernant I'évaluation du nombre de cellules de Sézary (tableau 9),
on observe une différence statistiquement significative entre les
pourcentages rendus en cytomorphologie (moyenne des 2 cytologistes) et
ceux retrouvés en immunophénotypage avec un p=0.001 (Figure 17).
Lorsque l'on isole les patients Sézary, cette différence significative est

également retrouvée (p=0.02).

Lors de I'expression des résultats en valeur absolue (nombre de
CS/mm3), on constate également une difference statistiquement
significative  (p=0.001) entre les valeurs absolues obtenues par
cytomorphologie et immunophénotypage pour I'ensemble des échantillons.
Cette différence devient non significative (p=0.18) quand on isole les

résultats des patients Sézary.

Selon les criteres TNM applicables, 6/8 patients Sézary (75%) auraient
été classés en stade B1 par I'analyse cytologique et 2/8 en stade B2 (25%)
tandis qu'avec la cytométrie en flux, 5/8 patients Sézary (62,5%) auraient

été classés en stade B2 et donc 3/8 en stade B1 (37,5).
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Une différence significative (p=0.02) peut également étre mise en
évidence entre les cytologistes sur les pourcentages de cellules de Sézary

rendus ; principalement pour les patients 14,16 et 20.

Patient Cytologiste 1 Cytologiste 2 % chiffre absolu chiffre absolu de
% de CS * % de CS * CD3+CD4+CD158k+ de CS CD3+CD4+CD158k+

1 12,0 10,0 60,1 235,8 1179,9

1bis 4 6 68,2 380,2 1919,7
2 12 15 43,8 47,4 519,0

2bis 5 7 35,2 93,5 548,2

2ter 3 9 53,2 120,0 1063,9
3 0 0 0,6 0,0 1,2
4 3 2 0,1 29,6 0,8
5 0 0 1,5 0,0 15,0
6 0 0 3.4 0,0 66,2
7 0 0 0,2 0,0 1,4
8 90 93 76,8 24949,3 20930,1
9 0 0 6,5 0 40,5
10 0 0 2,2 0 11,0
11 0 0 2,5 0 19,3
12 0 0 5,2 0 122,2
13 0 0 12,0 0 291
14 18 43 59,7 281,8 551,8
15 0 0 2,3 0 43,0
16 9 59 79,8 1254,6 29429
17 0 0 54 0 42,7
18 1 0 3,3 9,8 64,3
19 0 0 2,1 0 54,3
20 0 9,5 4,3 39,2 35,3

*pour 100 lymphocytes examinés au microscope / **parmi la population lymphocytaire analysée

Tableau 9 : Résultats concernant I'évaluation du nombre de cellules de Sézary (en pourcentage et en
valeur absolue) au microscope versus par cytométrie en flux.
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Figure 17 : Graphique combiné illustrant en parallele les pourcentages de CS retrouvés
par les 2 cytologistes du CHU et les pourcentages retrouvés en cytométrie en flux.

Etude de la corrélation entre cytologie et immunophénotypage

Pour I'évaluation du nombre de cellules de Sézary, on observe une

corrélation positive mais modérée entre les pourcentages rendus en
cytomorphologie et en immunophénotypage : rs=0.74 avec p<0.0001
(Figure 18A). Lorsque le résultat est exprimé en nombre absolu de CS, le

méme coefficient de corrélation est retrouvé: rs =0.76 avec p<0.0001.

Si 'on étudie la corrélation pour chaque cytologiste, on retrouve des
coefficients de corrélation plutét similaires entre les 2 observateurs : s=0.70

pour le cytologiste 1 et rs=0.73 pour le cytologiste 2 (Figure 18B et 18C).
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Figure 18 : Droites de corrélation entre le pourcentage de cellules CD3+CD4+CD158k+ et
(A) la moyenne des cytologistes, (B) le cytologiste 1 et (C) le cytologiste 2.
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Au total, la cytométrie en flux semble supérieure a la cytomorphologie
et plus discriminante quant a I'évaluation des cellules de Sézary aussi bien
en pourcentage qu’en valeur absolue. La discordance observée entre les
deux cytologistes du CHU confirme la difficulté de I'analyse morphologique
dans la détection des CS et ce, méme pour des valeurs importantes
(> 20%). La nécessité d’utiliser une technique objective et fiable telle que la
cytométrie en flux apparait donc comme essentielle pour le rendu des

résultats.

Partie 3: Evaluation de [l'efficacité de Ia
photochimiothérapie extracorporelle par le suivi du

marqueur CD158k au cours du temps.

1) Rationnel et objectif

La photochimiothérapie extracorporelle (PCE) est un des traitements
principaux du syndrome de Sézary. Ce traitement est, en pratique, réalisé

en deux phases :

- séparation des leucocytes circulants par cytaphérese puis
exposition des cellules ainsi isolées aux UVA en présence
d’'un photosensibilisant (illumination), le 8-méthoxypsoraléne
(8-MOP). Cette étape est réalisée sur une matinée sur le site

de 'EFS a Bois-Guillaume.

- réinjection au patient des cellules traitées, aprés adjonction
de sérum physiologique, dans le service de dermatologie du

CHU de Rouen, dans I'aprés-midi suivant la cytaphérése.

Le mécanisme d’action exact de ce traitement reste cependant encore

inconnu. Lors de ce procédé, environ 5 a 10% du pool lymphocytaire T est
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traité ce qui laisse présager que le mécanisme d’action n’est pas direct. Lors
de I'exposition aux UVA, le 8-MOP forme des liaisons covalentes avec les
bases pyrimidines des acides nucléiques des cellules traitées, ce qui conduit
a des cassures de 'ADN, a l'arrét du cycle cellulaire et donc I'apoptose des
lymphocytes T irradiés sous 72h ainsi qu’a l'activation des cellules
présentatrices d’antigénes. Il s’ensuit une réponse lymphocytaire
antitumorale spécifique secondaire a la présentation des antigénes
tumoraux par les cellules dendritiques (179). Il a été montré que méme
aprés élimination des cellules traitées dans le sang, la quantité de cellules T
malignes non traitées (sanguine, cutanée et ganglionnaire) diminuait
considérablement et indiquait donc une action systémique anti tumorale
(180).

Les principales recommandations concernant ['utilisation de la PCE

dans le syndrome de Sézary sont les suivantes (181):

- prise en charge initiale suivant un rythme d’un cycle (2 jours
consécutifs) toutes les 2 semaines pendant 3 mois, puis une

fois par mois.
- traitement effectué pendant une période minimale de 6 mois.

- lorsqu’une réponse est obtenue ou la maladie stabilisée, et
que le patient bénéficie d’'une bonne qualité de vie, le
traitement par PCE ne doit pas étre arrété et doit méme étre
prolongé pendant plus de 2 ans si nécessaire ; lintervalle
entre chaque séance est progressivement espacé (jusqu’a 8

semaines).

- I'évaluation thérapeutique doit étre réalisée tous les 3 mois
mais il est recommandé dattendre 6 mois effectifs de

traitement avant de conclure a une non-efficacité de la PCE.

- en cas de rémission compléte, le traitement par PCE ne doit
pas étre interrompu mais prolongé sur une longue période

avec une extension progressive des intervalles inter PCE.
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- en cas de rémission partielle ou de maladie stable, il est
suggéré d’envisager une combinaison de traitements ou

d’augmenter la fréquence des séances.

- en cas de progression de la maladie, il est suggéré de
recourir a une combinaison de traitements, d’augmenter la
fréquence des PCE ou bien d’arréter les séances de PCE en

faveur de thérapies antitumorales alternatives.

L’évaluation de [l'efficacité de la photochimiothérapie extracorporelle
par un marqueur objectif et reproductible est un point important dans
'appréciation de la réponse au traitement. Les critéres de I'évaluation de la
réponse sont détaillés dans le tableau 10. La réponse globale est divisée en

5 catégories (181):

1- réponse compléte RC = disparition compléte de toutes les

manifestations cliniques de la maladie

2- réponse partielle RP = régression quantifiable de la maladie : soit RC
cutanée + RP ou MS dans les autres catégories ; soit RP cutanée + au

moins une RC ou RP dans les autres catégories

3- maladie stable MS = échec dans I'obtention d’'une RC ou d’'une RP

mais pas de progression de la maladie

4- maladie en progression MP= progression dans au moins dans une

atteinte clinique

5- rechute = rechute dans au moins une des atteintes cliniques
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Réponse compléte RC

Réponse partielle RP

Maladie stable MS

Maladie en progression MP

Rechute

Peau

Visceres

Sang

disparition de 100% des
|ésions

absence d'organomégalie
absence d'anomalie a
I'imagerie
tout nodule suspect doit
faire la preuve d'une
biopsie négative

stade BO

régression de 50 a 99%
des lésions sans
nouvelle tumeur

régression > 50% des

nodules présents et

absence de nouvelle
organomeégalie

régression > 50% de la
masse tumorale
sanguine B2

majoration des lésions
<25%
et régression < 50%
sans nouvelle tumeur

hors critéres RC, RP, MP

hors critéres RC, RP, MP

majoration des Iésions
> 25% ou nouvelles Iésions
ou perte de la réponse

majoration > 50% de la taille de
I'organe atteint ou nouvel
organe atteint ou perte de la
réponse

évolution de BOa B2 ou
majoration > 50% de la masse
tumorale
(avec 5000 CS/mm3 min)
ou perte de la réponse

réapparition de la
maladie
apres RC

atteinte d'un nouvel
organe apres RC

majoration de la
masse tumorale > B1
apres RC

Tableau 10 : Principaux critéres pour I’évaluation de la réponse au traitement par photochimiothérapie
extracorporelle d’aprés « Knobler, R. et al (2014). Guidelines on the use of extracorporeal photopheresis. Journal of the
European Academy of Dermatology and Venereology, 28(s1), 1-37. »
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L’objectif principal de cette troisieme partie était d’évaluer
I'efficacité de la photochimiothérapie extracorporelle en suivant des
patients Sézary CD158k+ durant plusieurs séances afin d’estimer la
réponse au traitement. L'objectif secondaire était d'observer le
comportement du marquage CD3+CD4+CD158k+ avant et aprés les
séances de PCE en l'absence d’études actuellement publiées sur le

sujet.

2) Matériel et méthode

Patients et échantillons

3 patients ont été inclus pour ce suivi réalisé entre début février
2015 et mi-juillet 2015; les critéres d’inclusion étaient: patient
diagnostiqué syndrome de Sézary antérieurement (clinique,
réarrangement TCR et anatomopathologie) et marqueur CD158k positif
lors des immunophénotypages d’essai (réalisés sur 6 patients, 3

patients avaient un phénotype CD158k- CD7-).

Lors des séances de PCE, 2 échantillons étaient envoyés au
laboratoire pour chaque patient. Le premier correspondait au produit de
cytaphérése non traité (habituellement envoyé au laboratoire de
cytologie pour vérification sur frottis de la qualité de la cytaphérése) et
le second était un prélévement du produit final (aprés traitement UV et

réinjection de sérum physiologique).

Cytométrie en flux

Les échantillons ont été analysés en cytométrie en flux apreés 24h
de conservation a +4°C. Les prélévements avant et aprés illumination
par UV étaient techniqués en paralléle. Chaque échantillon a été passé
sur 'automate d’hématologie cellulaire XT-4000 (Sysmex) pour avoir

une quantification précise du taux de leucocytes. Le prélevement de
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cytaphérése (avant illumination) était dilué afin d’obtenir un taux de

leucocytes inférieur a 30 G/L (recommandations techniques).

Un marquage 8 couleurs a été réalisé, comprenant les anticorps
monoclonaux suivants : CD45 Krome Orange (Beckman Coulter), CD3
APC Alexa Fluor 750 (Beckman Coulter), CD4 PB (Beckman Coulter),
CD5 PE-Cy5.5 (Beckman Coulter), CD7 FITC (Beckman Coulter), CD8
APC Alexa Fluor 700 (Beckman Coulter), CD56 PE-Cy7 (Beckman
Coulter) et CD158e/k PE (Miltenyi Biotec). L'analyse des populations
leucocytaires présentes dans I'’échantillon s’est faite en suivant les
mémes étapes que dans la partie précédente. Un minimum de 15 000
évenements fut recueilli sur le cytometre 10 couleurs Navios (Beckman
Coulter); le fenétrage sur la sous population lymphocytaire ayant été

fait grace au CD45 et a la taille des éléments.

Les données recueillies lors des immunophénotypages avant et

aprés PCE étaient:

- le pourcentage de lymphocytes présents dans

I’échantillon
- le taux de cellules CD3+CD4+

- le taux de cellules CD3+CD4+CD158k+ (cellules de
Sézary)

- la moyenne d’intensité de marquage (= MFI Mean
Fluorescence Intensity) pour les CS ainsi que pour les
lymphocytes CD3+CD4+

- le taux de cellules CD3+CD4+CD7-.

Afin de tenter de matérialiser 'effet de la PCE, le Rapport des
Intensités de Fluorescence (RFI : intensité de marquage des cellules
de Sézary du prélevement rapportée a l'intensité de marquage des
cellules non marquées par l'antigene monoclonal (182)) a été
déterminé pour chaque échantillon avant et aprés traitement par PCE.
L'intensité de marquage étant proportionnelle a la taille de la cellule et

surtout a la densité antigénique (en surface ou nucléaire). Grace a la
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mesure du taux de lymphocytes dans les échantillons avant et aprés
illumination, le nombre absolu de cellules de Sézary a pu étre calculé.
De méme, la numération formule sanguine du jour, demandée par la
dermatologie, a permis d’estimer la masse tumorale circulante par
proportionnalité (validité du calcul vérifiée grace a quelques
échantillons avec mesure concomitante du nombre absolu de CS dans

le sang et dans le produit de cytaphérése).

Statistiques

Le test des rangs signés de Wilcoxon a été utilisé afin de

comparer les ratios de MFI avant et apres illumination.

3) Reésultats

42 échantillons ont été analysés (21 cytaphéreses, avant et aprés
illumination) sur 3 patients (1 femme et 2 hommes). Le suivi des
séances avant et aprés PCE s’est effectué sur 137 jours en moyenne

[127;154] avec un nombre de séances moyen de 7 [4;10].

Analyse des cellules CD3+CD4+CD158k+ (cellules de Sézary)

avant et aprés PCE

Les échantillons de cytaphérése contenaient, a intensité de
marquage égale, 56,6% de lymphocytes CD3+CD4+CD158k+ en
moyenne avant traitement par PCE et 38,6% aprés (Tableau 11). En
effet, méme si on observe le méme pourcentage de lymphocytes
CD3+CD4+ positifs pour le marqueur CD158k avant et aprées la PCE,
la différence réside dans lintensité de marquage de ces populations
(Figure 18). Le RFI était en moyenne de 5.4 avant illumination et de
3.5 apres. Une différence statistiquement significative est observée
(p<0.0001) entre les RFI avant et aprés illumination concernant les
cellules CD3+CD4+CD158k+ (Figure 19). Par contre, concernant les
cellules CD3+CD4+ il n’existe pas de différence significative entre RFI

avant et apres illumination (p=0.42) (Figure 20).
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a intensité de marquage

égale
% % % % % RFI RFI RFI RFI
lymphocytes |lymphocytes CD3+CD4+ | CD3+CD4+ | CD3+CD4+CD158k+ | CD3+CD4+ | CD3+CD4+ CD4 CD4
CD158k+ CD158k+ avec perte CD158k+ CD158k+
d'intensité de
AVANT APRES AVANT APRES marquage AVANT APRES AVANT APRES

Patient 1
échantillon 1/ PCE n°52 85,2 82,9 62,6 41,3 21,3 7,6 4,1 40,9 39,0
échantillon 2 / PCE n°53 82,1 80,6 65,6 434 22,2 7,3 3,7 41,6 43,8
échantillon 3/ PCE n°54 84,3 82,7 69,6 62,2 7.4 4,7 3,3 46,9 49,8
échantillon 4 / PCE n°55 78,8 68,9 66,8 2.3 64,5 53 2,4 40,4 55,3
échantillon 5/ PCE n°56 82,3 80,8 73,3 21,7 51,6 7,3 3,0 55,3 54,0
échantillon 6 / PCE n°58 80,0 80,4 71,8 28,0 43,8 7,0 3,3 49,8 49,4
échantillon 7 / PCE n°61 85,0 83,0 72,9 72,8 0,2 6,0 54 47,9 47,8

Patient 2
échantillon 1/ PCE n°4 66,1 64,3 46,0 27,4 18,6 3,9 2,7 36,3 33,3
échantillon 2 / PCE n°5 61,5 57,0 42,0 30,7 11,2 3,3 2,4 26,6 29,1
échantillon 3/ PCE n°6 52,2 57,3 43,0 36,4 6,6 3,1 2,6 29,1 29,5
échantillon 4 / PCE n°8 61,6 58,0 44 1 39,5 4,6 3,3 2,7 37,0 39,1
échantillon 5/ PCE n°9 62,9 65,5 39,1 411 -2,0 2,4 2,3 39,3 38,5
échantillon 6 / PCE n°10 68,1 69,0 37,5 28,1 9.4 3,6 2,7 37,9 39,9
échantillon 7/ PCE n°11 71,2 65,5 44,6 46,8 -2,1 3,6 3,9 32,8 34,0
échantillon 8 / PCE n°12 78,0 70,8 46,7 23,4 23,2 2,7 2,0 26,0 24,6
échantillon 9 / PCE n°14 60,7 59,3 46,6 32,6 14,0 4.4 3,4 26,3 19,1
échantillon 10 / PCE n°15 78,8 76,7 50,9 35,3 15,5 4.7 3,6 30,8 23,9

Patient 3
échantillon 1/ PCE n°57 68,2 65,7 70,7 58,5 12,2 71 53 33,9 39,5
échantillon 2 / PCE n°58 65,8 58,3 71,2 65,5 5,7 8,3 54 39,3 37,3
échantillon 3/ PCE n°59 64,0 65,7 65,6 48,5 17,1 7,6 4.4 38,6 42,8
échantillon 4 / PCE n°63 48,1 47,7 58,9 249 33,9 10,1 5,7 36,6 39,3

Tableau 11 : Principaux résultats de I'étude des échantillons de cytaphérése avant et aprés illumination
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Figure 18 : Cytogrammes d’un échantillon en illustration de l'intensité de marquage avant et aprés
ilumination. (A) cytogrammes bi paramétriques : les cellules CD3+CD4+ gardent clairement la méme
intensité de marquage avant et aprés la séance de PCE (RFI a 38.8 puis 42.7) alors que les
CD3+CD4+CD158k+ chutent clairement sur 'axe des ordonnées (RFI de 4.9 avant contre 2.2 aprés
PCE) (B) cytogrammes mono paramétriques : seul le CD158k est représenté sur I'axe des abscisses
pour une mise en évidence encore plus nette de la diminution de lintensité de marquage aprés

traitement
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Figure 19 : diagrammes en boite illustrant la comparaison des RFI des cellules

CD3+CD4+CD158k+ avant et aprés illumination
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Figure 20 : diagrammes en boite illustrant la comparaison des RFI des cellules

CD3+CD4+ avant et apreés illumination
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Analyse de la masse tumorale circulante au fil des séances de PCE

Concernant le nombre absolu de cellules de Sézary, les 3 patients
étudiés ont montré une maladie stable (MS) durant les mois de suivi des
échantillons si I'on se référe aux criteres de réponse (Tableau 10). Ainsi,
chez le patient 1 une augmentation de 25,7% de la masse tumorale sanguine
a été constatée (augmentation inférieure a 50%); les patients 2 et 3 ont
respectivement perdu 3,2 et 10,1% de leur masse tumorale du départ de
'étude (Tableau 12 et Figure 21).

lymphocytes | lymphocytes CD3+CD4+ Estimation
en G/L en G/L CD158k+ /mm3 CS/mm3
sang AVANT AVANT sang AVANT
Patient 1
échantillon 1/ PCE n°52 3,8 102,4 64110,3 2378,9
échantillon 2 / PCE n°53 3,6 94,7 62101,1 2361,7
échantillon 3/ PCE n°54 4.6 120,0 83568,1 3202,3
échantillon 4 / PCE n°55 4.4 148,8 99439,3 2940,9
échantillon 5/ PCE n°56 3,6 103,6 75962,3 2639,2
échantillon 6 / PCE n°58 4.1 98,6 707404 29427
échantillon 7 / PCE n°61 4.1 81,9 59691,0 2989,8
Patient 2
échantillon 1/ PCE n°4 24 66,0 30320,2 1103,1
échantillon 2 / PCE n°5 1,2 46,3 19430,4 503,5
échantillon 3/ PCE n°6 1,3 56,5 24278,9 558,8
échantillon 4 / PCE n°8 1,8 24,2 10679,5 794,1
échantillon 5/ PCE n°9 2,2 60,3 23554,7 860,0
échantillon 6 / PCE n°10 2,1 65,3 24505,1 788,0
échantillon 7/ PCE n°11 1,9 80,5 35903,5 847,9
échantillon 8 / PCE n°12 2,3 72,0 33597,3 1073,3
échantillon 9/ PCE n°14 1,4 44,6 20745,4 651,9
échantillon 10 / PCE n°15 2,1 66,2 33666,4 1068,1
Patient 3
échantillon 1/ PCE n°57 0,8 354 25012,8 537,1
échantillon 2 / PCE n°58 0,7 33,2 23654,7 477,0
échantillon 3/ PCE n°59 1,4 76,5 50175,1 892,2
échantillon 4 / PCE n°63 0,8 42,6 25085,7 482,7

Tableau 12 : Estimation du nombre absolu de CS circulantes au début de chaque séance de PCE
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Figure 21 : Evolution de la masse tumorale sanguine au fil des séances de PCE

Au total, pour les 3 patients étudiés, la PCE semble stabiliser la maladie
sans faire décroitre de fagon visible la masse tumorale sanguine circulante. Lors
des séances de PCE, on peut observer une diminution de I'intensité de marquage
ciblée sur le CD158k apres illumination mais cet effet ne perdure pas dans le
temps car des RFI équivalents (pour un méme patient) sont observés sur les CS
au début de chaque séance (Tableau 11).
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Discussion et conclusion

Le syndrome de Sézary est une pathologie rare avec un mauvais
pronostic d0 a I'absence de thérapeutique efficace encore aujourd’hui.
Comme nous I'avons vu précédemment, son diagnostic n’est évident ni pour
les cliniciens, ni pour les biologistes ; il est pourtant nécessaire et se doit
d’étre précis pour une prise en charge adaptée. L’arrivée de nouveaux outils
biologiques devrait permettre d’accroitre sensibilité et spécificité dans le
rendu de résultat a la fois pour le diagnostic et pour la quantification de la
masse tumorale ; cette derniére faisant partie des critéres diagnostiques

actuels de la pathologie ainsi que de la classification TNM correspondante.

Dans ce travail nous avons pu mettre en évidence une différence
statistiquement significative entre les pourcentages de cellules de Sézary
rendus en cytomorphologie (servant actuellement de résultat) et ceux
constatés par I'analyse en cytométrie en flux. D’aprés les recommandations
actuelles, I'expression du résultat lors d’une recherche de cellules de Sézary
doit se faire en nombre absolu de CS par mm3. Une modification du rendu de
résultats au sein du laboratoire d’hématologie (CHU de Rouen) pourrait ainsi
étre envisagée en accord avec les cliniciens afin de leur fournir un outils plus
adapté et plus discriminant pour le diagnostic et/ou le suivi. Le calcul de la
valeur absolue de CS/mma3 a partir de la cytomorphologie ou de la cytométrie
en flux n’a pas permis de mettre en évidence de différence statistiquement
significative chez les patients Sézary ce qui est possiblement di au faible

effectif et/ou a une valeur extréme parmi les résultats (patient 8, Tableau 9).

Parallélement, une corrélation positive, mais modérée, a pu étre
observée entre les résultats de cytologie et de cytométrie en flux avec un
coefficient de 0,75. Devant le nombre réduit d’échantillons analysés et la
faible proportion de patients Sézary, les résultats restent a confirmer sur une
série plus importante. D’autres auteurs ayant étudié le CD158k dans le
syndrome de Sézary tels que Bouaziz et al. et Poszepczynska et al. (159,66)
retrouvaient également une corrélation positive entre le pourcentage de
I'évaluation cytologique et celui de cytométrie en flux avec des coefficients
de corrélation respectivement a 0,49 et 0,56. lls concluaient également dans
leurs séries (plus importantes en terme d’effectif) que le compte absolu de
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cellules CD3+CD158k+ semblait avoir une meilleure sensibilité quant a

I’évaluation de la masse tumorale circulante.

De plus, la mise en évidence d'une différence significative entre les
résultats des 2 cytologistes du laboratoire confirme la difficulté réelle de la
lecture des lames a la recherche de CS. Une importante discordance est
méme observée pour 2 patients (14 et 16) avec un écart de plus de 20%

dans I'évaluation du pourcentage de CS parmi les lymphocytes.

L’intérét de l'utilisation des anticorps monoclonaux CD158k, CD26 et
CD7 dans un panel dédié au syndrome de Sézary a pu étre démontré dans
ce travail. En effet, la spécificitt de chacun de ces marqueurs dans le
syndrome de Sézary semble confirmée sur les patients que nous avons
étudiés : le CD158k ne s’est révélé positif que chez les patients Sézary, la
perte du CD26 (seuil >30% des cellules lymphocytaires) a été retrouvée chez
100% des patients Sézary et celle du CD7 (seuil >40%) était présente chez
75% des malades. Ceci correspond aux données publiées. En effet, Jones et
al. ont montré que I'absence du CD26 était hautement caractéristique des
MF/SS et qu’une forte corrélation était observée avec la présence de cellules
morphologiquement identifiables dans la circulation sanguine (Se 96% et Sp
98%)(151). Dans le méme sens, I'équipe de Bernengo et al. suggérait que la
perte du CD26 était plus sensible pour la détection des cellules de Sézary
que la perte du CD7 ou que I'augmentation du ratio CD4/CD8 (63). La mise
en place en routine de ce panel Sézary aurait donc une double utilité :
orienter le diagnostic initial en ajoutant des arguments immunophénotypiques
complémentaires a un examen cytologique difficile et observateur dépendant
mais aussi permettre une quantification plus précise de la masse tumorale via

le nombre absolu de CS par mma3.

Ajouté au faible nombre d’échantillons analysés, un second biais est a
envisager pour cette comparaison malades / non malades entre morphologie
et cytométrie en flux. En effet, il n’est pas impossible que le pourcentage de
cellules de Sézary rendu par le laboratoire ait été utilisé dans le diagnostic de
syndrome de Sézary ; méme si, a priori, lors des réunions de concertation
pluridisciplinaires, les 3 principales caractéristiques mentionnées pour le
diagnostic étaient la clinique, I'aspect anatomopathologique et la présence
d’'un réarrangement du TCR dans la peau et le sang.
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De nouvelles utilisations des automates d’hématologie cellulaire (AHC)
vont pouvoir permettre une orientation dés I'analyse de I'échantillon sanguin
pour la détermination de la numération formule sanguine. L’équipe de Brisou
et al. (178) a en effet étudié les alarmes des AHC de la marque Sysmex
(ceux utilisés au laboratoire d’hématologie au CHU de Rouen) pour tenter de
définir un algorithme permettant de détecter les cellules de Sézary. Il en est
ressorti que la présence de I'alarme « Blast/Abn Lympho » > 100 (générée
sur des parameétres quantitatifs et qualitatifs définis par le fournisseur), qui
permet d’alerter sur la présence éventuelle de cellules lymphoides
anormales, combinée a des seuils de paramétres structurels (Ly-X > 85;
concernant la structure nucléaire et la chromatine et Ly > 67 ; concernant la
taille des cellules) permet de détecter avec une bonne sensibilité et une
bonne spécificité la présence de cellules de Sézary circulantes. Un deuxiéme
automate, le CellaVision DM8/96 du laboratoire Roche (également utilisé au
CHU de Rouen), pourrait également étre sollicité dans I'avenir pour fournir
une aide supplémentaire dans [lidentification des CS. Ce microscope
motorisé a la capacité de photographier 200 éléments en 2 minutes et 30
secondes puis de les classer en sous catégories. Le regroupement d’une
grande quantité de lymphocytes sur I'écran pourrait ainsi faciliter la mise en

évidence d’anomalies morphologiques récurrentes par le biologiste (183).

Enfin, le suivi sur plusieurs mois des patients sélectionnés (CD158k+)
n'a pas montré d’effet majeur de la photochimiothérapie extracorporelle, en
particulier sur le patient 2 dont le traitement par PCE ne faisait que débuter.
En effet, sur une période de 154 jours (soit plus de 5 mois) en début de
traitement, on aurait pu s’attendre a une décroissance notable de la masse
tumorale chez ce patient. Une maladie stable est cependant observée chez
les 3 patients ce qui, daprés les recommandations de [I'’Académie
Européenne de Dermatologie de 2014 (181), est un critere suffisant pour
continuer les séances de PCE. Cependant, il est a noter, toujours d’aprés ces
mémes recommandations, qu’un cycle (répété tous les 15 jours au départ
puis espace) est constitué de 2 séances sur 2 jours conseécutifs. En pratique,
ce protocole semble difficile a mettre en place mais est peut étre gage d’'une
meilleure efficacité. Au fil de ces séances, nous n’avons pas observé de

diminution de l'intensité de marquage du CD158k (avec un pourcentage de
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lymphocytes stable); cette intensité de marquage étant liée au nombre
d’antigénes présents a la surface des cellules, le traitement par PCE ne
semble pas avoir affecté directement ou indirectement (mécanisme
d'immunomodulation) les CS chez ces 3 patients. Une variante de la PCE,
appelée transimmunisation, a été développée dans certains centres et s’est
montrée efficace chez des patients CTCL résistants a la PCE (184). Une
étape d’incubation est ajoutée au protocole de PCE standard : le prélévement
de cytaphérése est mis en culture a 37°C, aprés l'étape d’illumination,
jusqu’au lendemain afin de permettre un contact prolongé entre les cellules T

tumorales apoptotiques et les cellules présentatrices d’antigéne immatures.

Le CD158k est donc un marqueur d’intérét majeur aussi bien pour
I'évaluation de la masse tumorale au diagnostic de syndrome de Sézary que
pour le suivi de la pathologie (efficacité thérapeutique). Par ailleurs, un nouvel
anticorps monoclonal anti KIR3DL2 (I'lPH4102) est actuellement en cours de
développement et montre des résultats encourageants (études pré
cliniques)(185 ,186). D’autres thérapeutiques ciblées sont également en
cours de phase d’essai, principalement des molécules anti CD52 et anti
CCRA4. Une étude de la maladie résiduelle serait donc envisageable grace a
la cytométrie en flux ou encore grace a I'étude des microRNA (cités

également en potentielles cibles thérapeutiques (187)).

En conclusion, la place de I'analyse des cellules de Sézary en cytométrie
en flux apparait comme prépondérante aussi bien au diagnostic que pour le
suivi. Elle est supérieure aux analyses morphologiques et doit faire appel a
un panel spécifique comprenant le CD158k ainsi que le CD7 et le CD26 afin
de fournir un outil supplémentaire dans la prise en charge diagnostique et

thérapeutique du patient.
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RESUME

Introduction et objectif : Le syndrome de Sézary est un lymphome cutané
primitif  d’origine lymphoide T, historiquement défini par la triade érythrodermie,
polyadénopathies généralisées et présence de cellules T néoplasiques (cellules de
Sézary) circulantes. Un nombre absolu d’au moins 1000 cellules de Sézary par
millimétre cube de sang périphérique est reconnu comme critére biologique
diagnostique majeur. Or, I'évaluation actuellement rendue aux cliniciens au CHU de
Rouen est faite en pourcentage de CS pour 100 lymphocytes examinés (microscopie
optique). Devant l'existence de marqueurs spécifiques des cellules de Sézary
(positivité du CD158k et perte des CD7 et CD26), il nous est apparu important
d’évaluer d’une part, nos pratiques au sein du laboratoire, et d’autre part, de confirmer
le potentiel de la cytométrie en flux a I'aide des marqueurs CD7, CD26 et CD158k.

Matériel et méthode : 23 échantillons faisant 'objet d’'une recherche de cellules
de Sézary ont été analysés en prospectif a la fois en cytomorphologie et en cytométrie
en flux. Parallélement, 3 patients ayant un syndrome de Sézary diagnostiqué ont été
suivis lors de leurs séances de photochimiothérapie extracorporelle (traitement de
référence).

Résultats : Seulement 37.5% (3/8) des patients Sézary ont été identifiés par
cytologie alors qu’avec la combinaison d’anticorps monoclonaux CD7, CD26 et
CD158k en cytométrie en flux 100% des patients Sézary (8/8) ont pu été identifiés
selon les seuils diagnostiques actuels. Aucun patient non Sézary (0/15) n’a été
diagnostiqué a tort. Une différence significative a été retrouvée entre les groupes
Sézary et non Sézary pour chaque paramétre étudié : ratio CD4/CD8 (p<0.0001),
cellules CD3+CD4+CD158k+ (p<0.0001), cellules CD3+CD4+CD26- (p<0.0001) et
cellules CD3+CD4+CD7- (p=0.004). Une corrélation de 0.7 a pu étre déterminée entre
ces deux méthodes pour la recherche de cellules de Sézary. Le suivi des 3 patients
au fil des séances de photochimiothérapie extracorporelle n'a pas mis en évidence
d’effet notable sur la maladie résiduelle; en effet la réponse thérapeutique observée
aprés 137 jours de suivi moyen se situait en « maladie stable » pour les 3 patients
Sézary.

Conclusion : Au total, I'analyse des cellules de Sézary en cytométrie en flux
apparait clairement supérieure a la microscopie optique. L’utilisation en routine d’'un
panel d’'immunophénotypage combinant CD7, CD26 et CD158k semble nécessaire
pour une meilleure fiabilit¢é du rendu de résultats et donc une meilleure prise en
charge diagnostique et thérapeutique des patients.

Mots-clés : cellules de Sézary, cytologie, cytométrie de flux, CD158k, CD7, CD26,
photochimiothérapie extracorporelle.
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