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AEG : Altération de I’état général.

AHAI : Anémie hémolytique auto-immune.

BCR : Récepteur du lymphocytes B

BOM : Biopsie ostéomedullaire

CD : Cluster de différenciation.

CIVD : Coagulation intravasculaire disséminee.

DICV : Deficit immunitaire commun variable.

EPP : Electrophorese des Protéines Plasmatiques

HPN : Hémoglobinurie paroxystique nocturne.

Ig : Immunoglobuline.

ILC : Immunophénotypage des lymphocytes circulants.
MBL : Lymphocytose monoclonale B

MGUS : Gammapathie monoclonale de signification indéterminée.
NFS : Numération et Formule Sanguine.

NK : Natural Killer.

PTI : Purpura thrombopénique Immunologique.

PR : Polyarthrite Rhumatoide

SAM : Syndrome d’activation macrophagique.

TCR : Récepteur du lymphocyte T.

TDM : Tomodensitométrie.

TEP-TDM : Tomographie par émission de positons — Tomodensitométrie.
VPN : Valeur prédictive negative.

VPP : Valeur prédictive positive.
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Introduction

Le lymphome est une maladie tumorale maligne clonale liée a la dérégulation d’un lymphocyte
associée a des manifestations clinico-biologiques polymorphes : Pseudo-cancéreuse solide,
pseudo-infectieuse, manifestations auto-immunes. Ces situations cliniques sont fréquemment
rencontrees en médecine interne.

Le diagnostic de lymphome nécessite 1’analyse anatomopathologique apres biopsie de la masse
tumorale, pouvant étre représentée par des adénopathies ou une masse tissulaire. Obtenir cette
information peut s’avérer invasif ou étre responsable d’un délai de prise en charge important
Le lymphocyte est une cellule circulant & la fois dans le sang et les vaisseaux lymphatiques et
le lymphome qui une expression majoritaire tissulaire peut également avoir un contingent
sanguin. Dans les leucémies lymphocytaires chroniques (LLC), le clone est d’ailleurs
diagnostiqué a partir de 1’analyse sanguine de ses marqueurs de surface par
immunophénotypage.

L’immunophénotypage par cytométrie de flux peut détecter de maniére non invasive la
présence d’une population lymphocytaire clonale ou evocatrice de clonalité et son résultat
rapide peut potentiellement permettre ’amélioration de la prise en charge des patients, en
orientant d’emblée ou secondairement par d’autres explorations (Réarrangement des récepteur
BCR ou TCR lymphocytaires témoignant de la clonalite).

En revanche, la découverte d’un clone circulant quel que soit I’examen n’est pas synonyme de
pathologie puisqu’un clone n’est pas nécessairement malin, tout comme les autres marqueurs
de clonalité (Protéine monoclonale) ne signifient pas maladie maligne. De plus, I’absence de
clone ne permet pas d’exclure le diagnostic de lymphome.

La recommandation de la réalisation de I’'ILC implique actuellement la présence d’une
hyperlymphocytose persistante depuis plus de 3 mois avec lymphocytes > 5000/mm3 dont on
veut déterminer le caractére clonal'. Egalement il est recommandé dans le bilan des anémies
hémolytiques auto-immunes' quand une cause infectieuse évidente n’est pas retrouvée.

Dans le service de médecine interne du Chu de ROUEN cet examen est aussi utilisé hors de
ces indications dans des contextes aussi variés que les bilans de fievre prolongée, de cytopénies
auto-immunes ou non, d’adénopathies, de syndrome d’activation macrophagique (SAM)...

Du fait du cott li¢ a I'immunophénotypage (Biologistes, techniciens, réactifs, machines) et des
examens qui en découlent (TDM PET, TDM, BOM), nous avons voulu explorer ses motifs de
prescriptions et sa rentabilité dans notre service et permettre de déduire, le cas échéant, de
nouvelles recommandations au niveau local (Nouvelle feuille de renseignement ?)



Généralités
1) Les lymphocytes :

A) Les lymphocytes : Morphologie et marqueurs.

Le lymphocyte est une cellule dérivant de la cellule souche lymphoide, elle-méme dérivant des
cellules souches hématopoiétiques. Le lymphocyte est une cellule d’une taille comprise entre
9um et 15um de diametre, avec des variations de la morphologie cellulaire (Ronde ou
quadrangulaire, cytoplasme plus ou moins granuleux) et de son noyau (Taille pouvant varier
de 50% a 90% de la surface cellulaire) en fonction de son état d’activation immunitaire

Malgré les éléments caractéristiques morphologiques « visuels », la multiplicité des types
lymphocytaires se caractérise mieux par le typage de ses molécules de surface par des
anticorps, I'immunophénotypage.
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Exemple des marqueurs cellulaires B : Changement des marqueurs de surface au cours de la
différenciation de la cellule B a I’état physiologique. Les marqueurs de surface des
lymphocytes sont fonction du type lymphocytaire et de son stade de maturation.

La connaissance de ces marqueurs présente également un intérét pour les traitements. Par
exemple, le traitement par RITUXIMAB (anticorps monoclonal) cible I’antigéne CD20 et
permet une élimination des lymphocytes B notamment lors des lymphomes.



B) Les lymphocytes : différenciation et localisation.

Le précurseur médullaire souche lymphocytaire peut se différentier en lymphocytes B,
lymphocyte T et cellule NK principalement.

N¢ dans la moelle osseuse, le lymphocyte non-NK va subir une maturation centrale qui lui
permettra d'obtenir une spécificité contre un antigéne précis avant méme de le rencontrer,
c'est a dire un Lymphocyte Naif mais spécifique.
Cette maturation centrale comporte une étape de création de récepteurs spécifiques qui ne
sera pas détaillée ici. En revanche 2 informations paraissent importantes a étre soulignées :
- La génération de la diversité des récepteurs spécifiques a de futurs antigénes est faite
par réarrangement de génes préexistant dont la combinaison donne lieu a un grand
nombre de récepteurs différents associés a des mutations aléatoires (Hypermutations
somatiques) dont les conséquences peuvent étre la transformation maligne.
- En résulte pour un lymphocyte donné un gene unique codant pour le récepteur BCR
ou TCR commun a toutes les cellules découlant de ce lymphocyte. On parle alors de
« Clone » lymphocytaire la population entiere de cellule possédant ce géne
précisément réarrangg.

Une fois que les lymphocytes sont produits par la moelle (et aprés une étape de maturation
par le thymus dans le cas des lymphocytes T) ils sont dits « naifs » doivent rencontrer leur
antigéne spécifique.

Du fait de la multiplicité des sites infectieux, a tout moment de la vie, le systéeme lymphoide
permet de les drainer en permanence et les organes lymphoides secondaires (Rate, Neeuds
lymphatiques) permettent au mieux les interactions des lymphocytes avec leur antigene. Ce
systéme lymphoide est en communication avec le sang et les lymphocytes sont présents
physiologiquement dans le sang (Normes habituelles pour un adulte : 1500/mm3 a
4500/mm3).

Les lymphocytes sont attirés par ces organes du fait d’un systeme de « homing » permettant
aux cellules de se diriger grace a des récepteurs reconnaissant les molécules sécrétées par ces
organes lymphoides. Ce systéme d’Homing repose sur des intégrines qui sont impliquées
dans la physiopathologie de certaines maladies."

C) Types et fonctions lymphocytaires :
Les lymphocytes sont des cellules actrices de I’immunité acquise et innée (notamment les NK)
L’immunité permet de se prémunir des affections liées au non soi, qui comportent les agents
extérieurs infectieux de tous types, les modifications pathologiques du soi lors des
transformations cancéreuses. Le colt de cette immunité est la potentielle survenue de maladies
auto-immunes et de cancer des cellules lymphocytaires (Lymphomes et leucémies)




Les fonctions lymphocytaires qui servent ’immunité sont multiples” :
a) Production d’anticorps.
Un anticorps est une protéine complexe produite par les lymphocytes B et les plasmocytes en
dérivant, qui posséde la particularité de se fixer de maniere spécifique et affine a une molécule
désignée comme antigéne. La fixation de I’antigéne par ’anticorps est appelée complexe
immun. Au sein du lymphocyte, I’anticorps est enchassé a la membrane et a une fonction de
récepteur. Le plasmocyte a un réle de production en grande quantité et de sécrétion dans la
circulation sanguine.
Cette production d’anticorps permet :
- De détruire des cellules sur lesquelles les anticorps sont fixés, notamment par
I’intermédiaire du complément et des NK.
- De faciliter la phagocytose des éléments fixés par ses anticorps par le mécanisme de
I’opsonisation.

b) Production de cytokines et recrutements cellulaires.
Les cellules lymphocytaires peuvent sécréter des molécules informatives multiples ayant pour
role I’organisation de la réponse immunitaire. Les lymphocytes T CD4+ (ou « helper ») sont
de puissants producteurs de ces molécules.
Ces cytokines (Littéralement : « Qui fait bouger les cellules ») peuvent entre autres :
- Avoir des effets métaboliques : Induction du catabolisme protéique, mobilisation des
réserves énergétiques.
- Avoir un effet pyrogéne, ¢’est-a-dire induire la fiévre.
- Avoir un effet inflammatoire avec amplification de la réaction immunitaire, ou bien
anti-inflammatoire pour réguler cette réponse.
- Avoir un effet de recrutement des cellules associées a la défense immunitaire :
Polynucléaires neutrophiles, monocytes/ macrophages mais aussi polynucléaires
éosinophiles, cellules des tissus conjonctifs.

c) Présentation d’antigenes
Les antigenes digérés par I’intermédiaire de la phagocytose ou de I’internalisation par le BCR
peuvent ensuite étre présentés a d’autres cellules lymphocytaires T helper ce qui peut amplifier
’action inflammatoire et stimuler la réaction immunitaire. Cette présentation d’antigene est a
I’origine d’une coopération entre lymphocytes B et T.

d) Cytotoxicité.
Les lymphocytes T CD8 et les NK peuvent détruire des cellules infectées par un virus ou
cancéreuse par modifications des conditions de presentations de leurs antigénes internes par
les molécules de CMH. Nous n’en détaillerons pas les mécanismes.

D) Activation lymphocytaire B :
Parce que le lymphome est d’origine B dans la grande majorité des cas (90%) et que sa
survenue peut étre en lien avec sa physiologie immunitaire, j’expose ici les principes de
I’activation lymphocytaire B.

Apres que le lymphocyte B ait rencontré 1'antigene cible, il va maturer dans un ganglion et
former dans le follicule un centre germinatif, endroit ou les enjeux sont a la fois de créer une
réponse immune spécifique et efficace contre 'antigéne.




L'intérét du centre germinatif est de faire cohabiter les lymphocytes B et les lymphocytes T
ayant la méme spécificité antigénique et la cellule dendritique folliculaire permettant la
présentation des antigénes au lymphocyte B (voir schéma)
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Schéma du centre germinatif*'. Le lymphocyte B ayant rencontré son antigéne spécifique va
entrer dans une phase de prolifération importante puis de mutation de son ADN pour créer de
multiples variations de récepteurs BCR de maniére aléatoire qui seront ensuite sélectionnés.

=>» En cas de mutation avantageuse permettant une meilleure affinité de son récepteur
pour ’antigene (présent en quantité limitée), le lymphocyte va continuer son
expansion grace a 1’action du lymphocyte T et va pouvoir se différencier en
plasmocyte, cellule sécrétrice d’anticorps ou en cellule B mémoire, permettant une
réaction beaucoup plus rapide lors de I’apparition ultérieure de 1’antigéne.

=>» En cas de mutation désavantageuse, les lymphocytes B vont mourir par apoptose
puisqu’incapable de présenter au lymphocyte T helper I’antigéne qu’il n’a pas su
internaliser.

Ce mécanisme tres important pour ’efficacité de I’immunité comporte 2 risques
majeurs et explique leur survenue :

- Lareconnaissance accidentelle d’un antigéne du soi aprés mutation et une expansion
stimulée par le lymphocyte T, créant alors une auto-immunité. Les réactions auto-
immunes sont d’ailleurs connues pour €tre développées préférentiellement apres une
infection ou aggravées par la survenue d’une infection. On peut citer parmi les
manifestations post-infectieuses, les thrombopénies immunologiques, les anémies-
hémolytiques auto-immunes, le syndrome de Guillain Barré, les thyroidites auto-
immunes. ..

- La prolifération et les mutations de I’ADN peuvent créer des anomalies de régulation
de prolifération des lymphocytes et étre responsable d’une transformation
maligne lymphomateuse. Les lymphomes eux aussi peuvent étre liés a la stimulation



antigénique chronique dans le cadre de certaines maladies avec persistance d’un auto-
antigene (Infections virales chroniques, Maladie Coeliaque, Syndrome de
Sjogren... )"

A la suite de cette étape a lieu la commutation des classes d'immunoglobulines passant de
IgM/IgD a une IgG, IgA ou IgE. Les transformations lymphomateuses situées
chronologiquement avant la commutation de classe d’immunoglobuline, cela explique
I’association préférentielle des lymphomes a des IgM plut6t qu’a d’autres types et la
recherche d’un syndrome tumoral ganglionnaire"'"

De plus, la différenciation en plasmocyte se faisant aprés commutation explique que les
myé¢lomes, pathologies tumorales plasmocytaires, portent des Immunoglobulines non-IgM
dans la trés grande majorité des cas.

Bien qu'une réponse contre un organisme extérieur soit polyclonale, c'est a dire dirigée contre
plusieurs antigénes d’un méme organisme pathogéne, chaque lymphocyte ne posséde qu'un
seul anticorps, expliquant la « monoclonalité » de pathologies tumorales touchant la cellule
lymphocytaire ou son évolution plasmocytaire. Le caractére tumoral d’une clonalité est
suspectée par la prédominance ou I’expansion démesurée de la cellule clonale.



2) Les Lymphomes :

Le lymphome est une maladie tumorale maligne intéressant les cellules lymphocytaires.

11 peut survenir sur des terrains génétiques favorisants avec notamment des susceptibilités
familiales et/ou étre causé par des facteurs environnementaux (Infectieux, exposition aux
radiations et aux solvants organiques, iatrogéne)™. Mais la majorité des cas de lymphome ce
jour sont sans cause identifiée (Sporadiques).

Comme les autres pathologies malignes le lymphome peut engager le pronostic vital des
patients, et la relative disparité des signes cliniques peut conduire a un important délai
diagnostic.

A) Manifestations clinigues : Conséguences de la transformation des
lymphocytes.
a) Production d’anticorps :
L’anticorps monoclonal du lymphocyte tumoral peut en lui-méme étre observé dans le sang ou
étre responsable de signes cliniques.
Une électrophorese des protéines sanguines pourra alors voir une protéine monoclonale
spécifique étre augmentée et « dominer » le profil électrophorétique et étre responsable d’un
« pic monoclonal ». Pour les raisons expliquées ci-dessus, une IgM est plus évocatrice encore
du diagnostic de lymphome.
Le caractere aberrant de certaines protéines monoclonales peut quelquefois étre responsable
manifestations cliniques. C’est le cas des Cryoglobulines de type 1 et 2 dont le contingent
monoclonal peut précipiter au froid et étre responsable de lésions de vascularite, du
neuropathies anti-MAG.. .

b) Production de cytokines et recrutements cellulaires.
L’hypersécrétion cytokinique non régulée peut étre responsable :

- D’effets métaboliques : Cachexie, participant a I’altération de 1’état général.

- D’une fiévre prolongée et de sueurs avec notamment un caractére nocturne.

- D’effet inflammatoire pouvant créer un syndrome inflammatoire biologique, ou a
I’extréme créer un syndrome d’activation macrophagique.

- D’un recrutement de cellules : Une hyper-éosinophilie sanguine peut étre évocatrices.
Une hyperlymphocytose dont la cause peut étre cytokinique par recrutement
lymphocytaire mais également une composante lymphomateuse/leucémique circulante.

En pratique clinique on ne dose les cytokines que pour des situations tres spéecifiques (par
exemple lymphome cérébral et dosage cérébrospinal®) et on apprécie plutdt les conséquences
clinico-biologiques de ces sécrétions.

c) Présentation d’antigénes
Elle pourrait participer a 1’auto-immunité induite par les lymphomes et il existe des exemples
d’hypotheéses physiopathologiques notamment dans [’association entre LLC et anémie
hémolytique auto-immune *" it

d) Cytotoxicité.
La cytotoxicité d’organe induite par le lymphome contre un tissu a été peu observée dans la
littérature, la plupart des publications faisant plutot référence a la cytotoxicité du systéme



immunitaire physiologique dirigée contre le lymphome comme contre toute autre tumeur
maligne.

e) Prolifération et syndrome tumoral :
La prolifération cellulaire excessive dans les lymphomes peut envahir les organes notamment
les organes lymphoides (ganglions et rate) vers lesquels les lymphocytes sont attirés par le
systéme de « homing ». La plupart des organes peuvent étre ¢galement infiltrés par la masse
tissulaire, ajoutant un caractere protéiforme a la symptomatologie clinique.
Cette prolifération peut aussi survenir dans la moelle, responsable d’une insuffisance
médullaire aigué, chronique, ou d’une sous-représentation des autres types lymphocytaires
plasmocytaires, mécanisme invoqué pour expliquer la lymphopénie ou
I’hypogammaglobulinémie associées aux lymphomes.

L’évaluation de cette prolifération peut étre clinique mais nécessite un bilan par imagerie
notamment TDM et TEP-TDM permettant de découvrir ou/et de classifier la maladie.
L’exploration de la moelle peut se faire par myélogramme lors des envahissements
médullaire franc mais c’est la biopsie ostéomédullaire qui permet d’obtenir une histologie
diagnostique.



B) Classification des lymphomes
Bien que les lymphomes dérivent tous de la méme lignée, il existe de multiples entités qui sont
définies par :

- L'aspect anatomopathologique standard.

- L'immunophénotypage lymphocytaire sur biopsie, donnant des informations par leurs

marqueurs de surface.

- Labiologie moléculaire.
Ces différents éléments sont associés a des pronostics et des traitements différents, et donc
participent & la meilleure caractérisation de la maladie.

Classiguement les lymphomes malins ont été divisés en 2 grands types :

e Les lymphomes de Hodgkin caractérisés par la cellule de Reed-Sternberg, lymphocyte
avec un phénotype de sécrétion cytokinique, ou la majorité de la masse tumorale est
composee de cellules accessoires non tumorales recrutées par les lymphocytes malins.

e Les lymphomes non hodgkiniens, ne présentant pas les caractéristiques des maladies
de Hodgkin, classifiés selon leur phénotype Agressif ou Indolent.

Hémopathies

& 'ymphoides a cellules
B matures

Heémopathies lymphoides a R
cellules T matures et NK

Classification OMS des Lymphome de Hodgkin &

hémopathies .
Maladies

lymphoides lymphoprolifératives post
transplantation d'organes

(PTLD)

Tumeurs a cellules
histiocytaires et
dendritiques

Schéma provenant du site « Lymphoma-care.fr », d’aprés X"

La classification OMS 2016 des hémopathies est beaucoup plus complexe détaillant les
différents types de lymphomes B matures, lymphomes T, Lymphomes de hodgkin et
lymphoproliférations liées a I’immunosuppression (voir schéma) la classification OMS
comportant une multitude de différents lymphomes sur des arguments anatomopathologiques



et d’immunophénotypage.

C) Epidémiologie des lymphomes selon type :

Type de Lymphome

Cas en 2018 (22133)

Proportion par rapport aux cas

totaux.

Lymphomes B diffus a grandes cellules. 5071 22,9%
LLC/Lymphome Lymphocytique. 4674 21,1%
Lymphomes folliculaires. 3066 13,9%
Lymphomes de la zone marginale. 2790 12,6%
Lymphomes de Hodgkin. 2127 9,6%
Lymphomes Lymphoplasmocytaires. 1317 6,0%
Leucémie Aigué Lymphoblastiques. 900 4,1%
Lymphomes du manteau. 887 4,0%
Lymphomes T/NK 777 3,5%
Leucémies a tricholeucocytes. 304 1,4%
Lymphomes de Burkitt. 220 1,0%

Incidence estimée des différents types de lymphome en France métropolitaine en 2018

d’apres *V




D) Cas particulier de la Leucémie Lymphoide chronigue :
La leucémie Lymphoide chronique est un type particulier de Lymphome, fréquent, et dont le
pronostic peut étre relativement bon (>10ans d'espérance de vie au diagnostic sans
traitement) ce d'autant qu'il survient le plus souvent chez des patients agés qui décederont
d'une autre cause.
Le terme « Leucémie » (Leuco “blanc” et émie “sang”) correspond a un contingent sanguin
important, se manifestant par une hyperlymphocytose, un syndrome tumoral, et le diagnostic
repose sur I'immunophénotypage sans nécessité d'autres examens pour le diagnostic positif.
L'hyperlymphocytose chronique correspond une indication établie pour la réalisation d'un
immunophénotypage des lymphocytes circulants en partie du fait de ce lymphome.

Le Score de MATUTES composé de 5 items correspondant a des éléments de
I’immunophénotypage lymphocytaire et est détaillé dans la section consacrée.

Les complications classiques de la LLC sont l'envahissement médullaire, la transformation en
lymphome de haut grade, une immunodépression prédisposant aux infections et des
manifestions auto-immunes. Ces dernicres peuvent étre une atteinte d'organe mais également
de maniere fréquente des cytopénies auto-immunes.



3) Immunophénotypage des lymphocytes circulants :

A) Description de I'examen

L'immunophénotypage des lymphocytes circulants est un examen des lymphocytes du sang
réalisés par un cytométre de flux.

La cytométrie en flux est, comme son nom l'indique, une technique permettant la mesure des
cellules (cytométrie) emportées par une gaine de liquide (flux). Chaque cellule d’un liquide
biologique, ici le sang, passe de maniére successive, traversée par un laser.

La cytométrie de flux est une analyse multiparamétrique, elle permet, d’une part, la
détermination de 2 caractéristiques « morphologiques :

- Le “Forward scatter” (FSC) mesure la taille de la cellule.

- Le “Side scatter” (SSC) permet I'étude de la granulosité de la cellule, sa composition
intra-cellulaire.

Ces 2 parametres permettent d'identifier les principaux types cellulaires par leurs
caractéristiques physiques : Monocytes, polynucléaires, lymphocytes.

D’autre part elle permet I’analyse de paramétres de fluorescence grace a 1’utilisation
d’anticorps monoclonaux couplés a des fluorochromes et dirigés contre des antigénes
membranaires ou intra cellulaires.

LISV

Schéma d’un cytométre de flux.

Les cellules en suspension passent une a une devant un faisceau laser selon le principe de
focalisation hydrodynamique, puis les signaux émis sont captés grace a un systéme de filtres
et miroirs par des photomultiplicateurs. Ils sont alors transformés en événements représentés
sur des graphiques ou histogrammes, des statistiques peuvent étre effectuées sur les
populations cellulaires étudiées.



L’immunophénotypage lymphocytaire permet ainsi I’étude de I’ensemble de la population
lymphocytaire : T, B, NK et permet de mettre en évidence des anomalies quantitatives et
qualitatives, notamment la clonalité des lymphocytes B par 1’étude des chaines l1égeres des
immunoglobulines membranaires Kappa et Lambda.

Quelquefois, la clonalité ne peut étre établie par I’immunophénotypage seul, et le recours a
des techniques complémentaires peut étre nécessaire si 1’on suspecte une population
monoclonale.

L’étude moléculaire du réarrangement monomorphe du geéne a 1’origine du récepteur BCR ou
TCR d’une population lymphocytaire peut affirmer le caractére monoclonal d’une population
dans ce cas (Etude du Locus Ig ou TCR)

B) Diagnostic de la LLC, indication établie :

La LLC est une prolifération monoclonale de petits lymphocytes matures dans le sang.
Elle se manifeste biologiquement par une hyperlymphocytose supérieure a 5 Giga/L, dont le
caractere clonal ne peut s’établir sur une NFS simple.

L'immunophénotypage des lymphocytes circulants permet de mettre en évidence la clonalité
des lymphocytes B et de faire le diagnostic de LLC définie par le score de Matutes basé sur
I’étude des marqueurs de surface suivant :

Tableau &.

Score de Matutes.

Margueurs "oinis

L1 1

Intensité des 1g de surface Modérée/Forte Faible
CD35 - +
CD23 - +
FMCT + Faible/-
CD22 ou CDVOb + Faible/-

CD : cluster de différenciation ; Ig : immunoglobuline.

(EMC 2016 : Immunophénotypage des hémopathies malignes par cytométrie en flux)
Classiquement un score de Matutes €gal a 4 ou 5 permet d’affirmer le diagnostic de LLC.

Un score inférieur peut étre en lien avec des « LLC atypiques » ou d’autres syndromes
lymphoprolifératifs. Un score inférieur a 3/5 exclut une LLC.

Par exemple, un lymphome du manteau se caractérise par 1’absence d’expression du CD23 et
la présence du CD79b ce qui permet de le distinguer de la LLC*"!



C) Interprétation d’un clone lymphocytaire circulant :
A I’instar de la MGUS, témoin d’un clone plasmocytaire mais en 1’absence de maladie
déclarée, un clone circulant peut étre retrouvé en l'absence de pathologie.

Quand le clone correspond a un phénotype « LLC » ¢’est-a-dire répondant aux critéres du
score de MATUTES (75% des cas) mais sans hyperlymphocytose, elle est nommée MBL et
est divisée en HC (High count) si la valeur de lymphocytes monoclonaux > 0.5g/L et LC (low
count) si la valeur de lymphocytes monoclonaux est < 0.5G/L.

Une évolution possible en LLC est chiffrée a entre 1 et 2% par an pour les HC, et correspond
a un état « Pré-LLC » en I’absence de manifestation clinique.

Tous les cas de LLC étant hypothétiquement précédés d’une phase « sans hyperleucocytose »,
et que la présence d’ une monoclonalité de signification indéterminée est au moins 10 fois
supérieure aux LLC, il existe beaucoup d’état pré-leucémique non évolutif, et potentiellement
des monoclonalités qui ne sont pas associées aux manifestations cliniques actuelles du patient
et ne seront jamais associées a des manifestations futures. Une revue donne les diagnostics
différentiels et leurs caractéristiques immunophénotypiques, qui correspondent dans la
majorité des cas a des maladies avec évolution indolente. "

Il y a peu de données sur I’évolution a long terme de ces patients avec monoclonalité sans
pathologie caractérisée et il n’y a pas de recommandation établie sur la surveillance des
patients porteurs d’un clone hors LLC.



Méthode :

1) Population d’étude :

A) Criteres d’inclusion ;
I s’agit d’une étude rétrospective sur les patients ayant eu une analyse par
Immunophénotypage des lymphocytes circulants dans le service de médecine interne du CHU
de Rouen entre le ler Aout 2017 et le 31 aout 2018, soit une période de 13 mois.

La recherche des cas a été réalisée par le systéme informatique BioCare a la recherche des
immunophénotypages des lymphocytes circulants associés aux unités 5104, 5105, 5124, 5122,
8130 soit les unités d’hospitalisation de médecine interne, d’hopital de jour et de consultation
de médecine interne. Les informations cliniques concernant les cas ont été recueillis par le
logiciel CDP2.

L’immunophénotypage immunologique pour recherche de déficit immunitaire n’a pas été
inclus.

B) Criteres d’exclusion :
Les patients présentant une hyperlymphocytose ont été exclus, puisque 1’indication de
I’examen sur ces patients est établie.
Ont été exclus les patients ayant une exploration lymphocytaire dans le cadre de la surveillance
d'un traitement par Rituximab sans volonté diagnostique ou des immunophénotypages réalisés
pour recherche d’un clone HPN de maniére isolée.
Les doublons de prescription ont également été exclus.

C) Données recueillies :

a) Données cliniques :

- Le ou les motifs de I'examen aprés parcours du dossier médical informatiseé.

- Ageetsexe

- Antécédent de clone ou d’hémopathie.

- Présence d’adénopathies.

- Le diagnostic final apres la prise en charge hospitaliere.

- AEG quand elle était décrite dans I’anamnese (Perte de poids).

- Eventuelles maladies associées notamment auto-immune.

- Présence d’adénopathies « a priori » justifiant ’analyse, les types d’aires atteintes et le
nombre d’aires ganglionnaires atteintes finalement au cours de I’exploration.

b) Données biologiques :

- Hyperéosinophilie (> 500/mm3)

- Lymphocytémie (Lymphopénie < 1500 ou Hyperlymphocytose > 4500).

- Protéine monoclonale (EPP, Immunofixation, Cryoglobulinémie type 1 ou 2).

- Hypogammaglobulinémie (< 8g/L) sur I’¢électrophorese des protides.

- Thrombopénie, anémie (Et informations quant a la cause).

- La conclusion de I'immunophénotypage médullaire et la conclusion du myélogramme
ont ¢été recueillis quand ils étaient réalisés



- Réarrangement IgH et TCR quand il a réalis¢ pour compléter 1’é¢tude de la
monoclonalité.

2) Définition des termes :

1) Par le terme « clone positif » ont été décrits tous les patients dont
I’immunophénotypage des lymphocytes circulants montrait soit une atypie soit une
monoclonalité avérée d’emblée. Les autres patients €taient considérés comme « clone
négatif ».

2) Par le terme « Malade » nous avons considéré les patients qui présentaient finalement
un diagnostic de lymphome posé dans I’histoire du patient. Les patients porteurs d’un
myélome n’ont pas été entrés dans cette définition car ils ne rentrent pas dans le
méme cadre nosologique et d’exploration diagnostique. Tous les autres patients ont
été décrits comme « sains ».

3) La « Concordance » a été définie comme la présence d’un clone circulant sanguin de
méme nature (B ou T) que le lymphome présenté par les malades. Ainsi les patients
ayant un clone T circulants mais un diagnostic de lymphome B étaient décrits comme
ayant un clone circulant « Non concordant » avec la maladie.

3) Analyse statistique :

Les comparaisons de proportion pour les variables qualitatives ont été réalisées avec le test
exact de Fisher, le nombre restreint de cas sous I’hypothése nulle presque toujours inférieur a
5 dans I’un des groupes de comparaison, le test du Khi2 ne pouvait pas étre utilisé.

Le seuil de différence significative alpha a été fixé a 5%.

Comme autre critere de significativité, I’intervalle de confiance 95% ne doit pas comprendre
la valeur « 1 ».

Pour les variables quantitatives le Test de Student a été utilisé.

Les proportions ont été données avec 1 chiffre apres la virgule.



Résultats :
1) Nombre de patients inclus

Au total, 260 patients ont été inclus dans 1'étude.

Parmi ces 260 patients 30 présentaient une hyperlymphocytose, la population d’intérét de
I’étude comportant donc 230 patients.

La suite des résultats ne portera que sur les patients ne présentant pas d’hyperlymphocytose.

292 demandes d’ILC entre
Le 1 Aout 2017 et le 31 Aout 2018 (13 mois)

Recherche de clone HPN
(4 patients)

Doublons de

prescription (21)

Hyperlymphocytoses
(30) Post-rituximab sans autre
indication (7 patients)

230 Patients avec ILC prescrit pour recherche de
clonalité.

La moyenne d’age des patients était de 60.8ans.
Le sexe ratio H/F est de 0.96

78 de ces patients correspondaient a des patients de consultation, 33 patients a des patients vus
en HDJ, soit finalement 119 patients en hospitalisation conventionnelle dans les différents
services (51.7%).



2) Analyse des caracteéristigues de la population totale de

I’étude :

A) Caractéristigues de I'ensemble de |la population.
Population totale de I’étude Nombre | Proportions (%)
Antécédent hémopathie 9 3,9%
Antécédent de clone 5 2.2%
Fievre 19 8,3%
Adénopathies 43 18,7%
Thrombopénie 44 19,1%
Hyperéosinophilie 21 9,1%
Lymphopénie 66 28,7%
Lymphocytose 0 0%
Hypogammaglobulinémie 26 11,3%
Protéine monoclonale 31 13,5%
Splénomégalie 16 7%
AEG 34 14,8%
Anémie 70 30,4%
Femmes 117 50,9%
Hommes 113 49,1%
Clone sanguin ou évocateur. 30 13%
Hémopathie lymphoide. 19 8,3%
Clone sanguin + Hémopathie 11 4,8%
Clone + hémopathie avec concordance 8 3,5%
Individus sans hémopathies 211 91,7%
Hémopathie avec clone négatif 8 3,5%
Clone positif sans hémopathie 19 8,3%
Moyenne d'age 60,8

Sur I’ensemble de la population :

- Il yavait 19 patients avec une hémopathie lymphoides dont 8 sans clone circulant.

- 30 patients avec une clone circulant dont 19 n’avaient pas d’hémopathie.

- 11 patients avec une hémopathie lymphoides et un clone et parmi eux 8 avait un clone
du méme type que leur maladie, un clone B dans 100% des cas.

B) Parameétres du test sur I'ensemble des patients de I'étude :
Les paramétres du test si I’'on considére tous les clones concordants ou non :
Sensibilité 57.9%

Spécificité : 91%
VPP : 36.8%
VPN : 95.9%




Si I'on prend seulement les clones concordants comme étant « positifs » pour ce test.
Sensibilité = 42,1% de sensibilité.

Spécificité = 91% de spécificité.

VPP = 29,6%

VPN = 94,6%

C) Analyse des sous-groupes d’unité de médecine interne.

a) Caractéristiques des populations Ambulatoire/Populations totale et unité a orientation
hématologique :

Tous les services Nombre (230) | Proportion
Hospitalisation conventionnelle 119 51,7%
Consultation et HDJ 111 48,3%
Clones positifs Consult/HDJ 10 9%
Clones positifs Hospitalisation 20 16,8%
Hémopathies Consultation/HD) 1 0,9%
Hémopathie hospitalisation 18 15,1%
Unité 5105 Nombre (54) | Proportion
5105 + Clone 13 24,1%
5105 + Hémopathie 11 20,4%
5105 + Clone + hémopathie 9 16,7%
5105 + Clone + hémopathie concordante 7 13%
Hospitalisation conventionnelle Nombre (119) | Proportion
Hospitalisation + clone 20 16,8%
Hospitalisation + malade 18 15,1%
Hospitalisation + Malade + clone 11 9,2%
Hospitalisation + Malade + clone

concordant 8 6,7%

1) Presque la moitié des patients correspondent a des patients de consultation ou d’HDJ.
Seulement 1 patient parmi eux avait finalement une hémopathie lymphoide (0.9%) et 10
patients
(9%) avaient un clone.

Le seul malade de consultation avait un clone sanguin négatif.

2) Pour les différentes unités d’hospitalisation (119 patients) :
La fréquence de la maladie et de la présence d’un clone étaient plus importantes :
- 20 clones soit 16.8%
- 18 malades pour 119 soit 15.1%
- 11 patients avec clone et maladie soit 9.2%
- Les 8 patients avec clones concordants étaient en hospitalisation.




3) Les fréquences de présence d’un clone en cas de réalisation de 1’examen sont
différentes dans chaque service avec :
=>» Pour les clones :
Fréquence la plus élevée au 5105 avec 11 malades pour 54 patients soit 24,1%.
La plus faible en hopital de jour (3% clone) et en consultation 11,5%.

=>» Pour les hémopathies :
Faible fréquence en consultation (1 patient soit 1.3%) et HDJ (Aucun patient).
La plus forte avec 11 patients (20,4% des patients) en unité 5105 (représente 50% des lits
d’hospitalisation).

b) Parametres du test dans I'unité 5105.

Unité 5105 : 54 patients. Nombre |Proportions (%)
Antécédent hémopathie 6 11,1%
Antécédent de clone 0 0,0%
Fievre 7 13,0%
Adénopathies 12 22,2%
Thrombopénie 5 9,3%
Hyperéosinophilie 4 7,4%
Lymphopénie 20 37,0%
Lymphocytose 0 0,0%
Hypogammaglobulinémie 6 11,1%
Protéine monoclonale 7 13,0%
Splénomégalie 6 11,1%
AEG 12 22,2%
Anémie 30 55,6%
Femmes 26 48,1%
Hommes 28 51,9%
Clone sanguin ou évocateur. 13 24,1%
Hémopathie lymphoide. 11 20,4%
Clone sanguin + Hémopathie 9 16,7%
Clone + hémopathie avec concordance 7 13,0%
Individus sans hémopathies 43 79,6%
Hémopathie avec clone négatif 2 3,7%
Clone positif sans hémopathie 4 7,4%
Clone - et sain 39 72%
Moyenne d'age 69,74

L'unité 5105 est l'unité ol ont été diagnostiquées les hémopathies avec clone concordant
dans 7/8 cas et 11 des 19 hémopathies de I’étude viennent de ce service.



Les parameétres du test si I’on considére les clones concordants ou non :
Sensibilité : 81.8%

Spécificité : 90,7%

VPP du test : 69.2%

VPN du test : 95.1%

Si I'on prend seulement les clones concordants comme étant « positifs » pour ce test :
Sensibilité : 63,6%

Spécificité : 90.7%

VPP : 63.6%

VPN :90.7%

Ces chiffres correspondent a 1’unité pour laquelle la prévalence de 1’hémopathie lymphoide
¢tait la plus forte et pour laquelle les chiffres de sensibilité et spécificité concernant la recherche
de clones étaient les plus élevés.



c) Parametre du test pour hospitalisation conventionnelle :

Hospitalisation conventionnelle Nombre. | Proportion
Total 119 100,0%
Hospitalisation + malade 18 15,1%
Hospitalisation + clone 20 16,8%
Hospitalisation + Malade + clone 11 9,2%
Hospitalisation + Malade + clone

concordant 8 6,7%
Clone sans hémopathie. 9 7,6%
Hémopathie sans clone. 7 5,9%
Pas de clone chez les sains. 92 77,3%

L’hospitalisation dite conventionnelle regroupe les différentes unités (5104, 5105, 5122).

Les paramétres du test si I’on considére les clones concordants ou non :
Sensibilité : 61.1%

Spécificité : 91,1%

VPP : 55.0%

VPN : 92.9%

Si 'on prend seulement les clones concordants comme étant « positifs » pour ce test :
Sensibilité 44.4%

Spécificité 91,1%

VPP =47.1%

VPN = 90.2%




3) Analyse des caractéristiques des malades de I’étude :

A) Caractéristiqgues des malades de I"étude.

Caractéristiques des Malades 19

Nombre d'hémopathie sans clone 8 42,1%
Nombre d'hémopathie avec clones positifs 11 57,9%
Concordance parmi hémopathies 8 42,1%
Antécédent hémopathie 3 15,8%
Antécédent de clone 0 0%
Fievre 1 5,3%
Adénopathies 10 52,6%
Thrombopénie 7 36,8%
Hyperéosinophilie 0 0%
Lymphopénie 6 31,6%
Lymphocytose 0 0%
Hypogammaglobulinémie 3 15,8%
Protéine monoclonale 2 10,5%
Splénomégalie 2 10,5%
AEG 5 26,3%
Anémie 12 63,2%
Femmes 11 57,9%
Hommes 8 42,1%
Nombre de clone sanguin. 11 57,9%
Nombre de malades 19 100%
Concordance avec clone. 8 42,1%
Concordance + clone T 0 0%
Concordance + clone B 8 100%




B) Type d’hémopathie parmiles malades de I'étude

Clone |Clone

Types d'hémopathie : Nombre | Pourcentage | Positif | Concordant
LBDGC 7 36,8% 3 2
Lymphome Hodgkin 2 10,5% 0 0
Lymphome folliculaire 1 5,3% 0

Lymphome Lymphocytique 1 5,3% 1 1
Leucémie a Tricholeucocytes 1 5,3% 1 1
Leucémie aigué

lymphoblastique 1 5,3% 1 1
Autre lymphome B 4 21,1% 4 3
Autre lymphome T 2 10,5% 1 0
Somme 19| % 11 8

Parmi les 19 patients qui avaient une hémopathie, 11 avaient un immunophénotypage pouvant
évoquer une monoclonalité (58%). Finalement, le clone concordait avec la maladie dans 8 cas
seulement (42%), un tableau des caractéristiques des hémopathies avec clone concordant a été
réalisé pour étudier les critéres discriminants qui pourraient faire comprendre chez quels
patients utiliser le test.

C) Nombre de criteres présents parmi les malades :
Les critéres analysés étaient :
- Lors de I’analyse sans NFS (8) : Antécédent hémopathie, Antécédent de clone, Fievre,
Adénopathies, Hypogammaglobulinémie, Protéine monoclonale, Splénomégalie, AEG.
- Avec NFS, les éléments suivants (4) étaient également pris en compte : Thrombopénie,
Hyperéosinophilie, Lymphopénie, Anémie.

Criteres Avec NFS 19

Malade avec O critére 0

Malade avec 1 critéres 3 15,8%
Malade avec 2 critéres 9 47,4%
Malade avec 3 critéres 0 0%
Malade avec 4 critéres 5 26,3%
Malade avec 5 critéres 2 10,5%
Critéres sans NFS

Malade avec O critéres 3 15,8%
Malade avec 1 critére 8 42,1%
Malade avec 2 critéres 6 31,6%
Malade avec 3 critéres 2 10,5%
Malade avec 4 critéres 0 0%
Malade avec 5 critéres 0 0%

En prenant en compte la NFS aucun malade ne possédait O criteres.

Si I’on ne prenait pas en compte la NFS, 3 patients (16%) possédaient O critére.

[In’y a pas de corrélation linéaire entre nombre de criteres et hémopathie méme s’il y avait une
différence trés significative du nombre de critéres entre malades et non malades.



D) Délai de réalisation de la biopsie chez les malades :

p (Comparaison

Délai moyen de la biopsie
(Jours) 44,21 83,6 231,5 9,75 14,625 | 0.51 [-21.2; 11.4]

En comparant les populations ayant eu une histologie (Par BOM ou par biopsie d’une
adénopathie/syndrome tumoral) au nombre de 14 :

Seulement 2 avaient des clones T circulant avec des délais beaucoup plus longs
d’obtention de la réalisation de I’examen permettant d’obtenir I’histologie (363 jours et
100 jours). Puisque de plus ils ne correspondaient pas a 1’hémopathie au final, nous
avons décidé de ne pas les comparer avec le délai moyen en 1’absence de clone.

8 n’avaient pas de clone circulant et le délai de 1’obtention de I’examen permettant
d’obtenir I’histologie était en moyenne de 14.6 jours

Pour les 4 clones B le délai de réalisation moyen était de 9.75 jours.

Il n’y avait pas de différence significative entre les délais d’obtention de 1’histologie entre
présence de clone B ou absence de clone.

Parmi les 5 patients n’ayant pas eu de biopsies :

Tous avaient un clone circulant.

2 patients avaient un antécédent de maladie hématologique (Leucémie a
Tricholeucocytes et Lymphome Non Typé) et dont I’immunophénotypage sanguin a
confirmé la récidive.

1 patient présentait un clone T circulant et est décédé d’une CIVD avant tout examen
histologique et cette CIVD a ét¢ attribuée a cette maladie.

1 patient non hyperleucocytaire avait une lymphocytose monoclonale MATUTES 4/5
et présentait une suspicion de transformation en syndrome de Richter.

1 patient présentait une leucémie aigué€ lymphoblastique pour laquelle le myélogramme
fait le méme jour a fait le diagnostic.

Pour les 11 patients biopsiés pour laquelle I’information était disponible, les délais entre la
réalisation de la biopsie et la signature définitive du compte rendu anapath sont variables :

Délais entre biopsie et signature définitive

Jours
Moyenne de délai 32,7
Minimum 7
Maximum 113

Tous |Clone |CloneT |Clone B | Non Clone. | B/sans clone) |intervalle 95%
Patients biopsiés 14 6 2 4 8




4) Comparaison entre Malades et sains

A) Comparaison des caractéristigues entre malade et sains

Malade |% Sains % p Intervalle 95%
Antécédent hémopathie 15,8% 6 2,8%|0.033 [0.889 ; 31.046]
Antécédent de clone 0 0% 5 2,4% | NC NA
Fievre 1 5,3% 18 8,5% | NC [0.0136 ; 4.2494]
Adénopathies 10| 52,6% 33| 15,6%|<0.0005 |[1.9963;17.904]
Thrombopénie 7| 36,8% 37| 17,5%|0.06 [0.85; 8.1331]
Hyperéosinophilie 0 0% 21 10% | 0.23 NA
Lymphopénie 6| 31,6% 60| 28,4%|0.79 [0.3453 ; 3.4604]
Lymphocytose 0 0% 0 0%
Hypogamma 3| 15,8% 23| 10,9%|0.46 [0.2657 ; 5.9604]
Pic monoclonal 2| 10,5% 29| 13,7%|NC [0.0788 ; 3.3867]
Splénomégalie 2| 10,5% 14 6,6%|0.63 [0.1686 ; 8.194]
AEG 5| 26,3% 29| 13,7%(0.17 [0.5845 ; 7.2104]
Anémie 12| 63,2% 57 27% | < 0.003 [1.5772 ; 14.5051]
Femmes 11| 57,9% 106| 50,2%|0.63 [0.2461 ; 2.0988]
Homme 8| 42,1% 105| 49,8%|0.63 [0.2461 ; 2.0988]
Clone sanguin. 11| 57,9% 19 9% | <0.000002 |[4.3896 ; 44.2963]

NC : Non calculable.

Les populations « Malades » et « Sains » étaient significativement différentes sur 3 points, les
3 plus importantes en proportion chez les malades.

La présence d’adénopathies.
La présence d’une anémie

La présence d’un clone sanguin
Pour le critere « antécédent d’hémopathie », I’indice p est significatif mais I’intervalle de
confiance comprenant la valeur « 1 » il n’est pas possible de conclure a la significativité.




B) Comparaison du nombre de critéres pour indication de I'examen :

Les critéres analysés étaient :
- Lors de I’analyse sans NFS : Antécédent hémopathie, Antécédent de clone, Fievre,

Adénopathies, Hypogammaglobulinémie, Protéine monoclonale, Splénomégalie, AEG.

- Avec NFS, les éléments suivants étaient €également pris en compte : Thrombopénie,
Hyperéosinophilie, Lymphopénie, Anémie.

Comparaison du nombre de criteres

Malades/sains Malades | Sains p
Nombre de cas. 19 211
Nombre moyen de critéres hémopathie 2,63 1,55|0.0019
Moyenne critéres sans NFS hémopathie 1,32 0,73 |0.0065

Il y a une différence significative du nombre global de criteres entre les malades et les sains, et
cela que I’on prenne en compte la NFS ou non.



C) Analyse des caractéristigues significativement différentes entre malades et

sains
a) Adénopathies :

i) Critére « Adénopathie » au moment du dosage (« A priori »)

Nombre Proportions

Adénopathies « a priori » (43) (%)
Antécédent hémopathie 1 2,3%
Antécédent de clone 1 2,3%
Fievre 2 4,7%
Thrombopénie 3 7,0%
Hyperéosinophilie 2 4,7%
Lymphopénie 16 37,2%
Hypogammaglobulinémie 4 9,3%
Protéine monoclonale 4 9,3%
Splénomégalie 4 9,3%
AEG 9 20,9%
Anémie 12 27,9%
Femmes 17 39,5%
Hommes 26 60,5%
Clone sanguin ou évocateur. 6 14%
Hémopathie lymphoide. 10 23,3%
Clone sanguin + Hémopathie 4,7%
Clone + hémopathie avec concordance 2,3%
Individus sans hémopathies 33 76,7%
Hémopathie avec clone négatif 8 18,6%
Clone positif sans hémopathie 4 9,3%
Moyenne d'age 59,7

La majorité des patients avec adénopathies a priori n’avaient pas de maladie hématologique.
Un seul patient avait un clone concordant parmi les patients avec adénopathie.

i) Nombre d’aires ganglionnaires au cours de I'exploration.
Comparaison du nombre d’aires ganglionnaires entre malades et sains

Nombre d'aires
Ganglionnaires | Malades (19) Sains (211) p Intervalle 95%
0 7 179 | < 0.00002 [0.0326; 0.317]
1 0 20(0.39 NA
2 et plus 12 12 [ < 0.00001 [8.29;99.41]

Il n’existe pas « d’effet dose » caractérisable selon le nombre d’adénopathie bien que la
présence d’adénopathie soit associ¢e aux hémopathies.
Un nombre d’aires ganglionnaires égal a 2 ou 3 était plus significativement associé¢ a une
hémopathie mais pas a 4 ou a 5. Les malades n’avaient pas d’adénopathie unique.




iii) Localisation des aires ganglionnaires au cours de I'exploration.

Localisation des

adénopathies 12 Malades |32 Sains p Intervalle 95%
Cervical/sus claviculaire 6 9|0.28 [0.5175; 12.37]
Médiastinale 9 18(0.32 [0.4541 ; 15.63]
Inguinale 3 6/0.69 [0.1918 ; 8.59]
Axillaire 5 410.087 [0.8;31.46]
Intraabdominale 8 12(0.102 [0.6874 ; 18.06]

Entre les malades et les sains, aucune localisation ganglionnaire spécifique n’était
significativement différente.




b) Anémie :

i) Caractéristiques des patients ayant une anémie.

Proportions

Anémies Nombre | (%)
Antécédent hémopathie 5 7,1%
Antécédent de clone 2 2,9%
Fievre 5 7,1%
Adénopathies 12 17,1%
Thrombopénie 22 31,4%
Hyperéosinophilie 3 4,3%
Lymphopénie 24 34,3%
Lymphocytose 0 0%
Hypogammaglobulinémie 11 15,7%
Protéine monoclonale 14 20,0%
Splénomégalie 8 11,4%
AEG 14 20%
Anémie 70 100%
Femmes 41 58,6%
Hommes 29 41,4%
Clone sanguin ou évocateur. 18 25,7%
Hémopathie lymphoide. 12 17,1%
Clone sanguin + Hémopathie 9 12,9%
Clone + hémopathie avec concordance 8 11,4%
Individus sans hémopathies 58 82,9%
Hémopathie avec clone négatif 3 4,3%
Clone positif sans hémopathie 9 12,9%
Moyenne d'age 72,49




i) Comparaison sains/malades parmi les patients anémiés.

Malades Sains Tous
Types d'anémie (12) % (58) |% (70) |% p Intervalle 95%
Inflammatoire 4| 33,3% 14 20% 18 25,7%|0.49 |[0.298 ; 6.98]
Inconnue 20 16,7% 11| 15,7% 13| 18,6% | NA [0.0802 ; 4.95]
Centrale 4| 33,3% 6 8,6% 10| 14,3% | 0.061 [0.7146 ; 22.9]
Mixte 0 0% 1 1,4% 1| 1,4%|NA NA
Carentielle 0 0% 3 4,3% 3] 43%|NA |NA
SAM 1| 83% 3| 4,3% 4| 5,7%|0.54 |[0.029;22.90]
AHAI 1 8,3% 6 8,6% 7110,0% | NA [0.0157 ; 7.62]
Thalassémie 0 0% 1 1,4% 1| 1,4%|NA |NA
Toxique 0 0% 1 1,4% 1| 1,4%|NA NA
Carence martiale 0 0% 2 2,9% 21 2,9% | NA |NA
Insuffisance rénale 0 0% 2 2,9% 21 2,9% | NA |NA
Hémorragie 0 0% 4 5,7% 4| 57%|NA |NA
Hémolyse non
immune 0 0% 2 2,9% 21 2,9%|NA | NA
Absence 0 0% 2 2,9% 21 2,9% | NA |NA
Somme 12 58 70

Il n’existe pas de différence significative entre les patients avec hémopathies et sans
hémopathie concernant le type d’anémie, notamment pour les anémies hémolytiques auto-

immunes et I’anémie centrale.




5) Comparaison « clone positifs » et « clone négatifs » :

Comparaison clone +/- | Clone (30) |% Non clone (200) | % p Intervalle 95%
Antécédent hémopathie 41 13.3% 5 2,5%|0.019 [1.103; 29.51]
Antécédent de clone 41 13,3% 1 0,5%|0.0011 |[2.80; 1499.9]
Fievre 1| 3,3% 18 9% |0.48 [0.0081 ; 2.39]
Adénopathies 6| 20% 37 18,5% | 0.80 [0.34; 3.02]
Thrombopénie 111 36,7% 33 16,5%|0.013 [1.14;7.17]
Hyperéosinophilie 1| 3,3% 20 10% | 0.33 [0.0072 ; 2.10]
Lymphopénie 8| 26,7% 58 29% [ NC [0.32;2.22]
Lymphocytose 0 0% 0 0%

Hypogamma 5| 16,7% 21 10,5% | 0.35 [0.45; 5.21]
Pic monoclonal 71 20% 24 12%|0.14 [0.72; 6.11]
Splénomégalie 41 13,3% 12 6%|0.14 [0.52; 8.71]
AEG 71 23,3% 27 13,5%(0.17 [0.64; 5.28]
Anémie 17| 56,7% 52 26%|0.0012 |[1.57;8.90]
Femmes 12| 40% 105 52,5%|0.24 [0.25; 1.40]
Homme 18| 60% 95 47,5%|0.24 [0.25; 1.40]

La thrombopénie avait une proportion plus importante dans le groupe

I’anémie et I’antécédent d’hémopathie.

avec clone, comme

La présence d’une lymphopénie n’est pas significativement différente entre le groupe clone et

non clone.

Il n’y avait pas de différence significative concernant la présence d’une protéine monoclonale.

Parmi les clones, le nombre de lymphocytes le plus bas retrouvé était de 230/mm3.

Le taux le plus bas avec hémopathie + clone concordant était de 460/mm3.

Types de clones.

Clones (30) Nombre Proportion
Monoclonalité affirmée

d'emblée (Lymphocytes B) 14 46,7%
CloneT 11 36,7%
Clone B 19 63,3%




6) Hémopathies avec clone concordant

Les hémopathies avec clone concordant étaient des Hémopathies B avec un clone B circulant.
Dans tous les cas de malade avec une hémopathie type « T » il n’y avait pas de clone circulant.

Hémopathie concordante Nombre (8) | Proportions (%)
Antécédent hémopathie 3 37,5%
Antécédent de clone 0 0%
Fievre 1 12,5%
Adénopathies 1 12,5%
Thrombopénie 5 62,5%
Hyperéosinophilie 0 0%
Lymphopénie 2 25%
Lymphocytose 0 0%
Hypogammaglobulinémie 1 12,5%
Protéine monoclonale 1 12,5%
Splénomégalie 1 12,5%
AEG 2 25%
Anémie 8 100%
Femmes 6 75%
Hommes 2 25%
Anémie et Thrombopénie 5 62,5%

L’anémie était constante et la thrombopénie 1’accompagnait dans 62.5% des cas.
Il n’y avait qu’un seul patient avec adénopathies.



7) Examens médullaires :

Tableau des examens malades et porteurs de clone avec examen médullaire.

Un examen médullaire « informatif » a été défini comme un myélogramme donnant au moins
les mémes données que I’examen sanguin.

Malade + clone | Malade +
Malades (19) | Clones (30) |(11) concordance (8)
Examens médullaires avec phénotypage 4 9 4 3
Phénotypage médullaire informatif 4 8 4 3
Myélogramme (avec ou sans phénotypage) 10 17 9 7

Parmi les patients ayant eu un examen médullaire (Myélogramme +/- immunophénotypage
médullaire) :
=>» Pour les patients avec un clone, dans la grande majorité des cas (8/9 patients)
I’immunophénotypage médullaire quand il était réalisé était autant informatif sur la
clonalité que le phénotypage sanguin.
=> Pour les malades, I’immunophénotypage médullaire donnait dans tous les cas (4/4) au
moins la méme information que le phénotypage sanguin.
=> Chez les patients avec clone concordant, I’examen médullaire a été réalis¢ dans 7 cas
parmi 8. L’exploration médullaire chez ces malades étaient :
o A précéde I’'ILC d’1 jour pour un patient.
o A été réalisée le méme jour pour 1 patient.
o A été réalisée apres I'ILC pour 5 patients (1jour, 4 jours, 4jours, 6jours et 31
jours plus tard).




8) Analyse des caractéristigues des

patients avec protéines

monoclonales

Protéine monoclonale Nombre (31) | Proportions (%)
Antécédent hémopathie 2 6,5%
Antécédent de clone 2 6.5%
Fievre 1 3,2%
Adénopathies 4 12,9%
Thrombopénie 5 16,1%
Hyperéosinophilie 2 6,5%
Lymphopénie 7 22,6%
Lymphocytose 0 0%
Hypogammaglobulinémie 4 12,9%
Protéine monoclonale 31 100%
Splénomégalie 2 6,5%
AEG 4 12,9%
Anémie 14 45,2%
Femmes 14 45,2%
Hommes 17 54,8%
Clone sanguin ou évocateur. 22,6%
Hémopathie lymphoide. 6,5%
Clone sanguin + Hémopathie 6,5%
Clone + hémopathie avec concordance 3,2%
Individus sans hémopathies 29 93,5%
Hémopathie avec clone négatif 0 0%
Clone positif sans hémopathie 5 16,1%
Moyenne d'age 71,58

Il y avait présence de 7 clones et seulement 2 hémopathies parmi 31 patients avec protéine

monoclonale.

Les 2 patients avec protéines monoclonales avaient des IgM.

Chez les patients sains, il s’agissait de 13 patients avec IgM, 10 avec IgG et 3 avec une IgA.
Parmi les patients avec une IgM, seulement 2/15 étaient donc malades 13,3%. Ces 2 malades
avaient un clone dont un clone T. Leurs ages étaient de 63 et 75ans.

La proportion de gammapathie monoclonale chez les malades était de 2/19 (10.5%) et chez les

non malades de 29/211 (13,7%)

Il y avait 5 cryoglobulines (16%) dont 1 associée a une hémopathie (3.2%) qui était associée a

un clone T circulant.



9) Anémies hémolytigues auto-immunes :

14 patients de cette étude avaient été explorés dans un contexte d’AHAI, d’agglutinine froide
ou d’antécédent de ce type

Nombre de patients avec Antécédent hémopathie 1 7%
Nombre avec antécédent de clone 0 0%
Nombre de patients avec fievre 0 0%
Nombre de patients avec adénopathies 0 0%
Nombre de patients avec thrombopénie 2 14%
Nombre de patients avec hyperéosinophilie 0 0%
Nombre de patients avec Lymphopénie 4 29%
Nombre de patients avec Lymphocytose 0 0%
Nombre de patients avec hypogamma 3 21%
Nombre de patients avec Pic monoclonal 3 21%
Nombre de patients avec Splénomégalie 3 21%
Nombre de patients avec AEG 1 7%
Nombre de patients avec anémie 10 71%
Nombre de femmes 5 36%
Nombre de d'homme 9 64%
Nombre de clone sanguin. 3 21%
Nombre d'hémopathie. 1 7%
Nombre de Clone sanguin + Hémopathie 1 7%
Nombre d'hémopathie avec clone négatif 0 0%
Hémopathies + Adénopathies + Clone 0 0%
Coombs disponible 12

Coombs IgG 8 67%
Coombs Complément seul 4 33%
Clone parmi coombs IgG 0 0%
Clone parmi coombs Complément seul 3 25%
IgM K sanguine + Coombs complément seul 1 8%
IgM L sanguine + Coombs complément seul 1 8%
IgM sanguine + Coombs complément seul 2 17%

Une patiente avait un lymphome B de bas grade (Coombs complément sans IgG)

Une patiente avait une lymphocytose monoclonale MATUTES 5/5 sans maladie (coombs
complément sans IgG). Elle n’a pas eu d’examen médullaire.

Un patient avait un clone sans hémopathie (Coombs complément sans IgG).
Le patient avec antécédent de lymphome n’avait ni clone ni hémopathie lymphoide.
Aucun patient n’avait d’adénopathies au cours de I’exploration.



10) Situations de médecine interne ou antécédent de

maladies de systeme :

Nombre

Maladie ou présentation systémique. (42) Proportions (%)
Antécédent hémopathie 2 4,8%
Antécédent de clone 2 4,8%
Fievre 1 2,4%
Adénopathies 5 11,9%
Thrombopénie 2 4,8%
Hyperéosinophilie 1 2,4%
Lymphopénie 11 26,2%
Lymphocytose 0 0,0%
Hypogammaglobulinémie 3 7,1%
Protéine monoclonale 7 16,7%
Splénomégalie 2 4,8%
AEG 9 21,4%
Anémie 15 35,7%
Femmes 23 54,8%
Hommes 19 45,2%
Clone sanguin ou évocateur. 6 14,3%
Hémopathie lymphoide. 2 4,8%
Clone sanguin + Hémopathie 2 4,8%
Clone + hémopathie avec concordance 0 0,0%
Individus sans hémopathies 40 95,2%
Hémopathie avec clone négatif 0 0,0%
Clone positif sans hémopathie 4 9,5%
Moyenne d'age 62,3




Clones et hémopathies pour chaque type de maladie

ou présentation systémique. Nombre | Avec clone |Hémopathie | C+
Polyarthrite rhumatoide 4 4 2 0
Sjogren. 10 2 1 0
Arthralgies 5 0 0 0
Lupus 5 1 0 0
Purpura vasculaire. 2 0 0 0
Sclérodermie 2 1 0 0
Myosite 1 0 0 0
Amylose 2 0 0 0
Vascularite a ANCA 3 0 0 0
Maladie de Still 2 0 0 0
PPR 1 0 0 0
Sarcoidose 2 0 0 0
Hémophilie acquise 2 0 0 0
Autres 4 0 0 0
Proportions malades et clones chez les patients Sjogren. Nombre | Proportion

Nombre de patients Sjogren. 10 100%

Sjogren et au moins 1 autre critére 6 60%

Sjogren sans autre criteres 4 40%
Hémopathie dans les Sjogren sans critéres 0 0%
Hémopathie dans les Sjogren et au moins 1 autre critere 1 10%

Clone dans les Sjogren sans criteres 0 0%

Clone dans les Sjogren et au moins 1 autre critere 2 20%




Proportions malades et clones chez les patients PR | Nombre | Proportion
Polyarthrite Rhumatoide 4

Polyarthrite rhumatoide et clone 4 100%
Polyarthrite rhumatoide et clone T réarrangé 2 50%
PR et au moins 1 autre critere 4 100%
PR sans autre critéres 0 0%
Polyarthrite rhumatoide et hémopathie 1 25%

Parmi les patients avec présentation thumatologique/maladie de médecine interne.
- La maladie la plus explorée par immunophénotypage était le syndrome de Sjogren.
- 2 seulement avaient une hémopathie lymphoide (Un patient avec PR + Sjogren et un
autre avec Polyarthrite Rhumatoide).
- Dans aucun cas il y avait une hémopathie avec clone concordant.
- Les autres maladies ou présentations n’étaient pas associées a des hémopathies.



DISCUSSION :

1) Indications du test et criteres :

La principale indication formelle de la réalisation de I’immunophénotypage des lymphocytes
circulants est I’hyperlymphocytose prolongée pour le diagnostic des leucémies lymphoides
chroniques ainsi que d’autres hémopathies hyperleucocytaires. Dans cette indication il a une
valeur diagnostique établie et il est de ce fait recommandé™'i,

Dans cette étude, sur 1’étude des cas pendant 13 mois, seulement 30 correspondaient a une
hyperlymphocytose soit 30/260 (13%)

La demande d’immunophénotypage des lymphocytes circulants est donc trés majoritairement
hors de cette recommandation (87%). Elle est citée comme faisant partie des examens
complémentaires a réaliser lors de 1’exploration des anémies hémolytiques auto-immunes en
’absence de cause évidente infectieuse®™ .En dehors de ce contexte, il n’existe pas de
recommandations sur leur utilisation, et sur la concordance entre positivité et hémopathie
notamment.

Dans le cadre des thrombopénies, I'immunophénotypage « immunologique » des lymphocytes
circulants est recommandé en cas d’anomalie des gammaglobulines en lien avec un déficit
immunitaire comme le DICV, puisque qu’il y a un lien entre thrombopénie et déficit
immunitaire™ mais pas le phénotypage dans le cadre d’une hémopathie maligne et il n’est pas
recommandé en premiére intention selon le PNDS PTP™

Les critéres choisis dans cette étude sont en rapport avec les manifestations des hémopathies
lymphoides et la présence d’une différence significative de ces critéres entre les malades et les
non malades confirme la pertinence d’au moins certains de ces critéres, avec ou sans prise en
compte des anomalies NFS.

L’analyse des critéres « avec » et « sans NFS » a été réalisée du fait de la relative non-
spécificit¢ des anomalies de la NFS dans l’intention de voir le poids de données plus
spécifiques notamment la protéines monoclonale, 1’hypogammaglobulinémie, I’antécédent
d’hémopathie.

La plupart des criteres choisis n’ont pas été discriminants par eux méme.

L’altération de 1’¢état général ou la fievre sont des signes, bien qu’évocateurs de lymphome, ne
présentent pas de spécificité. De plus ces éléments n’ont pas été quantifiés (Perte de poids
chiffrée, la température, la durée d’évolution). Ces éléments sont difficiles a obtenir car
marqués de manicre non systématiques et une part est liée aux informations déclarées par le
patient. Les autres ¢léments n’ont pas été significativement différents entre malades et sains
dans cette étude.

Les renseignements cliniques ne sont remplis que dans une minorité des cas (Information
donnée par le laboratoire, pas de chiffres). La fiche de renseignement clinique demandée
comporte des évidences de clonalité (Pic monoclonal ?) et des symptomes liés aux hémopathies
(Splénomégalie, syndrome tumoral, AEG...) qui sont tous recensés par cette étude. Ces
¢léments retrouvés a postériori dans les dossiers ne rendent pas nécessairement compte des
véritables raisons qui ont poussé a la réalisation de I’examen et notamment de la temporalité
quand les arguments apparaissent au cours de 1’hospitalisation.



Le remplissage de ces renseignements cliniques pourrait étre important dans la régulation des
demandes, mais du fait de I’impossibilité de différer I’examen sur un échantillon donné
(Cellules fraiches, nécessité de faire 1’analyse rapidement) et de la gravité¢ potentielle de
méconnaitre un diagnostic dans ce contexte, les analyses sont quand méme réalisées en leur
absence. Bien que dans la trés grande majorité des cas un argument ait pu étre retrouvé a
posteriori pour la réalisation de I’immunophénotypage, il existe certains cas ou il n’y avait
aucun motif expliquant la demande.

Une ¢étude francaise a antérieurement ¢€té réalisée pour connaitre 1’intérét de
I’immunophénotypage en médecine interne ' dont seul ’abstract est disponible. L’étude
également rétrospective fut réalisée dans le service de médecine interne de saint Antoine en
2009-2010 sur 21 mois de janvier 2009 a Septembre 2010 avait recensé 182 patients pour
lesquels « I’utilité clinique » a €té jugée si le traitement ou le diagnostic a été changé grace a
I’examen. L’ immunophénotypage avait été ¢largi que pour une fraction des patients (105 cas)
et la recherche de déficit immunitaire était le motif de prescription dans 61 cas, contrastant
avec la présente étude basée uniquement sur la recherche d’hémopathie maligne. Dans 106 cas
le motif de prescription était la recherche d’une hémopathie maligne et finalement il n’existait
que 6 nouveaux diagnostics faits exclusivement par I’immunophénotypage dont un my¢lome,
une LLC et 4 lymphomes leucémiseés.

La conclusion de cette étude était une faible rentabilit¢ de 1’examen pour dépister une
hémopathie maligne.

2) Données epidéemiologiques :

Les données de I’¢tude étant recueillies sur la base de la prescription médicale, on ne peut pas
en déduire des données de prévalence car il n’y a pas de certitude que le recueil de donnée soit
exhaustif sur les 13 mois d’étude, les patients présentant les symptodmes évocateurs
(Adénopathies, hyperéosinophilie, cytopénie) n’ayant peut-Etre pas tous été explorés par cet
examen. On ne peut pas faire de conclusion épidémiologique.

De plus, la prescription étant intuitive et non standardisée elle a pu étre réalisée dans d’autres
cas de la forte suspicion diagnostique, a visée « de débrouillage » lors d’une situation clinique
avec plusieurs diagnostics différentiels ou méme pour obtenir « un argument supplémentaire »
pour exclure une hémopathie lymphoide.

Du fait du caractere rétrospectif et de la multiplicité des critéres comparés, une différence
significative doit étre interprétée dans ce contexte et peut également étre liée aux fluctuations
d’échantillonnage.

De plus, I’étude étant réalisée uniquement dans les services de médecine interne, les données
de I’étude ne sont pas représentatives d’une population plus large. Prés de la moitié des patients
ont bénéficié de I’exploration d’un bilan réalisé en consultation ou en hopital de jour ce qui ne
correspond pas nécessairement a la réalité du recrutement de médecine interne.



Dans notre étude comme pour les estimations des types de lymphomes, le Lymphome B diffus
a grandes cellules était le lymphome le plus fréquent, mais la population de notre étude était
différente pour tous les autres €¢léments épidémiologiques.

3) Parametres du test

Concernant les données descriptives, si I’on se permet de généraliser les résultats du test malgré
le relatif faible effectif, I’apport de la recherche de clone sanguin circulant est, sur I’ensemble
de la population étudiée, trés médiocre, puisque les valeurs de sensibilit¢ et de valeur
prédictives positives correspondent & moins de 50% c’est-a-dire que finalement si le clone est
positif, il y a plus de chances que le patient soit sain que malade et que si le patient est malade,
il y a plus de chance que le test soit négatif que positif.

A 1’échelle globale, ce test n’a objectivement pas d’utilité¢ de dépistage ou de diagnostic rien
que sur ces €léments.

Pour I'unité 5105, pour laquelle les valeurs autant de sensibilité et de valeur prédictive positive
sont plus élevée et la spécificité plus forte que dans le reste de 1’étude et que chaque unité, la
sensibilité est de 81.8% ou 63.6% selon que I’on tienne compte des clones concordant avec les
hémopathies ou non.

Du fait d’'une VPN ¢levée de 95% en unité a recrutement hématologique, on pourrait attribuer
une valeur « d’¢élimination diagnostique » a I’ILC mais le faible effectif de patients, le caractére
particulier de ces hémopathies (Atteinte centrale avec cytopénies et peu d’adénopathies) et le
risque de passer a coté d’un diagnostic grave cette valeur est a considérer avec parcimonie.

De plus, un résultat positif ne se substituera pas a une histologie méme si on pourrait admettre
sa valeur dans des cas tres spécifiques discutés plus loin.

Ce test a montré de fortes disparités de rentabilité au sein des différentes unités de médecine
interne.

Cela pourrait étre expliqué par le fait que les criteres clinico-biologiques amenant a le réaliser
ne sont pas uniformes et dépendent probablement des médecins prescripteurs et de I’impression
clinique générale. Les patients de consultation ou d’hopital de jour (ambulatoires) ne sont
probablement pas les mémes que les patients d’hospitalisation. Le recrutement de 1’unité 5105
plus « hématologique » peut expliquer en partie les meilleures performances du test (Meilleure
caractérisation des cas, plus forte prévalence, expérience en diagnostic hématologique plus
importante).

Du fait de ces disparités tres importantes entre les unités et le terrain (Hospitalisés versus non
hospitalisés) et du poids majeur des bilans de consultations, 1’interprétation de la valeur du test
est donc biaisée de maniere importante.

4) Intéréts potentiels du test hors dépistage/ diagnostic en lui-

méme.

Hypothétiquement, 1’apport d’un immunophénotypage des lymphocytes circulants dans la
prise en charge d’un patient avec hémopathie serait :
- De permettre un diagnostic final plus rapide / raccourcir le délai jusqu’a 1’obtention de
I’histologie en fournissant des arguments supplémentaires, puisqu’un diagnostic
précoce permet d’améliorer le pronostic.



L’analyse des délais de réalisation du prélévement ne montrait pas de différence selon
la positivité du clone. Pour les patients pour lesquels le diagnostic a été seulement sur
I’immunophénotypage (Suspicion de récidive d’une hémopathie existante) le délai est
dans ce cas de I’ordre d’une journée.

De permettre une prise en charge plus adaptée quand une situation mettant en jeu des
diagnostics différentiels requiert des bilans multiples et larges (Recherche de
tuberculose, hémocultures multiples, maladies auto-immunes...). Cependant la
présence d’un clone dans 19 des 211 patients sans hémopathie (Soit 9%) et surtout
I’absence de clone circulant chez 8 des 19 patients atteints de d’hémopathie lymphoide
(soit 42%) ne permet pas d’exclure un diagnostic d’hémopathie. De plus, la population
des patients atteints de lymphome n’est pas exempte de diagnostics différentiels
notamment infectieux.

De permettre un diagnostic d’hémopathie malgré 1’absence d’histologie et/ou de
maniére moins invasive (Notamment pour les sujets agés), situation délicate car le
diagnostic requiert par définition une analyse anatomopathologique du tissu. Chez les
8 patients pour lesquels il y avait une concordance entre clone circulant et maladie,
100% étaient des lymphocytes B. A part dans les situations ou la maladie était
antérieurement connue (3 patients dans cette é¢tude), un clone circulant ne peut attester
d’un lymphome en dehors des diagnostics de LLC.

5) Comparaison malades et non malades :

Entre malades et non malades, 3 critéres étaient significativement différents.

L’anémie toute cause confondue était une de ces différences. L’anémie étant une
anomalie biologique fréquente et méme parmi la population indemne d’hémopathie elle
était présente dans un quart des cas. L’immunophénotypage n’est pas justifié par ce
seul critére. Les types d’anémie ne différaient pas significativement entre les malades
et les sains. Il y avait au final plus d’anémie attestée par la biologie que d’anémie en
tant motif de prescription de I’immunophénotypage. Cela peut étre dii en partie au fait
qu’une anémie non marquée pourrait ne pas étre prise en compte dans le raisonnement
diagnostique (Dans le cas d’une anémie a 11,9g/dL par exemple trés proche de la
norme) ou que les autres manifestations cliniques suffisent a justifier I’examen et que
I’anémie étant aspécifique elle ne soit pas mentionnée comme critére de choix.

La présence d’adénopathies était trés fortement associée a une hémopathie, mais il n’y
a pas de corrélation linéaire retrouvée entre le nombre de types d’aires ganglionnaires
atteintes et la fréquence des hémopathies mais 1’effectif était faible. Aucun malade
n’avait qu’une seule aire ganglionnaire atteinte pour 20 non malades dans ce méme cas.
Parmi ces criteres figurait la présence d’un clone sanguin, basé sur le résultat de
I’immunophénotypage. Il existe bien une association entre la présence d’un clone et la
présence d’une hémopathie et cette association est tres forte (p <2 X 107-6). Le résultat
inverse aurait d’emblée remis en question 'intérét de 1’examen. Bien que cette
information ne permette pas de déterminer s’il faut réaliser ’examen, elle invite a plus
considérer le diagnostic d’hémopathie quand il est positif (11 lymphomes sur les 30
clones de 1’étude).

Au cours de I’étude, aucun des patients ayant eu finalement un diagnostic d’hémopathie n’avait
d’antécédent de clone circulant au CHU ce qui est cohérent avec la population choisie de

I’étude.

Le fait d’avoir un clone connu doit alerter sur la présence d’une potentielle hémopathie sous-



jacente et un nouveau dosage a peu d’intérét. Il a en revanche été recherché chez 5 patients qui
n’ont pas eu d’hémopathie finalement.

6) Adénopathies :

Parmi les malades il y avait toujours au moins 2 aires ganglionnaires atteintes quand il y avait
des adénopathies. Aucune localisation n’était plus associée avec une hémopathie en
comparaison avec les patients sains.

Les adénopathies sont un critére significativement plus présent chez les malades que les non
malades mais dans cette étude la plupart des patients avec immunophénotypage concluant a un
clone concordant avec la maladie n’avaient pas d’adénopathie, remettant en cause ’intérét de
la réalisation de cet examen dans cette indication. Une des hypothéses est que certaines
maladies pourraient avoir un contingent leucémique plus importants et qu’en contrepartie, le
syndrome tumoral tissulaire soit moins important. Il peut cependant exister un biais li¢ au
diagnostic rapide des patients pour lesquels la recherche de syndrome tumoral a été faite
seulement apres diagnostic par un autre moyen.

Pour les malades biopsiés, le délai moyen du compte rendu anapath définitif était d’environ 1
mois. Ce chiffre n’est probablement pas représentatif de la réalité de la prise en charge des
services, les informations diagnostiques pouvant étre transmises aux cliniciens avant le compte
rendu définitif et les analyses complémentaires.

7) Patients avec AHAI :

En cas d’Anémie hémolytique auto-immune sans contexte infectieux I’immunophénotypage
lymphocytaire sanguine est recommandé comme déja énoncé plus haut.

La question de la classification en tant que « malade » ou « non malade » se pose pour une
patiente qui a une AHAI a anticorps froids, ce d’autant que I’age de la patiente (91ans) est
associ¢ a une plus forte prévalence d’un clone circulant, qui évoluera peut-étre vers une LLC
mais dont le traitement ne changera pas fondamentalement et qui décédera peut-étre d’autre
chose. Elle n’avait pas de syndrome tumoral. Dans cette étude, elle a été classée comme « non
malade ».

8) Analyse des malades avec un_clone concordant, examen

meédullaire :

C’est la population de I’étude qui pourrait permettre de justifier 1’intérét de I’examen en
dépistage. Elle représente 8 cas sur I’ensemble des patients de 1’étude, 7 étant issus de 1’unité
5105.

Dans la majorité des cas de concordance entre clone et maladie, il n’y avait pas d’adénopathie
(7/8). Le corolaire est qu’un seul patient parmi ceux qui avaient des adénopathies était atteint
d’une hémopathie lymphoide avec un clone concordant (2.3% des cas d’adénopathies). La
présence d’adénopathies ne parait pas €tre un critére intéressant pour la réalisation d’un
immunophénotypage des lymphocytes circulants si 1’on regarde ce chiffre.

Une des explications possibles est que dans les cas ou I’hémopathie était suspectée avec un



examen rapide disponible pour I’attester (Diagnostic de récidive par immunophénotypage
positif dans 2 cas, pancytopénie avec examen médullaire dans 3 cas) le diagnostic était réalisé
avant méme que le syndrome tumoral n’ait pu étre exploré.

Pour 4 patients avec concordance, le manque d’intérét de I’examen était prévisible d’emblée :
=>» Un des patients présentait un lymphome lymphocytique avec antécédent de clone type
LLC sans hyperlymphocytose, et le diagnostic final était établi sans I’examen. Le
diagnostic monoclonalité¢ étant déja fait, la réalisation de 1’examen ne semble pas
pertinente méme en cas d’apparition de nouveaux symptomes pouvant évoquer une
évolution de la maladie. Il s’agit d’ailleurs du seul patient parmi les 8 qui n’a pas eu
d’exploration médullaire.

=>» Trois de ces patients avaient comme indication de I’examen une pancytopénie, qui de
toute facon justifiait la réalisation d’un examen médullaire avec immunophénotypage
lymphocytaire en cas de représentation lymphocytaire. Dans les 3 cas 1’examen
médullaire donnait 1’information avec un délai de 4 jours dans un cas (Lymphome a
grande cellule), le jour méme (Lymphome B agressif) et méme un jour avant
I’immunophénotypage sanguin (Leucémie aigué¢ lymphoblastique). Le patient avec le
lymphome B a grandes cellules a bénéficié¢ d’un premier myélogramme non concluant.
La deuxiéme exploration médullaire par Biopsie Ostéomédullaire a permis le
diagnostic.

Il ne parait pas raisonnable de réaliser I’immunophénotypage sanguin quand un examen
médullaire est indiqué d’emblée comme dans le cas de la pancytopénie et un
immunophénotypage sanguin ne changera pas 1’indication du myélogramme quel que soit son
résultat.

Un patient a bénéfici¢ d’un immunophénotypage des lymphocytes circulants dans le cadre
d’une AHAI avec coombs CD3+, une cryoglobulinémie avec protéine monoclonale IgM
Lambda. Le diagnostic été réalisé sur une Biopsie ostéo-médullaire réalisée 4 jours apres
I’immunophénotypage. Dans cette situation, [’immunophénotypage des lymphocytes
circulants est recommandé en I’absence de contexte infectieux évident™' et la démarche
diagnostique est globalement plus « agressive » dans le cadre des AHAI avec réalisation de la
biopsie ostéo-médullaire recommandée en cas d’argument de monoclonalité.

Pour le seul patient avec hémopathie concordante avec le clone circulant qui possédait des
adénopathies, la biopsie d’une adénopathie sus-claviculaire réalisée 6 jours apres
I’immunophénotypage a montré un lymphome B diffus a grandes cellules. L’impact de
I’immunophénotypage sanguin sur le délai de réalisation de la biopsie ganglionnaire n’est pas
évalué par cette étude.

Pour deux des patients de 1’étude (correspondant a 22% des patients de I’étude avec antécédent
d’hémopathie), le diagnostic a été posé¢ sur le résultat de I’immunophénotypage dans un
contexte de maladie ancienne considérée en rémission, avec une prise en charge directement
impactée par le résultat le tout en 1’absence d’adénopathie d’emblée. Un des 2 patients avait
une leucémie a tricholeucocytes et 1’autre une hémopathie non classée. Ces éléments peuvent
permettre de proposer ce test en cas de suspicion de récidive d’une hémopathie en rémission,
indication pour le moment non recommandée. Toutefois, nous devons noter que pour ces 2



patients il existait une bicytopénie avec anémie et thrombopénie qui ont conduit a la réalisation
d’une exploration médullaire qui aurait probablement également fait le diagnostic.
« L’absence » d’adénopathie avant réalisation peut également étre due au fait que la situation
clinique pouvait se passer de cette information et que 1’examen TDM rentrait plutdt dans le
cadre d’une démarche de stadification de la maladie plus que de diagnostic et a pu étre faite a
distance.

Il y a une grande représentation de I’anémie (Les 8 patients, soit 100% des cas) et souvent
associée a une thrombopénie (5 patients soit 62.5%), ce qui explique la réalisation tres
fréquente de 1’exploration médullaire.

Avec 7 patients sur 8patients avec concordance qui ont eu une exploration médullaire par
my¢logramme, on peut se poser la question de I’intérét de la recherche de clone sanguin méme
sur la population pour laquelle le clone sanguin aurait été¢ finalement le plus informatif.

9) Comparaison clone et non clone

La comparaison des populations « Clone positif » et « Clone négatif » montre une différence
significative dans les critéres « thrombopénie »,

Cependant, en 1’absence de différence entre « Malade » et « sains » sur ce critére, cette donnée
ne peut servir d’argument pour rechercher un clone dans le cadre d’une thrombopénie
puisqu’elle ne signifie pas nécessairement la présence d’une maladie.

Les thrombopénies peuvent étre d’origine périphérique ou centrale et I’examen médullaire reste
un examen clef dans I’évaluation d’une thrombopénie. Parmi les patients avec clone et
hémopathie concordante, 5 avaient une thrombopénie et 3 d’entre eux ont eu une exploration
médullaire donnant également le diagnostic.

La réalisation d’un immunophénotypage affirmant une clonalité chez un patient et le diagnostic
final d’hémopathie peuvent hypothétiquement étre éloignée (Clone précédent la maladie), et
cette étude ne bénéficie pas de beaucoup de recul.

De plus la connaissance d’un clone circulant méme si elle ne doit probablement pas amener
pas au controle itératif de ce clone, pourrait changer 1’attitude diagnostique future du clinicien
en cas d’apparition de symptdmes nouveaux pouvant témoigner de la transformation du clone
en maladie lymphoide. Cette étude ne permet pas de confirmer cette hypothese et cette donnée
n’existe pas dans la littérature.

Un point important a préciser sur ’immunophénotypage est qu’il n’est pas possible de déduire
a I’aide d’un seul immunophénotypage la clonalité¢ de lymphocytes T, qui nécessite 1’étude du
réarrangement du TCR. La présence d’un réarrangement monoclonal d’un BCR peut étre li¢e
a la prolifération tumorale d’un clone mais la présence d’un clone T avec le TCR réarrangé ne
présage pas nécessairement d’une pathologie clonale, et pourrait étre réactionnel a une
stimulation spécifique. L’analyse de la concordance entre le clone circulant et 1’hémopathie
finale de 42% et correspondait toujours a un clone B. Les clones T n’ont jamais été confirmé
comme faisant partie de la maladie lymphomateuse des patients. Cette étude ne permet donc
pas de donner d’information quant a leur interprétation, notamment du faible effectif
d’hémopathie T avec clone positif. Un point important a préciser est que cette « concordance »
ne se base que sur ce critere « B » et « T » méme si ’évaluation des marqueurs portés par la
tumeur et le contingent circulants n’ont pas été comparés pour en connaitre la véritable
similarité.



L’antécédent d’un clone circulant ne semble pas étre une indication a un contrdle de
I’immunophénotypage, puisque probablement I’immunophénotypage amenerait au méme
résultat, et du fait de son caractére non quantitatif ne changerait pas 1’attitude principale a avoir
face a un clone, c’est-a-dire de redouter 1’évolution vers une hémopathie en cas de
manifestations cliniques ou biologiques évocatrices.

La proportion de lymphopénie n’était pas significativement différente entre les patients
porteurs d’un clone et ceux qui n’en n’avaient pas. La lymphopénie n’était pas non plus
associée aux malades plutot qu’aux patients non malades. Il semble dans cette étude que la
lymphopénie n’a pas d’impact sur la décision de réaliser ou non I’immunophénotypage.

10) Protéine monoclonale sanguine :

Pour les patients ayant une protéine monoclonale sanguine, La grande majorité n’avait pas de
clone sanguin circulant et pas d’hémopathie méme parmi les patients avec une IgM
monoclonale, la plus associée aux hémopathies lymphoides autres que le myélome.

Cette association est d’ailleurs ce qui recommande de réaliser un bilan de recherche
d’hémopathie lymphoide en cas d’IgM monoclonale®™"

En proportion il y avait plus de gammapathie monoclonale chez les patients sans hémopathie
qu’avec méme si cette différence n’était pas significative. Sur les 5 patients avec une
cryoglobulinémie, 1 seul avait une hémopathie et le clone circulant n’était pas concordant. Sur
ces ¢léments, la protéine monoclonale n’a pas montré étre un bon argument pour réaliser un
immunophénotypage des lymphocytes circulants dans cette étude.

11) Maladies et contexte clinigue médecine interne :

Les effectifs des maladies de médecine interne sont faibles ce pourquoi nous n’avons pas réalisé
d’analyse statistique.

Dans cette étude, 10 patients avaient une maladie de Sjogren avant de réaliser
I’'immunophénotypage, ce qui peut étre en rapport avec le recrutement particulier de médecine
interne mais surtout avec le fait que le lymphome est une maladie associée au Sjogren avec une
incidence estimée a 5 & 10% des patients.” Dans 4 cas sur 10, il n’y avait pas d’autre critére
de I’étude que le Sjogren pour la réalisation de I’immunophénotypage.

Le patient ayant une maladie de Sjogren et une hémopathie présentait un clone circulant T avec
réarrangement mais le lymphome diagnostiqué était un lymphome B.

De maniere intéressante, les 3 patients avec une polyarthrite rhumatoides de I’étude
présentaient un clone circulant, 2 clones T réarrangé et un clone B. lls présentaient toujours au
moins 1 autre critere que leur maladie. Le lymphocyte T reste impliqué dans la
physiopathologie de cette maladie et notamment la présence de clone T auto-réactifs dont le
caractére tumoral n’est pas établi®®"!. Pour autant, le Rituximab est un traitement de choix et
notamment recommandé en cas d’insuffisance d’efficacité des traitements de premiére ligne et
pathologie lymphomateuse™V!,



Un patient porteur d’une polyarthrite rhumatoide et d’un clone T avec réarrangement prouvé
présentait finalement un lymphome mais de type B.

Nous n’avons pas dans cette étude de syndrome de Felty ni d’arguments pour une leucémie a
grands lymphocytes granuleux. La leucémie a grands lymphocytes granuleux est une
hémopathie lymphoide clonale composée de lymphocytes T ou NK qui peut se présenter par
des cytopénies (anémie, thrombopénie, neutropénie), une hyperlymphocytose et une
splénomégalie. A noter que les manifestations auto-immunes sont associées préférentiellement
aux GLG de type T. Le nombre de PR étant faible en médecine interne car suivies
essentiellement en rhumatologie et en prenant en compte le fait que les syndromes de Felty et
Pseudo Felty concernent moins de 1% des PR au cours de leur évolution il est attendu que cette
¢tude ne comporte pas de cas.

12) Sur le plan économique :

Du fait de la réalisation non recommandée de 1’immunophénotypage des lymphocytes dans la
majorité des cas, la question du prix est importante, surtout que le service rendu au patient est
modeste.

Pour une valeur de B a 0.27euros, I’examen biologique est un B300 c’est-a-dire environ
80euros

A titre indicatif, le dosage d’'une CRP B9 (2.43), I’¢électrophorése de des protides est B53
(14,31euros), recherche d’anticorps anti-nucléaires B40 (10.8euros), immunofixation B160 (43
euros).

Dans une optique de dépistage, c’est-a-dire en ne comptant que la premiere analyse, sur ces
chiffres, I’analyse sur 13 mois a couté en termes de facturation a 1’assurance maladie
18 854euros, mais le prix réel est plus élevé et difficilement quantifiable avec précision. Pour
chaque caractérisation supplémentaire de clone, le prix est plus €levé et peut étre doublé. De
plus, il existait des doublons de prescription (21) dont certains pour les patients avec recherche
de clonalite.

Ce prix n’inclut pas le temps de travail des techniciens (42euros par heure) et le temps de travail
biologiste (prix horaire non quantifiable) qui varie beaucoup d’une situation a I’autre, ainsi que
les réactifs utilisés.



Conclusion :

Le but de ce travail était de partir d’une habitude de service, en I’occurrence la médecine
interne du Chu de Rouen, pour déterminer la rentabilité diagnostic d’un test sanguin rapide
(24 a4 48h) et peu invasif pour ’aide au diagnostic d’une pathologie grave potentiellement et
trés polymorphe sur le plan clinique que sont les hémopathies lymphoides.

La rentabilité apparait trés faible dans cette é¢tude pris dans I’ensemble avec
beaucoup de « faux positifs » et de « faux négatifs ».
I1 faut toutefois souligner plusieurs biais :

- Tout d’abord, du fait du caractere rétrospectif et de la difficulté de récupérer les
motivations initiales de I’examen les critéres ne reflétent pas exactement le raisonnement
clinique. La population testée n’était pas homogene et les critéres amenant a la réalisation
¢taient différents également du point de vue des médecins des différentes unités.

- Deuxieémement, le diagnostic recherché, a savoir une hémopathie lymphoide,
regroupe la aussi un ensemble hétérogéne de pathologies dont les caractéristiques cliniques et
biologiques sont trés différentes entre des formes plutdt tumorales et peu de forme circulante
comparés a d’autres lymphomes plus « circulants ».

- Troisiémement, la présence d’un clone circulant n’a pas systématiquement abouti a
une biopsie médullaire ou ganglionnaire et méme si un autre diagnostic a pu étre trouvé pour
les symptomes ayant déclenchés la recherche, rien ne certifie que le patient ne soit pas
porteur d’une hémopathie lymphoide indolente parmi les clones. En effet, nous n’avons
retenu que le diagnostic final. Le suivi court de ces patients (étude commencé en 2017) ne
permet pas d’étre sir de I’absence de critéres malin a ces clones détectés ou de leur
évolutivité potentielle.

-Enfin le lieu de prélevement des patients joue un impact majeur pour la prévalence
des hémopathies car avec une seule hémopathie parmi les 111 patients ambulatoires, on peut
se poser la question de I’association entre hospitalisation et maladie du fait de son
retentissement plus important.

Nous pouvons néanmoins, 2 la suite de cette étude apporter les recommandations
suivantes a ’utilisation de I’immunophénotypage des lymphocytes circulants :

Parmi les patients pour lesquels le diagnostic d’hémopathie lymphoide est évoqué
cliniquement ou biologique, un état général altéré nécessitant une hospitalisation est un
critére important a considérer, puisque la rentabilité en ambulatoire est nulle.

S’il existe une indication formelle a la réalisation d’un myélogramme mais pas
nécessairement dans un premier temps d’une BOM, préférer la réalisation de
I’immunophénotypage sur la moelle pour éviter une double prescription « sang-moelle » qui
n’apporterait pas de précisions supplémentaires. Sur la feuille de renseignement pour la
demande d’immunophénotypage devrait figurer la question de 1I’occurrence de I’exploration
médullaire.



En cas d’antécédents d’hémopathies lymphoides en rémission, a fortiori si celle-ci
présentait déja un clone circulant qui a disparu a la rémission, ce test permet de prouver la
rechute trés rapidement, méme si celui-ci n’éviterait probablement pas une nouvelle
exploration médullaire dans la majorité des cas.

Les clones pouvant étre trouvés en cas de lymphopénie ou de nombre de lymphocyte
normal, I’absence d’hyperlymphocytose n’est pas un critére de rejet de la recherche d’un
clone circulant si c’est I’objectif.

Quvertures :

Méme si I’impact de cette étude sur la pratique clinique est modeste, des perspectives de
recherche peuvent étre envisagées :

Pour limiter les biais, une étude prospective avec une détermination claire des indications
selon les critéres amenerait probablement a une meilleure rentabilité du test et peut étre a
d’autres conclusions diagnostiques.

L’immunophénotypage des lymphocytes circulants réalisé avec d’autres marqueurs que ceux
utilisés pour le diagnostic de la LLC pourrait potentiellement changer la rentabilité
diagnostique de 1’examen pour la recherche des lymphomes.

L’¢évaluation des marqueurs retrouvés sur les biopsies des tumeurs pourrait amener a une
meilleure évaluation de la similarité entre clone circulant et maladie. Elle pourrait également
aider a I’exploration d’autres marqueurs sanguins plus intéressants pour le dépistage ou le
diagnostic.

L’¢étude systématique des immunophénotypages sanguins sur des patients atteints de
lymphomes permettrait d’en déduire des informations épidémiologiques, notamment la
fréquence des maladies avec contingent leucémiques au diagnostic. Cette étude serait au
mieux réalisée conjointement avec le service d’hématologie clinique.

L’¢étude de I’évolution des patients porteurs de clones lymphocytaires et de leurs
caractéristiques pourrait permettre de connaitre le réel risque d’hémopathie, d’autres
pathologies et les facteurs prédictifs associés.

L’¢étude des examens complémentaires réalisés en cas de clones positifs pourrait étre
intéressante pour apprécier le retentissement de cette information sur la prise en charge des
malades, et notamment concernant le caractére invasif d’examens pour ne pas conclure a une
hémopathie.

Dans les situations mettant en jeu le pronostic vital comme les SAM, les syndromes de
masses menagantes ou les cas ou I’hémostase ne permet pas d’avoir une biopsie sans risque,
cet examen pourrait apporter une information capitale pour le choix d’un traitement de
sauvetage et pourrait étre évalué dans d’autres circonstances et d’autres services (Par exemple
la réanimation médicale).



L’¢tude de la présence de clones dans les Polyarthrites Rhumatoides et de leur association
avec des hémopathies pourrait potentiellement trouver un lien plus fréquent entre clonalité et
auto-immunité.



Annexe 1 : Resumeé de |"histoire clinique des
malades :

Patient 1 : Homme de 41 ans. Masse et adénopathies. La biopsie a été réalisée 3 jours apres la
réalisation de I’immunophénotypage des lymphocytes circulants qui n’exposait pas de
monoclonalité ou d’atypie, posant le diagnostic de Lymphome B diffus a grandes cellules.

Patient 2 : Femme de 80ans. Patiente présentant une altération de I’état général avec syndrome
tumoral adénopathies multiples, anémie régénérative en hdpital de jour sans critére d’urgence,
patiente reprogrammée en hospitalisation. L’immunophénotypage circulant était normal a ce
moment. Puis pancytopénie profonde avec myélogramme réalisé ne montrant pas
d’envahissement médullaire mais un blocage de maturation neutrophile associée a une hyper-
mégacaryocytose meédullaire, tableau compatible avec une atteinte immune. Biopsie
ostéomédullaire réalisee montrant un lymphome T angio-immunoblastique. Déces rapide de la
patiente.

Patient 3 : Homme de 81ans. Le patient présente une polyarthrite rhumatoide séropositive et
érosive associée a un clone lymphocytaire T avec réarrangent du Locus TCR avec un syndrome
tumoral objectivé (adénopathies cervicales, sus-claviculaires), et 1’on peut se poser la question
d’un lien entre ces deux pathologies, alors méme qu’il n’existait pas de biopsie contributive
(premiére biopsie en regard d’une Iésion manubrium sternal non contributive, 2éme biopsie
adénopathie axillaire mais contexte de corticothérapie pour le rhumatisme avec disparition de
la cible axillaire) pour prouver I’existence ou non d’une hémopathie caractérisée et ce malgré
I’existence d’adénopathies. Le patient bénéficie actuellement d’un traitement par
RITUXIMAB. La biopsie réalisée le 25/07/2019, soit quasiment un an apres
I’immunophénotypage, montre un Lymphome B diffus a grandes cellules.

Dans le cadre de ce patient, le clone circulant T n’est pas concordant avec le lymphome.

Patient 4 : Femme de 87ans. Patiente présentant une pancytopénie, ILC réalisé dés I’entrée de
la patiente montrait des Lymphocytes B n’exprimant pas le BCR (Atypique) et le premier
myélogramme réalisé le lendemain était décrit comme dilué. 4 jours plus tard, réalisation d’une
biopsie ostéomédullaire permettant de porter le diagnostic de lymphome B Diffus stade IV.

La patiente ne présentait pas d’autre cible biopsiable (TDM TAP obtenu 8 jours apres I'ILC
sans adénopathie ni 1ésion biopsiable). L’ immunophénotypage a peut-étre orienté la réalisation
d’emblée d’une biopsie ostéomédullaire plutdét qu’un nouveau myélogramme précocement
faisant hypothétiqguement gagner quelques jours de délai diagnostique.

Patient 5 : Femme de 63ans. Anémie hémolytique auto-immune nécessitant transfusion avec
test a I’antiglobuline positive C3+ et cryoglobuline de type 1, IgM monoclonale.

L’ILC concluant a une hémopathie matutes 0/5 et la preuve histologique du lymphome B de
bas grade sur une biopsie ostéo-médullaire 4 jours aprés. Hypermétabolismes nodulaires
pulmonaires francs gauche et ganglions axillaires bilatéraux a la limite de la significativité. Les
lesions pulmonaires ont été biopsiées 26 jours plus tard pour confirmer le caractere
lymphomateux avant traitement par chimiothérapie.



Patient 6 : Femme de 79ans. Le patient présente une pancytopénie, dont I’examen médullaire
effectué avant immunophénotypage circulant donne le diagnostic de leucémie aigué.

Patient 7: Femme de 72ans. Immunophénotypage normal dans un contexte de
polyadénopathies et ’analyse histologique des adénopathies réalisée 1 mois et 5 jours apres
objectivait un lymphome B diffus a grandes cellules.

Patient 8 : Homme de 65ans. Splénomégalie avec des adénopathies multiples, et I’ILC
concluait a une prédominance Kappa, évocateur sans affirmation possible d’une clonaliteé.

Le diagnostic final de Lymphome B diffus a grandes cellules a été fait sur biopsie
ganglionnaire, datant de 6 jours plus tard.

Patient 9 : Femme de 75ans. Symptomatologie auto-immune floride (Sjégren, Polyarthrite
rhumatoide séropositive, Sclérodermie) avec notamment une cryoglobulinémie type 2. L’ILC
réalisé montre un contingent CD8+ atypique et augmenté. Le Locus TCR montrera une
clonalité T.

En revanche le diagnostic final porte correspond a une hémopathie B obtenu 100 jours apres
immunophénotypage.

Patient 10 : Homme de 86ans. CIVD avec décés précoce. L’analyse de I’ILC a permis de
suspecter un clone lymphoide concomitant a la CIVD (population T) sans I’affirmer outre
mesure du fait du déces du patient. Le myélogramme réalisé le jour précédent retrouve le clone
T sur immunophénotypage. Le diagnostic final retenu était « CIVD sur lymphome T ».

Patient 11 : Homme de 71ans. Atteinte rachidienne évogquant une hémopathie dans un contexte
de pancytopénie notamment thrombopénie profonde (< 16 000). La réalisation de I'ILC a
permis de détecter un clone MATUTES 3/5, diagnostic que le myélogramme réalisé le méme
jour a également fait. L histologiec a été obtenue avec un délai de 25 jours en lien avec
I’impossibilité d’une histologie du fait de la thrombopénie importante avec BOM montrant un
lymphome agressif B.

Patient 12 : Homme de 34ans. ADP abdominale, syndrome inflammatoire, prurit, sueurs
nocturnes. L’ILC était normal mais la biopsie réalisée 7 jours apres I'ILC objective un
lymphome de Hodgkin.

Patient 13 : Homme de 76ans. Altération de 1’état général et adénopathies. ILC normal et
Biopsie réalisée a 6 jours montrant un lymphome B diffus a grande cellule.

Patient 14 : Homme de 39ans. Adénopathies. Pas de monoclonalité a I’ILC. L’histologie
réalisée 7 jours plus tard objective un lymphome de hodgkin

Patient 15 : Femme de 50ans. La patiente présentait des adénopathies de découverte fortuite
et une hypogammaglobulinémie avec contexte pouvant évoquer une hémopathie lymphoide,
pas de monoclonalité ou d’atypie sur I’'immunophénotypage. L’analyse histologique sur BOM
faite un jour plus tard retrouve des follicules lymphocytaires pouvant évoquer un lymphome.



Patient 16 : Femme de 89ans. Patiente avec syndrome lympho-prolifératif non typé avec un
score de Matutes 1/5, rémission juin 2017 connu. Cytopénies multiples avec Anémie,
thrombopénie, lymphopénie, hypogamma 4g/L. L’ILC réalisée en novembre 2017 objective
une lymphopénie profonde avec monoclonalit¢ B MATUTES 1/5 similaire a 1’hémopathie
diagnostiquée un an auparavant. Pas de syndrome tumoral.

Patient 17 : Femme de 71ans. Leucémie a tricholeucocytes en rémission depuis 10ans, AEG,
Anémie, thrombopénie, neutropénie. Population monoclonale a I’ILC. Exploration médullaire
montrant une infiltration tumorale a tricholeucocytes. Pas de syndrome tumoral. Récidive de
la leucémie.

Patient 18 : Femme de 83ans. Patient avec Monoclonalité lymphocytaire MATUTES 4/5 sans
hyperleucocytose, avec apparition d’un syndrome tumoral. Le clone circulant était déja connu.
Dans ce contexte est évoqueé la transformation en Lymphome de haut grade (Syndrome de
Richter). Le diagnostic était en réalité déja connu.

Patient 19: Femme de 70ans. Adénopathies abdominales. ILC normal.
Hypogammaglobulinémie. Lymphome B diffus a grandes cellules sur biopsie d’adénopathies
rétropéritonéales.



Annexe 2 : Age de découverte des hémopathies
lymphoides en 2018

TABLEAU A1.4. | ﬁge moyen au diagnostic en 2018

Homme Femme
Sous-entité Age moyen Age moyen
au diagnostic au diagnostic
Lymphome de Hodgkin 42 40
LLC / Lymphome lymphocytique 71 73
Lymphome folliculaire 65 67
Lymph. diffus B 67 68
Lymphome a cellules du manteau 70 73
Lymphome de Burkitt 39 52
Myélome multiple 70 73
Lymphome lymphoplasmo. / M. de Waldenstrom 73 73
Lymphome T/NK a cellules matures b4 b
Leucémie / Lymphome lymphoblas. (B, T, SAl) 29 k]
Leucémie a tricholeucocytes 63 61
Lymphome de la zone marginale 69 71
Leucémies aigués myéloides 66 69
Leucémie myéloide chronique (LMC) 60 61
Syndromes myéloprolifératifs chroniques autres que LMC 68 70
Syndromes myélodysplasiques 77 78
Leucémie myélomonocytaire chronique et autres SMM 75 78
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Résumé de la these :

Introduction :

Le lymphome est une maladie tumorale maligne clonale liée a la dérégulation d’un lymphocyte
associée a des manifestations clinico-biologiques polymorphes. Le lymphocyte est une cellule
circulant a la fois dans le sang et les vaisseaux lymphatiques et le lymphome ayant une
expression majoritaire tissulaire peut également avoir un contingent sanguin.
L’immunophénotypage par cytométrie de flux peut détecter dans le sangla présence d’une
population lymphocytaire clonale ou évocatrice de clonalité. Nous avons voulu explorer les
prescriptions de I’ILC et sa rentabilité diagnostique dans notre service pour les hémopathies
lymphoides.

Méthode :

I s’agit d’une étude rétrospective sur les patients ayant eu une analyse par
Immunophénotypage des lymphocytes circulants pour recherche d’hémopathie dans le service
de médecine interne du CHU de Rouen entre le ler Aout 2017 et le 31 aout 2018, soit une
période de 13 mois, patients explorés en unité d’hospitalisation et ambulatoire. Les patients
avec hyperlymphocytose ont été exclus. Les données cliniques (Antécédents, adénopathies,
altération de I’état général) et biologiques (anomalies de la NFS, anomalies de I’électrophorese)
ont été recueillies, ainsi que les données concernant les explorations médullaires et le
diagnostic final.

Résultats et discussion :

Au total, 260 patients ont été explorés dans I'étude dont 30 ayant une hyperlymphocytose et
230 patients sur lesquels porte I’analyse. La moyenne d’age des patients était de 60.8ans et le
sexe ratio H/F de 0.96. 78 de ces patients correspondaient a des patients de consultation, 33
patients a des patients vus en HDJ, soit finalement 119 patients en hospitalisation
conventionnelle dans les différents services (51.7%). Parmi les patients ambulatoires, 1 seul
était atteint d’une hémopathie lymphoide et I’exploration sanguine était négative, contre 18
patients atteints en hospitalisation. Les parametres du test étaient globalement faibles
(Sensibilité 57.9%, Spécificité : 91%, VPP : 36.8%, VPN : 95.9%) mais étaient variables selon
les unités. Les patients ayant une hémopathie étaient différents des non atteints sur 3 points :
La présence d’adénopathie, d’une anémie et d’une clone sanguin circulant. Parmi les patients
avec une hémopathie (19/230), 8 seulement avaient un clone circulant de méme nature (B ou
T) que I’hémopathie diagnostiquée au final. Parmi les patients avec une hémopathie et un clone
de méme nature, 1 seul n’avait pas eu d’exploration médullaire. Parmi les patients ayant eu une
exploration médullaire, cet examen avait été au moins aussi informatif que I’examen sanguin.
Les patients pour lesquels I’analyse sanguine était positive et avec un clone de méme nature
avaient des maladies a expression hématologique prédominante. Les indications des examens,
déduites rétrospectivement a partir du dossier médical, représentent un biais majeur de cette
étude.

Conclusion :

L’ILC n’a pas prouvé son intérét dans cette étude. Du fait de son bénéfice modeste et de son
colt, il convient de restreindre les indications de cet examen hors hyperlymphocytose,
notamment ne pas le réaliser en cas d’exploration médullaire envisagée d’emblée ou pour les
patients ambulatoires. Une étude prospective serait intéressante pour évaluer au mieux les
indications et le réel impact de cet examen sur le diagnostic et la prise ne charge des patients.

Mots-clefs : Immunophénotypage sanguin, Lymphome. Médecine interne.



