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Introduction

|. Contexte de I’étude

Les lymphomes sont des hémopathies se développant au dépend des
lymphocytes. Ce terme regroupe le lymphome de Hodgkin (LH) et les lymphomes
malins non hodgkiniens (LMNH). Le lymphome a cellules du manteau (MCL)
représente 3 a 10% des LMNH.

Le MCL est défini par une prolifération anormale de lymphocytes B matures,
clonaux, ayant des criteres cytologiques, anatomopathologiques, cytogénétiques et
phénotypiques bien définis. Ainsi, dés les années 1990, de nombreuses études ont
mis en évidence la translocation t(11;14)(q13;32) retrouvée dans plus de 95% des
MCL. Cette anomalie cytogénétique est responsable d’'une surexpression de la cycline

D1, kinase indispensable a la progression de la division cellulaire.

Au cours des années, la classification s’est complexifiée. L’actualisation de la
classification de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) 2016 tend a distinguer le
MCL en 2 grandes catégories, a savoir : une forme classique, dite « nodale », et une
forme indolente, dite « non-nodale », conditionnant véritablement la prise en charge
thérapeutique. Actuellement, en plus de la forme classique, 'OMS décrit quatre
variants cytologiques : la forme a petites cellules, la forme « marginal zone-like », le

variant pléomorphe et blastoide.

L’immunophénotypage par cytométrie en flux (CMF) s’est révélé indispensable
pour le diagnostic du MCL, mettant en évidence le clone tumoral et le distinguant des
autres lymphomes a petites cellules. De plus, 'avénement de la cytométrie en flux
multiparamétrique (8 a 12 couleurs) permet de caractériser plus finement les
marqueurs phénotypiques de cette pathologie pouvant avoir un impact diagnostique

et/ou pronostique.



C’est dans ce contexte que nous avons souhaité étudier le cluster de
différenciation 43 (CD43) dans le MCL et mettre en évidence un éventuel impact
pronostique. Cette étude a été réalisée sur une cohorte de patients suivis au Centre
Hospitalo-Universitaire (CHU) de Caen présentant un lymphome du manteau (ont été
prises en considération, toutes les formes cytologiques du MCL). Afin de garantir une
approche standardisée entre les différents laboratoires d’hématologie biologique, nous
avons voulu proposer un « ratio de fluorescence » du CD43, directement corrélé au

pronostic de la maladie.



ll. Physiologie de la lymphopoiese B

1. Différenciation lymphocytaire

a. Lymphopoiese B indépendante de l'antigene

Elle constitue la premiere phase de différenciation et de maturation des
lymphocytes B. Elle se déroule dans la moelle osseuse et aboutit & la formation de
lymphocytes B matures naifs exprimant une immunoglobuline de surface capable de

reconnaitre un antigene.

i. Récepteur des cellules B (BCR)

La reconnaissance spécifique de I'antigéne est la caractéristique majeure de la
réponse immunitaire adaptative. Le récepteur des cellules B (BCR) est la principale

molécule impliquée et est indispensable a I'activation lymphocytaire B.

Le BCR est une molécule transmembranaire hétérodimérique composée de
chaines lourdes et de chaines légéres d'immunoglobulines en partie extra-
membranaire et de chaines a et 3 (CD79a et CD79b) intramembranaire permettant la
transduction du signal [Figure 1].

CD79b
Igp

Membrane
|| cytoplasmique

[eeeesseesee)
Cytosol

Figure 1 : représentation du BCR, récepteur pour I’antigéne des lymphocytes B d’apreés
Immunologie fondamentale et Immunopathologie, 2éme édition, Elsevier (1)
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ii. Recombinaison VDJ

Les régions variables des chaines lourdes des immunoglobulines du BCR sont
codées par le gene IGHV (immunoglobulin heavy chain variable) situé sur le
chromosome 14 et sont impliquées dans la reconnaissance de I'antigéne. La diversité
du répertoire du BCR est médiée par la multiplicité de recombinaisons de segments :
VH (variable), Dn (diversité) et Ju (jonction) [Figure 2].

Locus codant les chaines lourdes

VHn-2 VHn-1 DH(lzZG JH1 3 JHe cu
m———
AL/AIQ—{'A:)L% SR R R RS \% % R & R R T T T

1) Recombinaison somatique D-J Recombinaison — Régle 12/23

Recombinaison — Regle 12/23
2) Recombinaison somatique V-DJ

VHn-2 | g Cu
ADNréarrangé =47/ rCC4-4/ O oREERiT

v,-DJ,,
lTranscription

AR prtmesmger 5 -G/~ e—oRHHHHH -+ o A
VvDJ
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. Traduction
ARN messager ¥ T - ———> I
vDIC Maturation Protéine

Figure 2 : recombinaison VDJ, génération de la diversité d’immunoglobulines d’aprés
Immunologie fondamentale et Immunopathologie, 2éme édition, Elsevier (1)

b. Immunopoiése dépendante de l'antigéne

A la suite de la rencontre avec un antigéne, une partie des lymphocytes B va
migrer dans un follicule primaire pour y former un centre germinatif caractérisant le
follicule lymphoide secondaire, lieu d’expansion oligoclonale de cellules B spécifiques

et site d’hypermutations somatiques et de commutation de classe.
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i. Organes lymphoides secondaires

Les organes lymphoides secondaires (également appelés périphériques), se

répartissent en deux grands sous-ensembles :

- un compartiment systémique : rate et ganglion lymphatique
- un compartiment muqueux : tissu lymphoide associé aux muqueuses

(MALT), glandes mammaires

Ces éléments constituent un systéme trés organisé afin d’assurer une
optimisation des interactions entre les lymphocytes, les antigenes et les cellules
présentatrices d’antigéne (CPA). L'organisation anatomique des organes lymphoides
secondaires permettra aux CPA de concentrer les antigenes dans ces organes et aux

lymphocytes de localiser et d’assurer une réponse vis-a-vis de ces antigenes.

La rate [Figure 3] est 'organe lymphoide secondaire le plus volumineux, jouant
un réle trés important dans la réponse immunitaire dirigée contre les antigenes
transportés par voie hématogéne. Anatomiguement, on distingue une pulpe rouge
constituant la zone de senescence des globules rouges, une pulpe blanche
représentant le tissu lymphoide et une zone marginale assurant la séparation de la

pulpe rouge et blanche.

Les ganglions [Eigure 4] sont de petits organes capsulés, réniformes, au
nombre de 500 a 1000 chez 'lhomme. lIs sont situés le long des voies lymphatiques
traversant I'organisme, drainant la lymphe et jouant un rdle de filtre permettant la
concentration des antigénes. lls sont constitués de 3 grandes régions : une zone
corticale contenant des follicules lymphoides, riches en lymphocytes B, une zone
paracorticale riche en lymphocytes T et une zone médullaire constituant une zone

mixte comprenant des lymphocytes B, T, des plasmocytes et des macrophages.
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Figure 3 : représentation anatomique de la rate d’aprés Goldsby et al. Immunology,
2000 (2)
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Figure 4 : représentation anatomique d’un ganglion lymphatique d’aprés Immunologie
fondamentale et Inmunopathologie, 2éme édition, Elsevier (1)
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Le MALT regroupe des entités organiques hombreuses et variées représentant
80% de la masse du tissu lymphoide présent dans I'organisme. Il assure la protection
des épithéliums muqueux (respiratoires, digestifs, urogénitaux, ...) contre les

antigénes qui y pénétrent.

ii. Hypermutations somatiques

Les hypermutations somatiques surviennent au sein de la zone sombre du
centre germinatif, a un stade ou le lymphocyte B est appelé « centroblaste ». Elles
sont induites a la suite d’une stimulation antigénique. Les cellules B possédent des
mécanismes intrinseques induisant des mutations afin de modifier le site de liaison

d’un anticorps et de renforcer son affinité face a un antigéne [Figure 5].

iii.  Commutation de classe

Les centroblastes mutés quittent la zone sombre et migrent au sein de la zone
claire adjacente, ou ils ne proliféreront plus et seront enchevétrés dans un large réseau
de cellules folliculaires dendritigues. Ces Ilymphocytes sont alors appelés
« centrocytes ». C’est a ce niveau qu’auront lieu la sélection des lymphocytes B de

forte affinité et la commutation de classe isotypique.

Lorsque le lymphocytes B a été stimulé par un antigéne au niveau de son BCR,
il 'y a ensuite un réarrangement du domaine C (domaine constant) du gene des
immunoglobulines, remplagant alors Cu (IgM) par Cy (IgG), Ca (IgA) ou Ce (IgE)
[Eigure 5].

2. Maturation et différenciation plasmocytaire

Lorsque les lymphocytes expriment a leur surface des immunoglobulines (1g)
de forte affinité pour un antigéne, ils se différencient en plasmocytes a longue durée

de vie et en cellules B mémoires. lls migrent alors du centre germinatif vers la moelle

13



osseuse. Les plasmocytes constituent le stade ultime de différenciation des

lymphocytes B et produisent des Ig de classe IgG, IgA et IgE.

0
!

()

Plasmocyte (IgG, A, E)

\‘., Lymphocyte B
lﬂému\re (IgG, A, E)

Hypermutations somatiques
Commutation isotypique -

Cellule souche Pro-B Pré-B
hématopoiétique
BCR naon fonctionnel l ne Marginale
ou autoréactif

Apoptose FG))))
@ Plasmocyte (IgM)

Lymphocyte B
Meémoire (Igh)

Figure 5: processus de recombinaison et hypermutation du BCR

A) La recombinaison est initiée par le réarrangement des segments Du et Ju du BCR. Puis un
réarrangement VuDrJH dit « complet » du BCR permet au lymphocyte B de poursuivre sa maturation.
B) Le lymphocyte B va migrer dans le ganglion ou une expansion va se produire puis une étape
d’hypermutation des IGHV va permettre la sélection du clone le plus affin pour I'antigene (X représente
les mutations dans le segment Vu). Réalisé d’aprés (3,4)
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lll. Lelymphome du manteau : un modele clinique et

biologique

1. Epidémiologie

Les LMNH sont classés a la 10eme et 12eme place des cancers les plus
fréquents dans le monde, respectivement chez 'homme et chez la femme [Eigure 6].
Chaque année, on estime environ 510 000 nouveaux cas et 249 000 décés provoqués
par ces hémopathies (5).

Malgré une épidémiologie variable selon les sous-types de LNH, des études
mettent en évidence un age médian au diagnostic estimé a 75 ans (5). La médiane de
survie est influencée directement par le sous-type de LMNH mais également par des
données démographiques. En effet, la survie est nettement plus faible dans les pays
a revenu faible et intermédiaire tandis que la survie a 5 ans est de 80% dans les pays

a revenu élevée (6).

Il est difficile, devant I'hétérogénéité des différents sous-types de LMNH, de
mettre en évidence des facteurs de risque relatifs. Néanmoins, des déterminants
génétiques, y compris des antécédents familiaux de LMNH (7), ont été mis en cause

tout comme certains facteurs liés au mode de vie et a I'environnement (5).

Dans la littérature, la notion de lymphome du manteau est abordée depuis des
décennies. Cependant, avant d’étre individualisé comme l'entité distincte que nous
connaissons actuellement, le MCL fut reconnu sous différentes appellations, a savoir :
lymphome a cellules centrocytiques en 1972 (8), lymphome lymphocytique a
différenciation intermédiaire en 1974 (9) et également lymphome de la zone du
manteau en 1982 (10).
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Figure 6 : classement des LNH par fréquence de nouveaux-cas par rapport aux autres
cancers, tous sexes confondus (11)

Ainsi, le MCL était inclus dans plusieurs sous-groupes de la Working
Formulation, classification désormais obsolete proposée en 1982, sous les termes de :
lymphome malin a petits lymphocytes, lymphome malin diffus a petites cellules clivées,
lymphome malin diffus a grandes cellules clivées ou encore lymphome folliculaire avec
prédominance de petites cellules clivées (12). Il aura fallu attendre 'année 1999 pour
que l'entité de « lymphome du manteau » soit véritablement individualisée dans les
classifications internationales des hémopathies lymphoides malignes, sur la base de
criteres diagnostiques morphologiques, immunophénotypiques et cytogénétiques (13).
Actuellement, la classification OMS est le systeme le plus largement répandu dans le
monde. Sa révision en 2016 décrit plus de 50 sous-types de LMNH, incluant un faible
nombre d’entités provisoires. Elle divise les LMNH selon le sous-type cellulaire dont
ils sont issus, a savoir les lymphocytes B, T ou encore NK, mais également en se
basant sur des criteres histologiques, morphologiques, immunophénotypiques,

génétiques et cliniques.

Le MCL représente environ 3 a 10% des LMNH [Figure 7]. Comme dans la
majorité de ces hémopathies, le MCL a un sex-ratio en défaveur des hommes, estimé
a 2,3/1 (14). Cette difference entre les deux sexes est la plus prononcée parmi les
LMNH, dépassée principalement par la leucémie a tricholeucocytes (HCL) (4/1) et le
lymphome de Burkitt (BL) (3/1) tandis que le lymphome folliculaire (lymphome a petites
cellules le plus fréquent) survient a une fréquence presque identiqgue chez les deux
sexes (1/1,7) (14,15).
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Figure 7 : prévalence des différents sous-types de LNH, tous ages confondus (2006-

2015) d’apreés (16)

Abréviations : FL : lymphome folliculaire ; MZL : lymphome de la zone marginale ; NHL-NOS :
lymphome non hodgkinien de signification indéterminée ; PTCL : lymphome T périphérique ; MCL :
lymphome a cellules du manteau ; LPL : lymphome a lymphoplasmocytes ; BL : lymphome de Burkitt ;
HCL : leucémie a tricholeucocytes ; ATCL : lymphome T angio-immunoblastique ; PBL : lymphome
plasmablastique ; CLL : leucémie lymphoide chronique ; DLBCL : lymphome B diffus a grandes

cellules.

Les données sur de potentielles variations temporelles de I'incidence du MCL

sont rares. Toutefois, une étude rétrospective américaine de 2008 s’est intéressée sur

cette évolution depuis 1992 jusqu’a 2004 (6,17). Il a été mis en évidence une

augmentation constante avec toutefois, un accroissement durant la lere partie de

I'étude et a été principalement observé chez les hommes blancs, de 60 ans ou plus

[Figure 8]. Cela peut étre le reflet d’'un changement dans la démarche diagnostique,

avec l'introduction de la cytogénétique et de la biologie moléculaire (15).

Age-adjusted incidence rate(1/100000)

Figure 8
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: tendance de I'augmentation globale et par sexe de l'incidence du MCL aux

Etats-Unis de 1992 a 2004 (17)
17



A partir des registres des cancers du réseau Francim traitant des hémopathies
malignes, des données d’incidence en France en 2012 ont été établies. Ainsi, le
nombre de nouveaux cas de MCL est estimé a 659 par années (18). Le sex-ratio,
conformément aux données internationales, est en défaveur des hommes avec un
ratio a 3/1. L’incidence standardisée sur la population mondiale est de 0,8 et 0.2 pour
100 000 personnes-années respectivement chez ’homme et la femme. L’age médian
au diagnostic des patients est de 74 ans, tout sexe confondu. Environ la moitié des
cas est constatée chez des patients de plus de 75 ans quel que soit le sexe (47% et
48% respectivement chez ’homme et chez la femme). L’incidence du MCL augmente
avec I'age, passant chez ’lhomme de 0,1 pour 100 000 entre 40-44 ans a 11,6 pour
100 000 entre 85-89 ans (0,1 & 2,1 pour 100 000 chez la femme respectivement)

[Figure 9] (18).

Incidence Homme

Taux pour 100 000 personnes-années

o N,

Figure 9 : incidence par dge du MCL en 2012, en France d’apreés (11)

Les étiologies relatives a la plupart des sous-types de LNH n’ont pas été
établies pour le moment. Toutefois, certains facteurs de risques ont été fortement
reliés a certains modéles de lymphomes. En effet, il a été montré que des patients
avec des déficits immunitaires constitutionnels ou acquis (patients infectés par le virus
de 'immunodéficience humaine (HIV), greffés, ...) sont a risque de développer des
lymphomes B diffus a grandes cellules (DLBCL) et des lymphomes de Burkitt induits
par des infections a I'Epstein-Barr virus (EBV) (19,20). Le lymphome gastrique du
MALT, le plus fréquent des lymphomes de la zone marginale, est étroitement relié aux
patients atteints d’'un syndrome de Sjégren (21) ou d’infection chronique a Helicobacter
pylori (22). Contrairement a ces exemples, il n’a pas été établi d’étiologie particuliére
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concernant le développement du MCL. Cependant, une équipe ameéricaine a mis en
évidence une atteinte importante du tractus gastro-intestinal chez les patients
présentant un MCL, laissant sous-entendre que des agents infectieux altérant le
tractus gastro-intestinal ou qu’une variation de cette flore microbienne pourraient
représenter des potentiels facteurs de risque (23). En effet, dans cette étude
prospective, sur 71 patients inclus, 84% présentaient une altération de la flore
gastrointestinale malgré une observation macroscopique normale chez 45% d’entre

eux.

2. Physiopathologie

Le lymphome du manteau a pour cellule d’origine une cellule post centro-
germinative de la zone du manteau du ganglion [Figure 10]. De nombreuses voies de

signalisation moléculaire sont impliqguées dans sa physiopathologie.
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Figure 10 : lymphomagénése du lymphome du manteau
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a. Cycline D1 : une protéine oncogénique au centre de

la physiopathologie

La translocation t(11;14) modifie la régulation du gene de la cycline D1 (CCND1)
par la juxtaposition du gene codant pour cette protéine avec la séquence régulatrice
codant pour la chaine lourde des immunoglobulines (IgH). Il en résulte une
surexpression de la cycline D1. Cette anomalie cytogénétique survient de maniere tres
précoce dans le processus de lymphomagénése, au stade de lymphocytes pré-B
médullaires. Bien qu’il soit impossible d’affirmer que la surexpression de la cycline D1
est 'événement initiateur de cette hémopathie, il demeure incontestable qu’elle se

place au cceur de sa physiopathologie.

La cycline D1 régule le cycle cellulaire en conditionnant le passage de la phase
G1 ala phase S. Elle se lie aux protéines de la famille des Cyclin-Dependant Kinase :
CDK4 et CDK6 pour former un complexe capable de phosphoryler le rétinoblastome

RB (protéine suppresseur de tumeur) permettant ainsi la progression du cycle

cellulaire [Figure 11].

Figure 11 : représentation schématique du cycle cellulaire
L’initiation du cycle cellulaire est réalisée par les cyclines (D1 et E) conditionnant le passage de la phase

Gl a S: la cycline D1 séquestre la protéine p27 et libére la cycline E de son inhibiteur. Les cyclines
phosphorylent le rétinoblastome (RB). La perte de I'activité des protéines p27 ou p53 entraine un
emballement du cycle cellulaire avec, pour conséquence directe, une prolifération cellulaire, d’aprés
(24).
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b. Voie du BCR

Le récepteur des lymphocytes B (BCR) est une protéine transmembranaire
présente a la surface des lymphocytes B, indispensable a leur activation. La région
intracellulaire du BCR est reliée & des protéines kinases notamment la Bruton Tyrosine
Kinase (BTK), la Lyc/Yes Novel tyrosine kinase (LYN) et la Spleen Tyrosine Kinase
(SYK). Physiologiquement, la liaison d'un antigéne au BCR provoque la
phosphorylation de ces protéines kinases, exercant ainsi un réle sur la prolifération et
la survie cellulaire en impliquant d’autres voies de signalisation moléculaire,
notamment NF-kB (Nuclear Factor of Kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells)
et PI3kK/Akt/mTOR (phosphatidylinositol 3 kinase/protein kinase B/mammalian target

of rapamycin) [Figure 12].

De fagon pathologique, dans le MCL notamment, I'activation constitutive de la
voie du BCR amplifie la phosphorylation de SYK, activant la phospholipase C-gamma
2 (PLC-y2) (25). Celle-ci a pour conséquence directe une prolifération cellulaire

importante et une résistance vis-a-vis de I'apoptose (26,27).

CCL3 and CCL4

CD19
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Transcriptional

=
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Figure 12 : représentation schématique de la voie de signalisation du BCR
La fixation d’'un antigéne sur le BCR est nécessaire a la transduction du signal a travers la région

intracellulaire du récepteur reliée aux protéines kinases SYK/LYN/BTK. Ces derniéres exercent un rble

pléiotrope sur la prolifération et la survie cellulaire, d’aprés (28).
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c. Voie PIBK/AKT/mTOR

Physiologiquement, dans les lymphocytes B normaux, la voie PISK/AKT/mTOR
assure la traduction du signal induit par le BCR pour réguler la prolifération, la

différenciation ainsi que la survie cellulaire.

Différents genes de cette voie de signalisation sont activés et surexprimés dans
le MCL (29). Rudelius et al. montrent une activation constitutive d’AKT dans 100% des
formes agressives et blastoides (n=12/12) et dans 31% des formes classiques (n=5/16)
(30). L’activation de la voie induit une hyperphosphorylation des protéines MDM2
(mouse double minute 2 homolog), Bad et p27. Cela donne un avantage de survie et
de prolifération aux cellules malignes (30) [Eigure 13].
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Figure 13 : représentation schématique de la voie de signalisation du PI3BK/AKT/mTOR
d’apreés (31)

d. Voie NF-kB

La voie de signalisation NF-kB joue un rdle majeur dans diverses réponses

immunes, inflammatoires ainsi que dans des processus de cancérogénése (32).
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Deux voies d’activation de NF-kB sont décrites : la voie canonique et la voie
alterne (ou non canonique). Dans le MCL, ces deux voies sont impliquées, aboutissant
a la libération des protéines p65, p50, p52, c-REL et RELB. Ces dernieres vont
transloquer vers le noyau cellulaire afin de réguler les génes cibles de la voie NF-kB
(codant notamment BCL-2, BCL-X1, XIAP et cFLIP) (33) et, in fine, induire une
inhibition de I'apoptose et une prolifération cellulaire (34) [Eigure 14].
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Figure 14 : représentation schématique de la voie de signalisation du NF-«B, d’aprés
(35)

e. Voie WNT

Physiologiqguement, la voie WNT intervient a différents stades du
développement embryonnaire en participant aux processus de différenciation
cellulaire et d’'organogénese. Elle se divise en deux voies, dépendante ou non de la 3-

caténine respectivement appelées canonique ou non canonique.

Il semble que la voie canonique soit celle principalement impliquée dans la
cancérogénese. Dans ce processus, des ligands de la voie WNT se lient au récepteur
Frizzled (FZD) et au corécepteur LDL-Related Protein (LRP) aboutissant a
'accumulation de la B-caténine dans le cytoplasme et a sa translocation dans le noyau.

In fine, une prolifération cellulaire accrue et une inhibition de I'apoptose en sont les
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conséquences. Dans le MCL, on retrouve une surexpression des ligands de la voie
WNT (36). D’autres études ont montré I'activation constitutive d’'une sérine-threonine
kinase CK2, phosphorylant la B-caténine ce qui entrave sa dégradation par le
protéosome (37) [Figure 15].
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Figure 15 : représentation schématique de la voie de signalisation WNT, d’apreés (38)
Avec a) la voie canonique et b) la voie non canonique.

f. Voie Hedgehog

Des études ont démontré que les protéines de la voie Hedgehog jouaient un
rble dans la proliféeration des cellules souches hématopoiétiques, des cellules

lymphoides et également dans la lymphomagénese (39).

Une des protéines de cette voie de signalisation, sonic hedgehog (SHH) et ses
transcrits (PTCH, GLI1 et GLI2) sont surexprimés dans le MCL et donnent un avantage
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prolifératif aux cellules (27,40). Ainsi, une inhibition de GLI1 (par un oligonucleotide
anti-sens) réduit la transcription de la cycline D1 et de BCL-2 et augmente la sensibilité

des cellules a sensibilité a la chimiothérapie dans des lignées cellulaires humaines

MCL (41) [Figure 16].
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Figure 16 : représentation schématique de la voie de signalisation Hedgehog d’aprés
(42)

g. Influence du microenvironnement

Le microenvironnement a un impact important sur le MCL et son évolution par
le biais de signaux de prolifération, de survie et chimiorésistance. Le tropisme des
cellules du manteau pour le tractus gastrointestinal suggere que les interactions avec

le microenvironnement joue un réle important dans la localisation du lymphome (23).

Les cellules du manteau expriment fortement des récepteurs aux chimiokines
de type CXC Motif Chemokine Receptor : CXCR4, CXCR5 et VLA-4 (ou CD49d). Le
ligand de CXCR4, CXCL12 ou SDF1 (stromal cell derived factor 1) est sécrété par les
cellules endothéliales sinusoidales et réticulaires périvasculaires attirant les cellules
du manteau dans la moelle osseuse et la rate. VLA-4 permet une interaction avec la
fibronectine et participe a 'adhésion des cellules du MCL dans la moelle osseuse et
ces interactions peuvent expliquer en partie la chimiorésistance (43). Cette adhésion
aux cellules stromales de la moelle pourrait également diminuer la destruction de p27,

protéine inhibitrice du cycle cellulaire. Cette hypoactivité mettrait les cellules dans un
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état quiescent, protecteur vis-a-vis des chimiothérapies mais pourrait également apres
rémission potentielle, expliquer une rechute (44). CXCR5 et son ligand (CXCL13) sont
impliqués dans le développement normal du tissu lymphoide secondaire ainsi que
dans le migration des lymphocytes B et T dans les organes lymphoides périphériques
(45). Sa surexpression participerait également a I'adhésion des cellules du manteau

aux cellules stromales de la moelle (43).

h. Modulation de [I'expression génique: r0le de

I'épigénéetique

Dans le lymphome du manteau, des dérégulations de genes et protéines de la

régulation épigénétique ont été décrites (46).

Les protéines du groupe Polycomb (PcG) sont des facteurs épigénétiques
répresseurs (47). EZH2, protéine clé des PcG, est associée a une chromatine
davantage permissive a la transcription et peut-étre surexprimée dans le MCL (48).
Cette surexpression augmenterait la prolifération cellulaire et 'auto-renouvellement de
cellules (49).

Dans le MCL, la dérégulation de PRMT5 (Protein arginine methyltransferase 5)
provoque I'’hypométhylation d’histones (H3R8 et H4R3) atténuant les voies de
régulation du rétinoblastome (50). De plus PRMTS5 favorise I'expression constitutive
des génes des voies moléculaire WNT et PI3K/AKT/mTOR, impliquées dans la

prolifération cellulaire (51,52).

Des mutations de KMT2D (ou MLL2 : mixed lineage leukemia) peuvent étre
impliquées entrainant la perturbation de I'expression de génes suppresseurs de
tumeurs contrdlant certaines voies d’activation des lymphocytes B (53). En outre,
KMT2D peut également jouer un role de suppresseur de tumeur. En effet, sa perte
peut promouvoir la lymphomagenese par remodelage du paysage épigénétique dans
les cellules cancéreuses (54). |l est intéressant de souligner le fait qu’'une étude a mis
en évidence des mutations de KMT2D (a partir de prélevement sanguin et

ganglionnaire) seulement dans les cas de MLC SOX11+ (55).
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Chim et al. ont mis en évidence une hyperméthylation fréquente de SHP1
(Silencing of tyrosine phosphatase gene 1) dans le MCL ayant pour conséquence une
activation constitutive de la voie JAK/STAT (Janus kinase/signal transducers and

activators of transcription) (56).

3. Anomalies moléculaires

Les différentes voies cellulaires impliquées dans le lymphome du manteau sont

représentées schématiqguement ci-dessous [Figure 17].

La dérégulation de ces différentes voies peut étre expliqué car des anomalies
moléculaires multiples. En effet en plus de la mutation t(11;14) il a été décrits des

mutations récurrents dans de nombreux oncogenes ou genes suppresseurs de

Tumor Microenvironment

interaction with MCL cells Wnt Ligand
via fibroblasts, immune - . @ chemokines
cells, and stromal cells - . \ - Mitogens

@ Growth factors

/ \ I Gth Factors I Mitogens In!erleuk7 @D Intorleuking
Chemokines ‘ B-cell \

Cytokine
Growth Factor :Itogonlc Receplor Rmpm,
Receptor . ocap(or Wnt ngand
Hedgehog Receptor
- GPCR (Patched-1)
Plasma Frlulod
I | || I I I membrane Rnccptor

—5

@ 1 / /
\ — ——— _——

/ - Gene Regulation \Manue Cell Lymphoma-8 cell
I Nucleus

Self renewal Anglogenesns and
Proliferation and Survival Invasion and Mrgrat.on Resistance to Cell Death

Figure 17 : représentation des différentes voies cellulaires impliquées dans la
physiopathologie du MCL (57)



D’aprés une étude récente et exhaustive d’analyse de génome de 273 cas de MCL
(dont 51 par whole exome sequencing (WES) et 34 par whole genome sequencing
(WGS)), il a été décrit des mutations de maniere récurrente parmi les oncogénes

connus (58), notamment :

Les génes impliqués dans la réparation de ’ADN (ATM, TP53)
Les génes de la voie NOTCH (NOTCH1, NOTCH2)

Les genes de la régulation épigénétique (KMT2D, WHSC1)
Les genes de la voie NF-kB (CARD11, BIRC3, SYC)

Il a été proposé d’autres anomalies driver, notamment des mutations dans
HNRNPH1 et DAZAP1, genes impliqués dans la maturation des ARNm [Figure 18].
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Figure 18 : mutations récurrentes retrouvées dans le lymphome du manteau
Mutations observées sur 273 échantillons MCL chez 18 génes impliquées dans le lymphome. Les
mutations présentées ici sont limitées a des mutations non silencieuses sauf HNRNPHL1. Pour ce géne,

des mutations introniques et silencieuses affectant ou entourant I'exon 4 sont incluses (58).

4. Présentation clinigue

Au diagnostic, le bilan d’extension met en évidence un stade Il ou IV chez 80
a 90% des patients selon la classification de Ann-Arbor [Tableau 1] (59) témoignant
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d’une atteinte extra-ganglionnaire importante [Figure 19] pouvant étre médullaire (50-
80%), digestive (60%) et splénique (35-75%). En cas de symptomatologie évocatrice,
il est discuté de l'intérét d’'une exploration digestive endoscopique systématique :
Romaguera et al. mettent en évidence une atteinte dans 60% des cas (23). Une fiévre
et une altération de I'état général (asthénie, anorexie, amaigrissement) peuvent
également étre retrouveées, surtout dans les stades avancés de la maladie (60,61).
Certains patients ne présentent pas de syndrome tumoral (ou seulement une
splénomégalie) mais une dissémination sanguine et une localisation médullaire,
témoignant d’une forme plus indolente de la maladie. Des atteintes neurologiques ont
été décrites mais restent des évenements rares, tardifs et concernent avant tout les
patients souffrant d'un MCL classique. Ces atteintes extra-ganglionnaires
assombrissent tres nettement la médiane de survie de ces hémopathies (18-55 jours)
(62).

Le stade du lymphome
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des ganglions des ganglions

lymphatiques lymphatiques
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u
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Figure 19 : illustration des différents stades de la classification d’Ann Arbor d’apreés
(63)
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Tableau 1 : classification d’Ann-Arbor modifiée selon Costwolds (d’aprés le site de la
Haute Autorité de Santé)

Stade | Description

Stade | Atteinte d'un seul groupe ganglionnaire ou d’une seule structure lymphoide (médiastin =
1, cervical gauche = 1 rate = 1 ; anneau de Waldeyer = 1)
Atteinte de deux ou plusieurs groupes ganglionnaires d'un seul cété du diaphragme (le

Stade Il médiastin représente un seul territoire, les deux hiles sont considérés indépendamment
du médiastin comme des « régions » ganglionnaires). Le nombre de territoires
ganglionnaires est indiqué en indice (lin)

Stade lll | Atteinte ganglionnaire des deux cotés du diaphragme

m Atteinte sous-diaphragmatique limitée a la rate, aux ganglions du hile splénique, aux

ganglions cceliaques ou du tronc porte

2 Atteinte des ganglions latéro-aortiques, iliaques, mésentériques s'associant ou non a
l'atteinte détaillée dans le stade II11

Atteinte extra-ganglionnaire distincte d'une localisation viscérale contigué, ou atteinte du

Stade IV foie ou de la moelle osseuse

Absence de signes généraux

Présence de fiévre, sueurs, ou amaigrissement

' Importante masse tumorale :

masse médiastinale de diamétre égal ou supérieur au tiers du diametre transverse
thoracique au niveau du disque intervertébral T5-T6 (sur un cliché thoracique de face)

masse ganglionnaire égale ou supérieure a 10 cm dans son diamétre maximum
E Atteinte d'un seul viscére contigu ou a proximité d’un territoire ganglionnaire atteint

5. Examens biologigues

a. Hémogramme et cytologie

Lors du diagnostic de MCL, la numération de la formule sanguine (NFS) met en
freguemment en évidence une anémie et/ou une thrombopénie modérées. Une
hyperlymphocytose est décrite dans un tiers des cas, constituée de cellules
lymphocytaires atypiques pouvant présenter différents aspects cytologiques. Les

formes classiqgue et blastoide sont les plus reconnaissables en cytologie [Figure 20].

La description morphologique de 'ensemble des variants sera abordée dans la

partie traitant du diagnostic anatomopathologique.
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Figure 20 : cytologie de lymphome du manteau

A et B: Lymphome du manteau dans sa forme classique, taille moyenne, au rapport nucléo-
cytoplasmique (RNC) proche de 1, au noyau irrégulier. C et D : Lymphome du manteau dans sa forme
blastoide, taille moyenne & grande, RNC élevé, noyau irrégulier, chromatine fine et nucléolée,
cytoplasme basophile. Coloration au May Griunwald Giemsa (MGG) x 1000 (CHU de Caen).

b. Anatomopathologie

Les examens anatomopathologiques sont indispensables dans le diagnostic
des syndromes lymphoprolifératifs chroniques B (SLPCB) principalement lors de la
mise en évidence d’un syndrome tumoral (polyadénopathies, splénomégalie). Une
approche pluridisciplinaire est donc justifiée dans le but de diagnostiquer ces
hémopathies.

Sur le plan histologique, dans la plupart des cas, une infiltration tumorale
lymphoide d’architecture diffuse [Figure 21] ou nodulaire avec une expansion de la
zone du manteau (64) sera observée. La recherche de centres germinatifs résiduels
réactionnels parmi la prolifération tumorale constitue un élément important au

diagnostic (65). L’analyse histologique détaillée permet de mettre en évidence une
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hétérogénéité architecturale et morphologique de ces cellules du manteau avec la

présence de 5 variants cytologiques décrits dans la classification OMS (66).

Figure 21 : infiltration lymphocytaire diffuse, constituée de cellules de taille petite a
moyenne chez un patient atteint d’un MCL au CHU de Caen (65)

- La forme classique du MCL est caractérisée par la présence d’'une population
lymphocytaire monomorphe, constitué de lymphocytes de taille petite a
moyenne, au RNC proche de 1, au noyau irrégulier, a la chromatine mature,

parfois nucléolée.

- Le variant a petites cellules est composé de lymphocytes de petite taille avec
un RNC élevé, au noyau irrégulier pouvant faire évoquer une leucémie

lymphoide chronique (LLC).

- Le variant blastoide (2 a 6% des cas) montre une prolifération tumorale diffuse,
constituée de lymphocytes de taille moyenne a grande, au noyau irrégulier avec
une chromatine fine et laquée pouvant faire évoquer des lymphoblastes. Ces

cellules ont un fort index mitotique (65).

- Le variant pléiomorphe (5-9% des cas) est constitué de lymphocytes, le plus
souvent de grande taille, au noyau souvent clivé, avec une chromatine plus
dense que le variant blastoide. Ce variant peut étre diagnostiqué a tort comme
un DLBCL mais les nucléoles nettement visibles et constants sont assez

caractéristiques.
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- Le variant « marginal zone-like », comme son nom l'indique, est constitué de
lymphocytes morphologiqguement proches des lymphocytes du lymphome de la
zone marginale (MZL). L’'architecture ganglionnaire montre une zone sombre
centrale constituée de petits lymphocytes et une zone claire plus périphérique

avec des cellules lymphoides de taille moyenne, d’allure monocytoide (65).

L’analyse histologique seule ne permet pas le diagnostic de certitude. En effet,
des examens d’histochimie sont indispensables pour mettre en évidence des
marqueurs plus ou moins spécifiques de la maladie. Les cellules tumorales expriment
le CD20, CD5 [Figure 22 A.B], IgD, BCL2, la cycline D1 et SOX11 et sont
habituellement négatives pour le cluster de différentiation 10 (CD10), BCL6 et CD23.

L’immunohistochimie (IHC) anti-cycline D1 se révele positive dans 95% des cas de
MCL [Figure 22.C] (65). La négativité de I'analyse ne pouvant exclure un diagnostic
de MCL, un marguage anti-SOX11 doit étre pratiqué. Ce dernier est positif dans 90%
des cas, y compris ceux ne surexprimant pas la cycline D1. L’absence d’expression
de la cycline D1 et de SOX11 doit faire remettre en cause le diagnostic de MCL et faire

suspecter un autre SLPCB.

Figure 22 : immunohistochimie positive pour A) CD5 (membranaire), B) CD20
(membranaire) et C) cycline D1 (nucléaire) (x 1000) chez un patient atteint d’un MCL forme
classique au CHU de Caen (la coloration brune des cellules marque la positivité pour un
marqueur)
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c. Immunophénotypage

i. Généralités sur la cytométrie en flux

Depuis environ 30 ans, 'avenement de la cytométrie en flux (CMF) a permis
I'obtention de résultats de plus en plus précis sur l'identité des cellules normales et
anormales. Grace a ces nouvelles connaissances, I'immunophénotypage par CMF
s’est inscrit au fil des années comme un examen complémentaire indispensable dans
la démarche diagnostique et a acquis une importante position dans la classification

actuelle des hémopathie maligne (classification OMS 2016).

La CMF est la mesure simultanée des caractéristigues physiques et
phénotypiques d’'une population cellulaire mise en suspension dans un flux de liquide
a partir de divers prélévements biologiques : sang périphérique, moelle osseuse,

liquides biologiques, biopsies tissulaires, ...

Les éléments étudiés vont passer a travers un faisceau lumineux et le cytometre
va détecter la capacité d’une particule a diffracter la lumiere incidente et/ou a émettre
une fluorescence. Cette lumiere diffusée et les fluorescences émises par chaque
élément seront captées par des détecteurs et transmises a un ordinateur. Les données
alors obtenues seront analysées a partir de logiciels, qui les présentent sous formes
d’histogrammes bi-paramétriques a partir desquels sont établies des statistiques.
Habituellement, 10 a 12 parameétres peuvent étre mesurés simultanément pour chaque

cellule dont la taille, la structure et les fluorescences.

ii. Immunophénotypage dans le MCL

Les cellules a lymphome du manteau expriment les marqueurs pan-lymphoides

B avec une intensité forte : CD19, CD20 et CD22. Elles présentent une

immunoglobuline de surface ainsi qu’une restriction d’hétérogénéité des chaines

légeres des immunoglobulines kappa ou lambda. Les cellules tumorales n’expriment

habituellement ni le CD10 ni le CD23. En revanche, elles présentent un marqueur

aberrant de la lignée lymphocytaire T : le CD5 (67) [Eigure 23]. Bien que défini comme
34



étant le phénotype classique du MCL, il existe des variations immunophénotypiques

pouvant altérer le diagnostic [Tableau 2] (68). L’équipe de Zhang et al. a montré que

le CD23 pouvait étre parfois exprimé (16%) (69).

Tableau 2 : fréquence des variations immunophénotypiques dans le MCL selon Gao et

al. (68)

CD5- 12% (6/52)
CD10+ 8% (4/50)
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Figure 23 : immunophénotypage d’un cas de lymphome du manteau classique au CHU

de Caen

Représentation en cytogrammes bi-paramétriques, de I'immunophénotypage par cytométrie en flux, des

lymphocytes d’un patient atteint d’'un MCL forme classique. Les cellules du manteau (population rouge),

lymphocytes B normaux résiduels (population verte), lymphocytes T normaux (population bleue) et les

cellules NK (population mauve) (BD FACS Canto |I®, 8 couleurs, laboratoire d'Hématologie, CHU de

Caen).
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iii. Généralités sur le CD43

La glycosylation de protéines de surface sur les lymphocytes est un processus
dynamique affectant une multitude de processus cellulaires, y compris, la
reconnaissance des pathogénes par le systeme immunitaire, la migration des

leucocytes et I'immunité tumorale (70).

Le CDA43 [Figure 24] est également appelé leucosialine, sialophorine, leucocyte
sialoglycoprotéine ou encore gpL115. C’est une glycoprotéine transmembranaire de
type mucine appartenant a la famille des sialomucine, dont le poids moléculaire se
situe entre 115 a 135 kDa en fonction de leur composition d’O-glycanes. Il posséde un
long domaine extracellulaire, fortement glycosylé avec des O-oligo-saccharides. Le
core protéigue contient 5 séquences répétitives de 18 acides aminés parmi les 239 qui
le composent (71). Le domaine intracytoplasmique de CD43 est phosphorylé de facon
constitutive. Il existe deux isoformes de CD43, 'une avec des O-tetra-saccharides,
'autre avec des O-hexasaccharides branchés (72).

Le CD43 est exprimé par la plupart des leucocytes sanguins ainsi que par les
cellules dendritiques, les cellules de Langerhans, les histiocytes. En revanche, les
lymphocytes B au repos, les cellules dendritiques folliculaires et les histiocytes
sinusaux des nceuds lymphatiques sont négatifs pour le CD43. Il est le plus souvent
considéré comme un marqueur pan-lymphocytaire T car il est exprimé dans 95% des
cas, a tous les stades de la lymphopoiese T : du thymocyte au lymphocyte T mémoire
(73). Avec le CD45 (marqueur panleucocytaire), c’est une des glycoprotéines
transmembranaires les plus abondantes, jouant un rble essentiel sur le

développement, I'activation et la survie du lymphocytes T (74,75).
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Figure 24 : représentation schématique des deux glycoformes du CD43
Les thymocytes et les cellules T expriment deux glycoformes du CD43. Son squelette polypeptidique
s'étend a environ 45 nm de la surface des cellules T et est composé par environ 80 O-glycanes. |l
possede également un site N-glycane, qui n'est pas représenté dans ce schéma, car la signification de
ce glycane n'a pas été déterminé. Le CD43 peut étre constitué d’'un noyau sialylé par un O-glycane ou
par 2 O-glycanes, générant les glycoformes 115 kDa et 130 kDa du CD43. Le glycoforme 115 kDa du
CD43 est le glycoforme primaire exprimé par les thymocytes doubles négatifs immatures, les
thymocytes simples positifs pour le CD4 ou CD8 et par les cellules T périphériques naives. Le
glycoforme 130 kDa du CD43 est exprimé majoritairement par des thymocytes doubles positifs et par

les lymphocytes T périphériques activés (75).

iv. CD43 et hémopathies

Dans les tissus, les lymphocytes B n’expriment pas le CD43. Cependant, dans
le sang périphérique, il existe une fraction minime de lymphocytes B circulants positifs
pour le CD43 (13-23%) (76).

L’expression du CD43 constitue une aide au diagnostic et a la prédiction de la
survie dans les syndromes lymphoprolifératifs B. Dans certaines hémopathies comme
dans le DLBCL, I'expression du CD43 serait corrélé a un pronostic péjoratif et associée
a un DLBCL de type centro-germinatif (77). Selon Salem et al., dans la leucémie a
tricholeucocytes (HCL), le CD43 serait davantage exprimé dans la forme variante

(HCLv) que dans la forme classique. En effet, dans leur cohorte de 59 patients, 93%
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des HCLv sont positifs pour le CD43 tandis que son expression est plutét variable dans
la forme classique (78). Dans la LLC, le CD43 est constamment exprimé et est utile
pour distinguer les LLC atypiques des autres LMNH B qui ont un score de Matutes a
3 (79). Dans le lymphome folliculaire, I'expression du CD43 est généralement négative
mais augmente modérément lors d’'une transformation du lymphome en lymphome a

grandes cellules (79).
d. Cytogénétique et biologie moléculaire

La translocation t(11;14)(q13;032) est une anomalie cytogénétique
caractéristique du MCL. Elle juxtapose la séquence régulatrice du gene codant pour
la chaine lourde des immunoglobulines (IGHV) présente sur le chromosome 14 avec
le géne CCNDL1 présent sur le chromosome 11 [Figure 25]. La conséquence de cette
événement génétique est d’'induire une surexpression de la cycline D1. Cette derniere
est un oncogeéene ayant un réle dans le prolifération cellulaire (Cf chapitre 2.a). Cette
translocation est présente dans plus de 95% des cas (34) et survient au stade pré-
lymphocytaire B d’origine médullaire. Elle constituerait I'événement génétique
initiateur de cette hémopathie. Toutefois, il est important de noter que cette
translocation n’est pas spécifique du MCL : en effet, 5% des myélomes multiples (MM)

peuvent présenter le méme événement cytogénétique (80).

Chromosome 11
Chromosome 14

v / Bcl-1/PRAD

Chromosome 14 + Chromosome 11

/) u
B(‘/-I/PRADI/LJ 25

Figure 25 :illustration de la t(11;14)(q13;932) selon Kauh J et al. (81)

La mise en évidence de cette translocation en cytogénétique est recommandée
par hybridation in situ en fluorescence (FISH) [Eigure 26].
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t(11;14)
®

Figure 26 : mise en évidence de la t(11,14)(q13;q32) par FISH d’aprés (82)

Dans le cadre du diagnostic de MCL, la mise en évidence d’'une surexpression
de la cycline D1 est essentielle. Elle est également présente dans plus de 95% des
cas. Toutefois, elle peut étre indétectable (en IHC) a cause d’une mutation de la région
C-terminale ou d’'une isoforme affectant 'exon 5 du géne CCNDL. Il est important de
savoir que la cycline D1 peut également étre surexprimée dans d’autres SLPCB. En
effet, elle est présente dans 25% des MM méme en I'absence de la t(11;14)(q13;932)
(39) et dans la leucémie a tricholeucocytes (83,84). L’équipe de Hsiao et al. a montré
également qu’1% des DLBCL présentait une surexpression de la cycline D1 (85). Cette
anomalie affecte également certains syndromes lymphoprolifératifs chroniques T
(SLPCT) puisqu’elle est retrouvée dans environ 24% et 7% des lymphomes T

anaplasiques respectivement ALK+ et ALK- (86).

La détection la surexpression de la cycline D1 peut étre réalisée en
immunohistochimie mais également par RT-gPCR (Real time Quantitative Polymerase

Chain Reaction).

Dans de rares cas, les patients ne présentent ni cette anomalie moléculaire ni
la translocation t(11;14)(q13;932) malgré des aspects cytologique, phénotypique et
clinique en faveur d’'un lymphome du manteau. Plus récemment, des études se sont
intéressées au facteur de transcription SOX11. En effet, il a été démontré que cette
protéine codée par le gene du méme nom, était surexprimée dans tous les cas de
formes nodales de MCL incluant les formes cycline D1 négatives. A l'inverse, elle ne
serait pas surexprimée dans les MCL indolents, non nodaux (87). Cette anomalie

moléculaire peut également étre déterminée par IHC ou par RT-qPCR.
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Ainsi, I'’étude conjointe de la surexpression de la cycline D1 et de SOX11 est
essentielle dans la prise en charge du patient. Elle permet la discrimination entre les

formes indolentes et les formes classiques.

De plus, en l'absence d'une surexpression de la cycline D1, d’autres
réarrangements ont été mis en évidence impliquant les génes CCND2/CCND3 et les
genes régulant 'expression des chaines légeres kappa et lambda. Ces translocations

induisent une surexpression des cyclines D2 et D3 (88).

Des anomalies cytogénétiques additionnelles peuvent étre mises en évidence
dans plus de 90% des MCL et sont principalement retrouvées dans les formes nodales,
plus agressives. La plupart semblent étre impliquée dans la régulation du cycle
cellulaire, dans les mécanismes de réparation de 'ADN (acide désoxyribonucléique)
et également dans la survie cellulaire. Un tableau a été proposé par TOMS afin de

résumer les anomalies génétiques secondaires dans le MCL [Annexe 1] (66).

6. Données pronostiques

Comme évoqué précédemment, la majorité des patients est diagnostiqué a un
stade avancé de la maladie (stade Il voire IV de la classification d’Ann-Arbor) (59),
pour cause, une présentation initiale fruste et peu spécifique. Ainsi, seulement 10 a
15% des patients sont diagnostiqués a des stades précoces (stade | ou Il) (57). De
nombreuses études se sont intéressées a des données pronostiques se basant sur
des critéres cliniques, des parametres biologiques et pathologiques afin de prédire
I'évolution de 'hémopathie. Suite a ces travaux, le Mantle cell lymphoma Internation

Prognostic Index (MIPI) a été créé (89).

Ce score intégre I'age du patient, son taux de leucocytes, le dosage de la lactate
déshydrogénase sérique (LDH) et également de son indice de performance, déterminé
selon I'Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG). Le MIPI combiné prend en
compte un marqueur de prolifération cellulaire, le Ki67 déterminé IHC. Ces
informations, dans leur ensemble, permettent de stratifier les patients en quatre
cohortes de pronostic variable [Tableau 3] (90).
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La formule du MIPI corrigé est la suivante :

0.03535 x age (années) + 0.6978 (si ECOG > 1) + 1.367 x log10(LDH) + 0.9393 x
log10(GB) + 0.02142 x Ki-67 (%)

Tableau 3 : score simplifié MIPI et évaluation du risque selon le score, d’aprés Hoster et
al. (89)

Des marqueurs supplémentaires ont été étudiés et ont montré un intérét
pronostique. Ainsi, les MCL de cytologie blastoide et pléomorphe auraient un pronostic
plus défavorable que la forme classique (66). Une hyperexpression de Myc, une
mutation du gene TP53 (91), un statut non muté du gene IGVH, une diminution
d’expression de TCL1 (T-cell leukemia 1), un taux augmenté de B2-microglobuline
sérique, la détection d’'une composante monoclonale a I'électrophorése des protéines

seériques seraient corrélés a un mauvais pronostic (57).

Concernant l'immunosurveillance, I'équipe de Raffeld et al. a décrit que la
persistance de lymphocytes T CD3+, CD8+ et particulierement T CD4+ seraient
caractéristiques d’une forme indolente de MCL. Un ratio CD4/CD8 augmenté serait

indépendamment corrélé a une survie globale plus importante (92).

7. Diagnostics différentiels

La distinction entre le lymphome du manteau et les autres lymphomes a petites
cellules B non hodgkiniens peut se révéler difficile mais est indispensable compte-tenu

du caractere agressif du MCL. Les diagnostics différentiels de cette hémopathie sont
principalement [Tableau 4] (27) :
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- la leucémie lymphoide chronique (LLC)
- le lymphome de la zone marginale (MZL)
- le lymphome folliculaire (FL)

- la leucémie aigué lymphoblastique (LAL) pour le variant blastoide

Tableau 4 : immunophénotypage des différents lymphomes a petites cellules

8. Prise en charge thérapeutique

En 2014, une étude menée par I'équipe de Murthy et al. a montré que la
radiothérapie améliorait significativement la survie globale des patients diagnostiqués
aux stades précoces de la maladie (93). Cependant, les patients ont souvent tendance
a rechuter dans I'année qui suit la prise en charge (94). A condition qu’une surveillance
rapprochée soit réalisée, les patients peuvent ne pas étre traités de facon immédiate
s’ils réunissent les conditions suivantes (95,96) :

- index MIPI bas

- index de prolifération Ki-67 < 30%

- diamétre tumoral maximal < 3 cm?

- taux de LDH et de 2-microglobuline normaux
- absence de symptdomes B

- absence de variant blastoide ou pléomorphe
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Les stades lll et IV, plus agressifs, concernent la grande majorité des patients
au diagnostic. Le traitement doit étre entrepris le plus rapidement possible,
indépendamment de la clinique des malades, qu’ils soient symptomatiques ou non.

Celui-ci est adapté en fonction de (97) :

- 'age du patient et ses comorbidités
- du stade de la maladie
- la masse tumorale

- la présence ou non de facteurs pronostiques péjoratifs

Ainsi, les patients les plus jeunes (moins de 65 ans) seront traités par
immunochimiothérapie avec autogreffe de cellules souches hématopoiétiques, puis
entretien par Rituximab tandis que les patients les plus agés recevront des traitements

moins agressifs, adaptés a leurs caractéristiques individuelles (57).

Le MCL développe des résistances a la plupart des chimiothérapies. En 2017,
'TESMO (European Society for Medical Oncology) a proposé de nouveaux schémas
thérapeutiques associés a des thérapies ciblées afin d’obtenir une amélioration de la
survie des malades [Annexe 2] (98).

Dorénavant, de nombreuses recherches sont effectuées afin de cibler
davantage les voies moléculaires impliquées dans la physiopathologie du lymphome
du manteau. Ces thérapies ciblées sont détaillées ci-dessous, selon Inamdar et al.

[Eigure 27] (57).
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Figure 27 : illustration des différentes cibles moléculaires des thérapies ciblées dans le
MCL (57)

Parmi les thérapies ciblées prometteuses dans le lymphome du manteau, nous
pouvons évoquer I'lbrutinib (IMBRUVICA). C’est une molécule inhibitrice de la tyrosine
kinase de Bruton (BTK). Cette molécule forme une liaison covalente avec un résidu
cystéine (Cys-481) au niveau du site actif de la BTK inhibant de maniére prolongée
son activité enzymatique. La BTK, membre de la famille des Tec kinases, est une
molécule primordiale de la signalisation du récepteur antigénique des cellules B (BCR)

et du récepteur des cytokines.

Les études précliniques ont montré que I'lbrutinib inhibe efficacement la
prolifération et la survie in vivo des cellules B malignes ainsi que la migration cellulaire
et 'adhésion au substrat in vitro.

Cette molécule a obtenu 'AMM dans plusieurs hémopathies, a savoir :

- en monothérapie, pour le traitement des patients adultes atteints d'une

LLC non précédemment traités, en cas d’anomalies de p53.
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- en monothérapie ou en association a la Bendamustine et au Rituximab,
pour le traitement des patients adultes atteints d'une LLC ayant recu au moins un
traitement antérieur.

- en monothérapie, pour le traitement des patients adultes atteints d'une
macroglobulinémie de Waldenstrom ayant recu au moins un traitement antérieur, ou
en traitement de premiére intention chez les patients pour lesquels une chimio-

immunothérapie n'est pas appropriée.

Concernant le MCL, I'lbrutinib en monothérapie serait une option thérapeutique

possible dans la prise en charge des patients en rechute ou réfractaire.

45



46



Matériel et méthode

|. Cohorte de patients et recueil des données clinico-

biologiques

Nous avons étudié rétrospectivement 'immunophénotypage de prélévements
au diagnostic de patients atteints d’'un lymphome du manteau depuis la mise en place
d’'un panel fixe en huit couleurs au CHU de Caen, soit a partir de janvier 2014 jusqu’a
décembre 2019. Au total, 42 patients ont été inclus dans la cohorte : 15 ganglions et

27 prélevements issus de sang périphérique.

Afin de comparer les patients atteints d’'un MCL a la population générale, nous
avons également choisi 20 prélévements sanguins et 10 prélevements ganglionnaires
normaux d’'un point de vue cytologique, phénotypique et répondant aux criteres

suivants :

Absence de lymphopénie ou d’hyperlymphocytose

- Absence d’antécédent d’hémopathie

- Absence de cellules lymphoides B ou T anormales

- Absence de restriction des chaines légeres des immunoglobulines
Kappa/Lambda

- Absence de déséquilibre du rapport des cellules lymphoides T CD4/CD8

17 patients ont été choisis afin d’étudier I'expression du CD43 au sein d’'une

population lymphocytaire T réactionnelle et répondant aux critéres suivants :

- Absence d’antécédent d’hémopathie

- Absence de cellules lymphoides B anormales

- Absence de restriction des chaines légéres des immunoglobulines
Kappa/Lambda

- Deéséquilibre du rapport des cellules lymphoides T CD4/CD8
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- Diminution de I'expression de marqueurs pan-lymphocytaires T comme le CD5
ou le CD7

Nous avons comparé la MFI (médiane d’intensité de fluorescence) du CD43
des patients atteints d’'un MCL a ceux atteins d’une pathologie pour laquelle la
positivité du CD43 est établie. Ainsi nous avons sélectionné 30 préléevements sanguins
mettant en évidence un clone de LLC :

- Plus de 5 G/L de lymphocytes B monoclonaux
- Score de Matutes supérieur ou égal a 4
- CD38 positif (n=7) ou CD38 négatif (n= 23)

Le diagnostic de MCL a été posé sur 'association de données cytologiques,
anatomopathologiques, immunophénotypiques, cytogénétiques, moléculaires et
cliniques, en accord avec les criteres de la classification actuelle de 'OMS 2016

(référentiel)
Le recueil des données cliniques des patients a été réalisé a partir du logiciel

Meva® (Maincare Solution) et celui des données biologiques, a partir du logiciel
TDNexLab® (TechniDATA).
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Il.Immunophénotypage par cytométrie en flux

Pré-analytigue : le volume des anticorps utilisé est indiqué dans le [Tableau 5].

Les mix d’anticorps ont soit été préparés extemporanément en panel liquide, soit
utilisés déja mélangés sous forme lyophilisé. Les cellules mononuclées circulantes
(PBMC) ont été isolées par gradient de densité (HISTOPLAQUE®). Au mélange
d’anticorps, ont été ajoutés 50 uL de suspension cellulaire a la concentration de 106
cellules/mL. Les préparations ont été incubées 15 min a température ambiante en cas
de mélange lyophilisé ou 30 min a 4°C en cas de panel « liquide ». L’'excés d’anticorps
a été laveé sur 'appareil lyse/lavage BD FACS® (Becton-Dickinson) avec un protocole

de lyse des globule rouge (DAKO).
Analytique : I'analyse des cellules a été effectuée soit sur le cytomeétre en flux
BD FACS CANTO II. L'appareil a été standardisé selon les recommandations de

FranceFlow (billes de standardisation Rainbow 8 pics, Becton-Dickinson).

Post-analytique : 'analyse des données a été réalisée sur le logiciel DIVA®

(Becton-Dickinson). Le criblage des cellules lymphomateuses d’intérét a été réalisé a
partir du graphe taille/structure (FSC/SSC) et du marqueur pan-leucocytaire, le CD45.
Par consensus, un marqueur est positif quand le nombre de cellules positives est
supérieur a 20%. L’intensité du marquage est définie par la médiane de fluorescence
exprimée en MFI (Median Fluorescent Intensity). La stratégie de criblage des cellules
d’intérét est décrite dans les figures ci-dessous [Figure 28].

Tableau 5 : panel d’anticorps et de fluorochrome utilisé lors de notre étude

S T T TR TN

FITC 10 pL CD43 (1G10), BD Kappa, Dako CD103 (BerACTS), BD
PE 10 pL CD23 (EBVC5,5), BD Lambda, Dako CD123 (9F5), BD
PECy7 10 pL CD19 (5J25C1), BD  CD19 (5J25C1), BD  CD19 (5J25C1), BD
PerCpCy5,5 10 pL CD5 (L17F12), BD CD5 (L17F12), BD  CD27 (L128), BD
APC-H7 2,5 L X CD20 (L27), BD X

V421 2,5 L X X cD11c (Bly6), BD
APC 2,5 pL CD79b (SN8), BD CD10 (Hi10), BD CD25 (2A3), BD

V450 2.5 L FMC7 (P3NS1), BD  CD38 (HB7), BD X

V500 2,5 pL CD45 (Hi30), BD CD45 (Hi30), BD CD45 (Hi30), BD

49



gal 8z 68 L2zl 1Zh 816'% LEG'SY +06'28 NLAH
0LLY 80LY 776 ark =1 vl 88.'0% |zee'08 bVE=Ral |
7267 195 ary'L 68.'8 zok 01z’ ZZ0'6Y L6608 Jon [l
TEIETH UBIpa UBIp3|Y TETLETH TEILETH UEIDaJY TEILETT uBIpapy uonendod
v-L4 0G¥A LOWA ¥-0dv 06,00 ¥-2/0-3d 6102 ¥-G-GAD-dD1ad Q0 ¥-3d €200 ¥-0114 €400 ¥-0SS ¥-084
W24 0GFALONS o, G-ChA- . .
O Lo T et . _ _“_x_‘_ s mh_o n_oh__.ni mo_“_o oog- o g_n__m_n_ m_w_oo 0 & {on_u._._u_ m__ﬁooe ot¥
1 PR T TR A | - s v c = g v c - M c Z -
: i g 2 g g 2
=
g 8 : 3
N SM = mem 2,0 =
% ? i i i
”\mv..m vfm mv.?,.m mb..m m.v,.m
E_ ¥ = - I I
”uﬂc. m..c. mvvc_ mwc.
XN LAT+N 8 1+ I LA 10 AN LRI 8 A1+ 10 N LA 8 AT+ T0W AN LATHN E A1+ T0W
00 |91 izt XN L A7 +a6L+61 [
00 £l 6L XN LA +2014 B
00 |00 0 XN L A1+G+61 [<]
= _o.o : al :m = m ” k ¥-005A G¥0D (oor'L %) ¥-054
10 6€ 198 XN LA +E7+61 B ¥-240-34 6100 . -
MN QO—; mmﬁm K_/_n_._.*l_ . : 1D— na_. wm_— 10_. _u.“_— NQ— _QWN_ L1 _.“_H_UN_ 11 _Q_m_._ 11 __”_.w_—_ L1 __”“.m_ |
z0  |EL6 158 N 87 +06.+61 [ - -
zo z'86 598 XN 8 A1 +L004 - o
00 |0F 13 N B AT+5+6L [ e
00 90 S XN g M1+eZ+6L E
Lo |eec Zve XN B AT +Ep+6L [ ks
z0 gl 188 xNaa 5 o E 3
coL |966  |serey O +a6L+61 [ Q Q ¥NYLOL SOHdWAT Fs S
€0l |266 8672y TON 2004 £=
€0L |000OL  |9lGTF 10N +5+61 [ Fe
80 €L 6ZL'E TON +EZ +6L [ = ° F= s
0oL 896 1611y oM +EF+6L [ 3 = .=
€0 |0FL 952y oM S = 28
90L |96,  [siGER +610D m SHEI IV SWBA I SaAg Iy
oL |9'L6 £95'25 sva 1l
eVl |EVL 196'85 XNY.10L SOHdWAT [}
0001 | 08¥'LL¥ suaAg v [] S¥ LOWd X deL 6L S €T eF
[Bl01% lUsIEd%;, Sjuands uonendod
100" 8anL ‘aluep agny

00 BaNL Bgny

100 d1S I8Ued

‘sWep uswpadg

g'g BAIQSOV4 dd

50



51

de criblage des cellules du manteau pour les patients inclus dans
I’'étude

égie

: strat

ure 28
: rouge : cellules du manteau ; vert : lymphocytes B normaux ; noir : lymphocytes T normaux

Fi

90t ze- ze- Z6 vEvEl z9 85 905'sy 90828 xNLAOT
861 L8EEL - POyl L9 LEL 192 gro'sy 08018 e
L6L'2 158 G- 8zZ'L 160'6 vEL LS 818'6¥ 0L9°08 el |
ueipap ueipap UeIpapy UeIpap ueipap ueipap ueipay ueipay ueipaw uone|ndod
¥-/405¥A8E0D ¥/ H-OdY02AD  V-Odv 0LOD ¥-2A0-3d 6100 T-54D-gD1ad GO0 Y¥-3d YOBNY Y-O114 YddvM ¥-0SS v-054
-1 H- -G-GAD- , - - ¥-OL1d ¥ddwA .
_ ] h_u_ﬂ_ on_mam__moon_ e we{ G q%_o mo“w_n_ mm_o i o <.ﬂ amﬂwrmmom_ o B . m_onz w_uF_Do ) P . o oo e B
g g g g
w w w w = M
“ “q “1 “ WO
m m m m >
~ I= _ I= ~ 1= ~ 1=
.Uc. -UC- -UG- H-.G- .
N LA g A0W HN LA+ 3 A7+T00 A LAT+N 387+ AN L AT+ 8 A+720 AN LA+ G A+ 100
00 z0 9l XN LA +8E 461 -
00 0o 0 XN L 47 +61+G -
00 00 Z XN LA +02 +6L -
6k €68 96Z'L XN L A7 +epgwen B
€0 vk 090°t N L AT +eddey B -
00 00 0 XN LAY +0L+61 [
2z GGk 1558 N LA - kA ’ (00’ =) .
00 0¥ o€ XN @ 41+8€ +61 [ a Lo3d R o A P e
00 oo 0 anm.._Ml_..,.m__}mEm 1 1 A T 1L AEEEEI AN EE EEREE EREEE RE
zo 266 668 XN 8 471+0Z +61 B - C
Lo €Ey z6¢ XN g A7 +epquwe ] o F o
Lo L95 pIG XN g A7 +eddey ] C =
00 60 8 XN 8 AT +01+61 B C C_
zo |t 506 naf il @ = Fe
L6 0°G6 6GL'LE +8E +6L D] 2 SpaI A1 || - 2 r =
Z0L 866 169'6E +6L+5 <] = 2 - ANYLOL SOHAWAT 2%
TOL |L'66 SE9'6E +0Z +61 [ C C
Z0L 666 PLLGE +EpquET ] _ 2 [=
00 |10 ve +eddey ] = T FoE
00 Lo ¥5 +0L+6L [ B 5 B r B
cob kvl L9L'6E 1on [l BIEEN - SUENENTY T ST IV -
voL |96 L6S'0F +6100 [
8€EL |G/6 £99'ES svrao 1 -
vk (bPL L1068 XNVLOL SOHdWAT [
000l |####  [e58'68E swand Iy [ SPB8EO0C0L6LSTIM:2=qnl
|EJ0 1% JUBIEd%; SlUusi3i uone|ndod 200-8Gn1L ‘aweN aqnl
Z00 eanL eqny 100" &S I8uEd ‘BWen uswpads

S8 EAIQSOV4 d9g

d

egenae

s

L



Ill. Analyse de biologie moléculaire par RT-qPCR

La real-time quantitative PCR (RT-gPCR) est une méthode particuliere
permettant de faire une PCR quantitative a partir d’'un échantillon d’ARN pour travailler
sur de '’ADN complémentaire (ADNc) obtenu par reverse transcription. Elle mesure le
nombre de copies en continu durant le processus d’amplification. Cette technique a
été utilisée pour rechercher une anomalie génétique du gene de la cycline D1, D2 et
SOX11 et la quantifier par rapport a un géne de référence ubiquitaire, celui de la B2-

microglobuline. Cette technique a été adaptée selon Hamborg et al. (99).

Pré-analytique : les extractions d’ARN ont été réalisées sur I'automate

MAXWELL®. La réaction d’amplification a été permise suite a la préparation de mix
selon le protocole suivant [Tableau 6], les amorces utilisées sont résumées dans le

[Tableau 7].

Tableau 6 : préparation des « mix » RT-qPCR pour la détection de la surexpression de
CCND1, CCND2 et SOX11

e o | oure

MASTER MIX Probes Master 2X 10 pL
Amorce Forward 60 uM 0,1 puL
Amorce Reverse 60 uM 0,1 puL
Sondes 5 uM 0,8 pL
ADNCc - 2 pL
Eau - Qsp 20 pL

Tableau 7 : couples d’amorces utilisées pour I’'analyse en RT-qPCR

9'-CTG-GCC-ATG-AAC-TAC-CTG-GA-3J’ 9-ACT-CCA-ATG-TCT-CTT-TTG-C-3'

- ] ) | = . 5 TAGAAGTTT-TTT-TTTTTT-TTT-
5 GTC-ACA CTT-GAT-CAC TCT-GG-3' 5 CAT-GGCAAACTT-AAA-GTC-GG-3 T

Analytique : la réaction d’amplification a été réalisée sur le Light Cycler® 480

Instrument Il de Roche selon le programme suivant [Tableau 8].
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Tableau 8 : programme d’amplification sur le thermocycleur

s 0 s S

Dénaturation 94°c 3 min

Dénaturation 94°c 30 sec

Hybridation 51°c 45 sec 35 cycles
Elongation 72°c 1 min

Elongation 72°c 7 min

Post-analytique : I'analyse des données a été effectuée sur le logiciel Light
Cycler® 480 SW 1.5.1 et la validation technique des RT-qPCR est basée sur la

méthode de quantification relative « delta-delta-Ct ».
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V. Analyses statistiques

Les représentations statistiques du test de Kaplan-Meier sur la survie sans
progression (PFS) et la survie globale (OS) ont été réalisées sur le logiciel GraphPad
Prism® version 8 et les p-values ont été calculées avec le Log-rank test. La TFS a été
calculée a partir de la date du diagnostic jusqu'a la date du premier traitement (ou du
dernier jour de suivi). L'OS a été calculée a partir de la date du diagnostic jusqu'a la
date du décés (ou du dernier jour de suivi). La PFS a été calculée a partir de la date
du diagnostic jusqu'a la date de progression de la maladie, de rechute ou de déces
(ou du dernier jour de suivi). Les tests statistiques de Mann-Whitney ainsi que les
analyses univariées et multivariées ont également été réalisés sur le logiciel GraphPad
Prism® version 8. Des p-values <0,05 ont été considérées comme significatives.
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Résultats

|. Analyse épidémiologique de la cohorte de patients

A partir d’une cohorte rétrospective de 42 patients [Annexe 3], nous retrouvons
un age moyen au diagnostic de 73 ans, avec une médiane a 75 ans [46-93 ans]. La
population d’étude est majoritairement masculine (n=31) avec un sex-ratio H/F & 2.8/1.

La médiane de suivi des patients était de 33.3 mois [0-56.4 mois] soit 2.3 années.

Concernant les données biologiques, sur ’'hémogramme, étaient retrouvées
une anémie et une thrombopénie dans 54.5% (12/22) des cas, une neutropénie dans
18.2% des cas (4/22) et une hyperlymphocytose dans 63% des cas (17/27). Une

augmentation des LDH se manifeste chez 61% des patients (14/23).

Cliniqguement, des adénopathies et une splénomégalie ont été retrouvées
respectivement dans 81% (30/37) et 58% (21/36) des patients. Ainsi, 9% (2/23) des
patients ont été classés en stade I/l selon la classification de Ann-Arbor et 91% (21/23)
en stade II/1V.

Sur 'ensemble de la cohorte, nous avons rassemblé la notion de traitement
chez 38 patients. lls ont été traités dans 89% (34/38) des cas, avec une médiane de
durée sans traitement (TFS) de 41 jours [1-602 jours]. Parmi les patients traités, 85%

(29/34) ont regu un traitement a partir d’immunochimiothérapie.

Sur 'ensemble de la cohorte, 6 patients ont rechuté et 67% (4/6) d’entre eux

ont bénéficié de thérapies ciblées a partir d’lbrutinib.
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ll. Analyse moléculaire de la cohorte

La surexpression de CCND1, CCND2 et SOX11 a été recherchée a partir de

prélevements sanguins. Ainsi, des données concernant 20 patients de la cohorte ont
pu étre exploitées [Tableau 9].

Quatre-vingt-quinze pourcent (19/20) des patients présentaient, au diagnostic,
une surexpression de la cycline D1, 10% (2/20), une surexpression de la cycline D2 et
enfin 75% (15/20) une surexpression de SOX11.

Tableau 9 : profil mutationnel des patients MCL dans le sang périphérique (n=20)

CCND1 CCND2 m CCND1+/SOX11- | CCND1+/SOX11+ | CCND1-/SOX11+

% 95% 10% 75% 25% 70% 5%
(effectif n=20) (19) 2) (15) (5) (14) (1)

A B
—— Cycline D1+/SOX11- . . —— Cycline D1+/SOX11-
. ns *
—— Cycline D1+/SOX11+ xx p=0014 —— Cycline D1+/SOX11+ } ek i|p-u.w
~= Cycline D1-/SOX11+ 7700 — Cycline D1-/SOX11+ ="~
1 © ]
_ 100: g 100-:
. ] ]
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Figure 29 : OS et PFS selon le profil mutationnel de la CCND1 et SOX11 des patients de
I'étude
Représentation de Kaplan-Meier de A) la survie globale (OS) et B) de la survie sans progression (PFS)

des patients atteints d’'un MCL en fonction de la surexpression de la cycline D1, de la cycline D2 et de
SOX11.
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Les médianes de survie pour 'OS et la PFS sont [Figure 29] :

pour les patients cycline D1+/SOX11+ : 5.11 années [0,00 ; 5.27].
pour le patient cycline D1-/SOX11+ : 0.0137 années.
pour les patients cycline D1+/SOX11-, la médiane de survie pour 'OS n’a pas

été atteinte, tandis que pour la PFS, elle est estimée & 5.05 années [0.95 ; 5.05].
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lll. Analyse phénotypique de la cohorte

1. Profil d’expression phénotypique général

Un immunophénotypage au diagnostic a été réalisé pour tous les patients inclus
dans l'étude (n=42) [Tableau 10]. Il a été mis en évidence que 100% (n=42) des
cellules de MCL sont CD5, CD19 et CD79b positifs. Cependant, il a été mis en

évidence, au sein de notre étude, de variants phénotypiques avec 2.4% (n=1) CD10

positif, 7.1% (n=3) FMC7 négatif et 12% CD23 positif (n=5).

Tableau 10 : profils d’expression phénotypique dans le sang périphérique (n=27) et dans le

ganglion (n=15)

m CD23+ | CD79b+ | FMC7+ | CD20+ | CD10+ | CD38+ C::s"::s
+ + + + + + + + K A

Sang

Y% 100% 100% 19% 100% 93% 93% 4% 52%
(effectif) (27) (27) (9) (27) (25) (25) (1) (14)

% 100%  100% 0% 100% 93%  100% 0% 93%
(effectif) (15)  (15) (15) (14) (15) (14)

a. Cellules lymphoides normales

Sur les 20 prélevements sanguins phénotypiqguement normaux (Sg Nx), nous
observons que la MFI du CD43 était significativement plus élevée au sein des
lymphocytes T [Figure 30.A] (moyenne de la MFI parmi les lymphocytes B et T a 25.4

et 3701 respectivement, p <0.0001).

Parmi les 10 prélevements ganglionnaires normaux (Gg Nx), I'expression du

CDA43 était plus élevé dans les Ly T comparativement aux Ly B (67 vs 1672, p <0.0001)

[Figure 30.B].
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Figure 30 : expression du CD43 parmi les lymphocytes B et T normaux dans A) le sang
périphérique (n=20) et B) le ganglion (n=10) (représentation logarithmique)

b. CD43 et LLC
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Figure 31 : expression du CD43 parmi A) les Ly B Nx (n=20) et les Ly B de la LLC (n=30)
et B) les Ly B des LLC CD38+ et CD38- (respectivement n=7 et 23) dans le sang périphérique
(représentation logarithmique)
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La comparaison a des échantillons de LLC [Figure 31.A] (pathologie de
référence pour laquelle le CD43 est fortement exprimé) mettait en évidence de
maniére attendu que la moyenne de la MFI du CD43 était significativement plus élevée
que chez les Ly B normaux (1022 vs 24.7, p <0.0001).

Cependant, la MFI du CD43 ne differe pas significativement entre une LLC
CD38 positive et une LLC CD38 négative [Figure 31.B].

c. Cohorte totale

Nous avons ensuite étudié la répartition de I'expression du CD43 au sein de

notre cohorte de patients.
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Figure 32 : comparaison d’expression du CD43 des cellules B du manteau et A) les Ly B
sanguins, B) les Ly B ganglionnaires. C) comparaison d’expression du CD43 des cellules B du
manteau entre le sang (n=27) et le ganglion (n=15) (représentation logarithmique)

La MFI du CD43 dans les Ly B MCL était significativement plus élevée que chez
les Ly B Nx aussi bien dans le sang périphérique que dans le ganglion (moyenne a
179.4 vs 25.4 p=0.008 et 351.5 vs 67 p=0.003 respectivement) [Figure 32.A.B].

60



De plus, I'expression du CD43 était significativement plus importante dans les

échantillons ganglionnaires par rapport aux échantillons sanguins [Figure 32.C] (174.3
et 371.7 respectivement, p=0.038).

MFI CD43
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p < 0,0001
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* kKK
p < 0,0001
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p < 0,0001 p < 0,0001 p < 0,0001

Figure 33 : expression du CD43 parmi les différentes populations cellulaires étudiées
dans le sang périphérique (représentation logarithmique)

Finalement, I'expression du CD43 est quasi nulle pour les lymphocytes B

normaux tandis qu’elle est importante pour les lymphocytes T. Les cellules du manteau,

gui sont des lymphocytes B malins, expriment le CD43, davantage que les Ly B Nx

mais moins fortement que ceux dans la LLC. L’expression du CD43 dans les MCL

semble bimodale avec une cohorte fortement expresseur et une cohorte négative,
proche du taux d’expression des Ly B Nx [Figure 33]. Ce constat est également
observable dans le ganglion [EFigure 34].
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Figure 34 : expression du CD43 parmi les différentes populations cellulaires étudiées
dans le ganglion (représentation logarithmique)

d. Ratio de fluorescence

Dans la recherche d’'une standardisation inter-laboratoire (la MFI pouvant étre
délicate d’interprétation), nous avons alors souhaité travailler avec un ratio de médiane

d’intensité de fluorescence (RFI) tel que :

MFI CD43 Ly B MCL

RFI =
MFI CD43 Ly T MCL
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Figure 35 : expression du CD43 parmi les lymphocytes B MCL dans le sang
périphérique et le ganglion (représentation logarithmique)

Le RFI était significativement plus élevé dans le ganglion que dans le sang
périphérique (moyenne des ratios : 3.9 versus 19.6 respectivement, p <0.0001) [Figure

35].

Pour rechercher si 'augmentation du RFI du CD43 dans le ganglion était
expliquée seulement par une augmentation d’expression du CD43 par les Ly B MCL
ganglionnaire, nous avons étudié les expressions du CD43 dans les lymphocytes T de

différents compartiments (sang et ganglion) et états (normaux et réactionnels).

La différence entre la MFI moyenne du CD43 des Ly T réactionnels (5496) et
Ly T des patients MCL (4955) était non significative. En revanche, ces deux
populations cellulaires ont une expression plus importante du CD43 par rapport aux
Ly T normaux (3701, p=0,003) [Figure 36.A].

A linverse, I'expression du CD43 dans le ganglion ne differe pas entre les Ly T
normaux et les Ly T chez les patients atteints d’'un MCL (1593 vs 1703) [Figure 36.B].

Lorsque que I'on compare I'expression du CD43 des Ly T de patients MCL, la

MFI moyenne du CD43 des Ly T dans le sang est bien plus importante que dans le
ganglion (4924 versus 2017 p <0.0001) [Figure 36.C].
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Figure 36 : expression du CD43 parmi les lymphocytes T A) normaux et réactionnels
dans le sang périphérique, B) normaux et chez les patients MCL et C) chez des patients MCL
dans le sang périphérique et le ganglion (représentation logarithmique)

- ns
10000~ © LyTMCLSg —
) . Ly TMCLGg =—
(] A F s
g 50007 o
a ; A
O-"'IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
0 5000 10000
Actual

Figure 37 : QQ-plot, I'expression du CD43 suit une loi normale parmi les patients MCL
dans le sang et le ganglion
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La grande variabilité de I'expression du CD43 des lymphocytes T (normaux et
réactionnels) pourrait étre un frein a I'utilisation d’'un RFI. Afin de s’affranchir de cette
limite nous avons étudié la distribution de I'expression du CD43 dans les Ly T des
patients MCL. La distribution de I'expression du CD43 parmi les lymphocytes T MCL
suit une loi normale. La différence d’expression du CD43 dans le sang périphérique
est non significative, tout comme dans le ganglion [Figure 37]. Le ratio de MFI entre
les lymphocytes B anormaux et les lymphocytes T des patients atteints de MCL peut

donc étre utilisé pour étudier I'expression du CD43.

e. Patients appariés : sang et ganglion

Pour donner suite aux observations faites concernant la MFI du CD43
significativement supérieure dans le ganglion que dans le sang, nous avons étudié le
profil phénotypique chez 4 patients, pour lesquels, nous avions reéalisé un

immunophénotypage, au diagnostic, dans le sang et dans le ganglion [Figure 38.A.B] :
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Figure 38 : différence d’expression du CD43 dans le sang et le ganglion chez des
patients appariés via A) les MFI et B) les RFlI

Comme observé au sein de notre cohorte totale, la MFI et le RFI du CD43

étaient significativement plus élevés dans le ganglion que dans le sang.
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3. Seuil de positivité du CD43

L’objectif de ce travail était également de déterminer, a partir de notre cohorte
de patient, un seuil de positivité du CD43. En effet, n'ayant pas systématiquement de
contréle interne négatif (lymphocyte B normaux) en cas de lymphome du manteau, la

détermination de la positivité du CD43 peut étre délicate.

Pour cela, nous avons classé les patients de différentes fagons :

- Positivité si 20% de cellules exprimant le CD43 avec un seuil arbitraire
d’expression a 102 (seuil habituellement admis pour une expression forte)

- Positivité selon linterprétation biologique de I'immunophénotypage en routine
(utilisation des Ly B Nx en contréle interne négatif ou des Ly T Nx en contrble

interne positif).

Le cut-off d’expression de 102 n’étant pas adapté a la pathologie, nous avons
défini un seuil arbitraire de positivité du CD43 dans le sang périphérique, & une MFI
de 300 et un RFI de 5 d’aprés les résultats de l'interprétation biologique [Tableau 11].

Tableau 11 : détermination d’un cut-off optimal de positivité du CD43 dans le sang
périphérique

Interprétation 20% & 10°

biologique

CD43- CD43+ CD43- CD43+

Effectif n 16/27 11727 25127 2127

Médiane MFI 50,5 231 231 855
[min-max] [9-247] [87-1235] [9-365] [475-1235]

Médiane RFI 1 55 55 18,5
[min-max] [0-4] [1-29] [0-13] [12-25]
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De la méme facon, dans les prélevements ganglionnaires, un seuil arbitraire a
éteé fixé dans le ganglion : une MFI & 500 et un cut-off a 15 [Tableau 12]

Tableau 12 : détermination d’un cut-off optimal de positivité du CD43 dans le ganglion

Interprétation 20% & 103

biologique

CD43- CD43+ CD43- CD43+

Effectif n 5M15 10/15 1715 14/15
Méediane MFI 141,5 405.5 141,5

[min-max] [94-380] [191-755] [94-551]
Meédiane RFI 11 22 20 11

[min-max] [6-30] [12-34] [8-34]

4. Analyse de survie en fonction du CD43

a. Sang périphérique

Dans notre étude, pour une MFI positive fixée a 300, il a été mis en évidence
une différence significative sur la survie globale (OS) et la survie sans progression
(PFS) chez les patients CD43+ (n=5) par rapport aux patients CD43- (n=22) [Figure
39.A.B]. Les médianes de survie sont de :

- pour les patients CD43- : la médiane de survie de 'OS non atteinte tandis que
celle de la PFS est de 4.7 années [0.00-5.27].

- pour les patients CD43+, pour 'OS et la PFS, sont estimées a 0.170 années
[0.01-5.12].
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Figure 39 : OS et PFS selon la positivité du CD43 dans le sang périphérique (MFI)
Représentation de Kaplan-Meier de A) la survie globale (OS) et B) de la survie sans progression (PFS)

des patients atteints d’'un MCL en fonction de la positivité du CD43 avec un cut-off de la MFI fixé & 300
Effectifs : n (CD43+) =5 ; n(CD43-) = 22

Pour un RFI défini a 5 dans le sang périphérique, 'OS était significativement
moins favorable (p=0.041) chez les patients CD43+ (n=3). En revanche, nous n’avions
pas observé de différence significative sur la PFS [Figure 40]. Les médianes de survie

pour I'OS et la PFS sont respectivement de :

- pour les patients CD43- : 5.11 [0-5.27] et 4.70 années [0-5.27].

- pour les patients CD43+ : 1.35 années pour les deux paramétres [0.01-3.64].
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Figure 40 : OS et PFS selon la positivité du CD43 dans le sang périphérique (RFI)
Représentation de Kaplan-Meier de A) la survie globale (OS) et B) de la survie sans progression (PFS)

des patients atteints d’'un MCL en fonction de la positivité du CD43 avec un cut-off de la RFI fixé a 5.
Effectifs : n (CD43+) =5 ; n(CD43-) = 22
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b. Ganglion

Dans notre série, pour une MFI positive fixée a 500 dans un ganglion, nous
avions une différence significative (p=0.033) sur 'OS et la PFS chez les patients
CD43+ (n=3) par rapport aux patients CD43- (n=12). En effet, la survie a 2 ans était &
30% chez les patients positifs et & 60% chez les patients négatifs pour ce marqueur
[Figure 41]. Les médianes de survie pour I'OS et la PFS sont respectivement de :

- pour les patients CD43- : 2.97 [0.00-4.86] et 2.71 années [0.00-4.86].

- pour les patients CD43+ : 0.534 années [0.17-1.87] pour les deux paramétres.
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Figure 41 : OS et PFS selon la positivité du CD43 dans le ganglion (MFI)
Représentation de Kaplan-Meier de A) la survie globale (OS) et B) de la survie sans progression (PFS)

des patients atteints d’'un MCL en fonction de la positivité du CD43 avec un cut-off de la MFI fixé a 500.
Effectifs : n (CD43+) =3 ; n(CD43-) =12

Pour un RFI défini a 15 dans le ganglion, nous n’avions pas observé de
différence significative sur I'OS et la PFS entre les patients CD43 positif ou négatif

[Figure 42 A.B]. Les médianes de survie pour 'OS et la PFS sont respectivement de :

- pour les patients CD43- : 2.66 [0.08-4.34] et 2.06 années [0.08-3.56].

- pour les patients CD43+ : 2.97 années [0.17-4.86] pour les deux parametres.
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Figure 42 : OS et PFS selon la positivité du CD43 dans le ganglion (RFI)
Représentation de Kaplan-Meier de A) la survie globale (OS) et B) de la survie sans progression (PFS)

des patients atteints d’'un MCL en fonction de la positivité du CD43 avec un cut-off de la RFI fixé a 15.
Effectifs : n (CD43+) =3 ; n(CD43-) =12

D’autres seuils de positivité du CD43 ont été abordés dans le sang périphérique

et le ganglion et sont décrits en [Annexe 4] et [Annexe 5] mais n'ont pas semblé étre

adaptés pour ce marqueur.
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c. Caracteéristiques globales en fonction du CD43

Tableau 13 : analyse épidémiologique de la cohorte de patients étudiés en fonction du

Age au diagnostic (années)

(Médiane [min-max])

Ratio H/F

Anémie (%, n)
Thrombopénie (%, n)
Neutropénie (%, n)
Lymphocytose (%, n)

Traitement (%, n)

TFS (mois)
(Médiane [min-max])

Rechute (%, n)

Déceés (%, n)

O3S (mois)

(Médiane [min-max])

PFS (mois)

(Médiane [min-max])

CD43

CD43- (n=34) CD43+ (n=8) TOTAL (n=42)

76 [46-93]
2,81
58,8% (10/17)
47,1% (8/17)
23,5% (4/17)
64,7(11/17)
90% (27/30)
1,35 [0,03-19,8]
21% (7/34)
67,6% (23/34)

24,1 [0-63,2]

24,1 [0-63.2]

70,5 [63-90]
31
40% (2/5)
40% (2/5)
0% (0/5)
60% (3/5)
87,5% (7/8)
1,12 [0,23-14,7]
0% (0/8)
87,5% (7/8)

4,23 [0,16-61,4]

4,23 [0,16-61,4]

75 [46-90]
2,81
54,5% (12/22)
45,5% (10/22)
18,2% (4/22)
63,6% (14)
89,5% (34/38)
1,02 [0,03-19,8]
16,7% (7/42)
71,4% (30/42)

27,2 [0-632]

27,2 [0-63.2]

Définitions : Anémie : taux d’hémoglobine < 120 g/L pour les femmes et < 130 g/L pour les hommes ;

Thrombopénie : taux de plaquettes < 150 G/L ; Neutropénie : taux de polynucléaires neutrophiles < 1.5

GI/L ; Lymphocytose : lymphocytes > 4 G/L.

Abréviations : OS : survie globale ; PFS : survie sans progression

5. Analyse de survie en fonction du CD38 et CD43

L’expression du CD38 étant décrit comme de mauvais pronostic, nous

souhaitions croiser I'expression du CD43 avec celle du CD38 et observer 'impact sur

la survie chez les patients atteints d’'un MCL.

a. Sang périphérique

La positivé du CD38 (fixé a 20%) s’observait davantage chez les patients
exprimant le CD43 (avec un cut-off a 300) [Figure 43.A]. Cependant, le test de
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corrélation montre que l'intensité d’expression du CD38 n’est pas corrélée a celle du
CD43 [Figure 43.B]. Il n’a pas été mis en évidence une différence significative sur 'OS
et la PFS chez les CD38+/CD43+ par rapport aux patients CD38+/CD43- [Figure 43
C,D].

Les médianes de survie pour 'OS et la PFS sont respectivement de :

- pour les patients CD38+/CD43+ : 0.167 années [0.01-5.12] pour les deux
parametres
- pour les patients CD38+/CD43- : 2.36 [0.05-5.27] et 2.52 années [0.05-5.27].

- pour les patients CD38-/CD43- : la médiane de survie n'a pas été atteinte.
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Figure 43 : analyse de survie du CD38 et du CD43 dans le sang périphérique
Représentation de A) I'expression du CD38 en fonction de la positivité du CD43, B) la corrélation entre

I'expression du CD38 et du CD43 et C) Kaplan-Meier de la survie globale (OS) en fonction de la positivité
du CD38 (20%) et du CD43 (MFI a 300).
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b. Ganglion

L’expression du CD38 ne différait pas dans le ganglion selon la positivité du
CD43 [Figure 44.A]. De plus, I'expression du CD43 n’était pas corrélée a I'expression
du CD38 [Figure 44.B]. Enfin, la double positivit¢ du CD43 et du CD38 impactait
significativement I'OS et la PFS des patients par comparaison aux patients CD38
positif seul [Figure 44.C et D].

Les médianes de survie pour 'OS et la PFS sont de :

- pour les patients CD38+/CD43+ : 0.534 années [0.17-1.87] pour les deux
parametres.
- pour les patients CD38+/CD43-: 2.97 années [0.00-4.86] pour les deux

parametres.
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Figure 44 : analyse de survie du CD38 et du CD43 dans le ganglion
Représentation de A) I'expression du CD38 en fonction de la positivité du CD43 ; B) la corrélation entre

I'expression du CD38 et du CD43 ; C) et D) Kaplan-Meier de la survie globale (OS) et de la survie sans
progression en fonction de la positivité du CD38 (20%) et du CD43 (MFI & 500).

L’analyse univariée sur la survie globale montre que l'intervalle de confiance a
95% (IC95%) des parameétres « Age > 75 ans » et « Sexe : H » inclut la valeur 1. En
revanche, I'lC95% des parameétres « CD43+ » et « CD38+ » ne comprend que des

valeurs supérieures a 1 avec une (p <0.05).
L’analyse multivariée sur la survie globale montre que I'lC95% inclut également

la valeur 1 pour les parametres « Age > 75 ans » et « Sexe : H ». En revanche, I'lC95%

des parametres « CD43+ » et « CD38+ » ne comprend que des valeurs supérieures a
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1. Toutefois, la p value pour ces deux derniers parametres ne sont pas significatifs,
bien qu’étant a la limite de la significativité.

Tableau 14 : analyses univariées et multivariées sur la survie globale

Analyse univariée Analyse multivariée

1,18

Age > 75 ans 0,35-4,08 0,2675 2,68 0,53-16,68 0,2518
1,44 0,36-6,46 0,6134 2,42 0,38-19,97 0,3687

CD43+ 14,6 2,23-201,7 0,0176 9,60 1,31-201,0 0,0541
CD3s+ 8,0 1,76-58,0 0,0149 5,92 1,11-49.72 0,0572

Abréviations : OR : Odd Ratio (estimation du risque relatif calculé dans les études rétrospectives) et
IC95% : intervalle de confiance a 95%
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Discussion

|. Epidémiologie de I’étude

La population de cette étude est semblable a celle décrite dans I'épidémiologie
du lymphome du manteau, c’est-a-dire une majorité d’hommes d’un &ge moyen proche
de 75 ans (5). Comme attendu, le syndrome tumoral des patients de notre cohorte
était important avec principalement des stades Ill ou IV au diagnostic d’aprés la

classification de Ann-Arbor (59).

Bien que la cytologie soit parfois trés évocatrice d'un MCL (avec la présence de
cellules lymphoides de taille moyenne, au rapport N/C élevé et au noyau parfois
irrégulier et a la chromatine mature), des examens complémentaires sont
indispensables devant toutes suspicion de lympho-prolifération pour orienter plus

finement le diagnostic.

En biologie moléculaire, notre étude montre une surexpression de CCND1 dans
95% des cas et celle de SOX11 dans 80% des cas. Une surexpression de SOX11 est
décrite comme étant de mauvais pronostic, permettant de distinguer les MCL
classiques des formes indolentes (87). Notre population d’étude met en évidence 3
patients cycline D1 positif et SOX11 négatif : ces 3 patients sont encore en vie. Des
cas de MCL cycline D1 négatifs ont été décrits et seraient de pronostic plus sombre
(100). En cas de négativité de la cycline D1, la cycline D2 peut étre sur exprimée, via
des translocations impliquant les chaines légeres des immunoglobulines (88). Ainsi,
nous décrivons un patient cycline D1-/SOX11+. Une surexpression de la cycline D2 a
été mise en évidence chez ce patient, qui est décédé en 4 jours d’une insuffisance

rénale aigué causé par un syndrome tumoral important.

L’immunophénotypage sanguin et ganglionnaire met en évidence un profil
typique, CD5+/CD20+/CD23- dans la majorité des cas. Il a été décrit que I'expression
du CD23 est de meilleur pronostic et associé a une expression du CD200, a un CD38

négatif et a une expression négative pour SOX11 (101). Bien que la cohorte soit
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restreinte, nous montrons, comme précédemment décrit, que les MCL SOX11- (n=5)

expriment plus souvent le CD23 (40%, n= 2/5) et moins souvent le CD38 (0%)
[Tableau 15].

Tableau 15 : expression du CD23 et du CD38 en fonction du profil mutationnel de

SOX11
CD23+ CD38+
SOX11+ (%, n) 13% (2/15) 53% (8/15)
SOX11- (%, n) 40% (2/5) 0%
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ll. Standardisation en cytométrie en flux

L’utilisation de 'immunophénotypage pour l'identification, la caractérisation et
la surveillance des hémopathies myéloides et lymphoides s’est démocratisé au cours
du temps. Toutefois, la principale limite est son manque de standardisation. En effet,
des différences majeures peuvent exister entre les centres médicaux en fonction
cytométres utilisés, des panels d’anticorps (clone, fluorochrome couplé) et de
l'interprétation des données (seuil de cut-off).C’est pourquoi, depuis 2006, le groupe
EuroFlow (102) a développé des procédures détaillées allant de la programmation des
cytomeétres a I'analyse des données. Par la suite, en 2010, le groupe Franceflow (103)
a été créé afin d’initier la standardisation en France (standardisation des appareils et

des panels).

Afin d’assurer une harmonisation et une standardisation inter-laboratoire, les
centres adhérant au groupe FranceFlow ont a leur disposition des billes de
standardisation Rainbow 8 pics (Becton-Dickinson), de lot de fabriquant identique dans
le but de calibrer le cytométre. L’intensité de fluorescence dans chaque canal doit étre
comprise entre des valeurs seuils, identiques sur chaque site. La reproductibilité inter-
centres est évaluée en utilisant des échantillons sanguins normaux et pathologiques
constituant des contrdles de qualités externes (EEQ). Ces EEQ sont distribués a partir
d’organisme choisi par le biologiste.

Cependant, cette approche repose presque exclusivement sur une évaluation
qualitative des différentes lignées cellulaires, en rendant un pourcentage de cellules
positive pour un marqueur, sans pour autant prendre en compte le nombre de cibles
antigéniques (MFI) (104,105) [Figure 45].
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Figure 45 : intérét d’une approche quantitative en CMF
Représentation en histogrammes bi-paramétriques, de 'immunophénotypage par cytométrie en flux,

des lymphocytes d’un patient atteint d’'un MCL forme classique. Les cellules du manteau (population
rouge) dont les cellules CD43+ (population orange), lymphocytes B normaux résiduels (population
verte), lymphocytes T normaux (population bleue) et les cellules NK (population mauve) (BD FACS

Canto II®, 8 couleurs, laboratoire d'Hématologie, CHU de Caen).
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[1l. MFI : intéréts et limites

Bien que moins répandue, une autre méthode d’analyse des données de
cytométrie en flux est de quantifier I'intensité de la médiane de fluorescence d’un
marqueur (MFI). En d’autres termes, la MFI d’'un antigéne correspond au nombre
d’anticorps qui reconnaissent et se fixent sur 'antigéne en question et par conséquent,

permet la quantification de I'expression de I'antigéne par la cellule (106,107).

L’utilisation de la MFI a pour intérét majeur d’établir un seuil décisionnel de
positivité d’'un marqueur en évitant le jugement subjectif d’'un opérateur sur I'analyse
des données et l'interprétation biologique. Cependant, I'analyse de la MFI nécessite

une standardisation aussi stricte que pour une analyse qualitative.

Cependant, I'analyse de la MFI ne permet pas de s’affranchir des nombreuses
limites de I'utilisation standardisée de la CMF. En effet, de nombreuses études ont
montré qu’il pouvait y avoir des variations de la MFI entre différents laboratoires malgré

I'utilisation de méme test et celles-ci peuvent-étre dues :

e Au traitement de I'échantillon et du réactif : en effet, il faut accorder une
importance au titrage d’un anticorps car I'utilisation d’'une concentration
non-optimale d’anticorps entrainera par conséquent une positivité
inexacte du marqueur en question (102,108). Cette limite est maitrisée
dans notre laboratoire, via l'utilisation de tubes lyophilisés (lyotube),
garantissant une standardisation des anticorps utilisés.

e Le cytométre en lui-méme : la standardisation et la normalisation du
cytometre est indispensable et est assurée par des contrdles de qualités
externes (équivalent de 1 par an) et des contréles avec des billes de
standardisation Rainbow 8 pics (Becton-Dickinson) journaliers
permettant de calibrer le cytomeétre.

Finalement, ces limites sont communes a toute analyse de cytométrie en flux,
gu’elle soit qualitative ou quantitative. Toutefois, la MFI apporte davantage de

standardisation des résultats en s’affranchissant de la variabilité inter-opérateur lors
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de I'analyse des données des échantillons biologiques en considérant la population

cellulaire d’intérét dans sa globalité.

L’utilisation de données reproductibles constitue un enjeu majeur de cette étude.
Ainsi, nous avons limité les inclusions aux patients ayant eu un immunophénotypage
lymphocytaire, dans les conditions actuelles d’utilisation. Incluant le type d’appareil
(FACSCANTO Il acquis en Février 2007 et standardisé selon FranceFlow) et le panel
d’anticorps (clone et fluorochrome identiques, mis en place en 2014). L'utilisation des
profils phénotypiques antérieurs a cette date aurait biaisé I'étude avec des résultats

non comparables entre eux, notamment par le fait de fluorochromes différents.

De plus, pour s’affranchir d’autant plus des variabilité inter ou intra laboratoire,
nous avons souhaité tester l'utilisation de la RFI (ratio de fluorescence) entre un
controle interne positif (lymphocytes T) et la population d’intérét. L’utilisation de ce ratio
bien que plus robuste ne semble pas, dans notre étude et sur cette cohorte, étre assez
sensible. En effet, I'expression du CD43 par les lymphocytes T ne semble pas

constante en fonction des états physiologiques et pathologiques.

Afin de s’affranchir de I'absence de contréle interne négatif, et plutét que
d’utiliser les MFI, une autre solution possible serait d’utiliser un isotype contréle [Figure
46.A]. Cette technique consiste a marquer les cellules avec un anticorps de méme
isotype (chaines lourde et Iégere identique), conjugué au méme fluorochrome et utilisé
a la méme concentration que l'anticorps d’intérét. Cette association permet d’identifier
la liaison aspécifique de l'isotype sur I'antigéne et la fluorescence induite par cette
liaison pourra étre exclue. |l serait nécessaire pour cette technique de réaliser un tube

supplémentaire constituant la principale limite de cette analyse en routine.

Une autre technique pourrait étre envisagée : la Fluorescence Minus One (FMO)
[Figure 46.B]. Cette méthode permet d’identifier 'impact du chevauchement spectral.
Il se réalise en marquant les cellules d’intérét avec tous les fluorochromes du panel
hormis celui qui est mesuré, cela permettant d’observer toute fuite liée a ce
fluorochrome dans le canal d’intérét et I'auto-fluorescence de la cellule vis-a-vis d’'un

antigéne.
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Figure 46 : positionnement du seuil de positivité selon les méthodes A) contrble
isotypique, B) marquage FMO et C) criblage conventionnel adapté d’apres (109).

83



V. CD43 dans le lymphome du manteau

Physiologiquement, le CD43 est exprimé par la majorité des leucocytes.
Toutefois, sa distribution est variable au sein des différentes populations
lymphocytaires (73). C’est cette hétérogénéité d’expression de cet antigéne qui nous
a encouragés a déterminer son implication dans la maturation de ces lignées

cellulaires.

Des études ont étudié I'expression de marqueurs a différents stades de
maturation des lymphocytes B et ont montré que le CD43 apparait tres tardivement et
jouerait un réle important dans les différentes étapes d’activation et de différenciation
cellulaire (110). Il est également exprimé par les plasmocytes, stade ultime de
maturation des lymphocytes B (111). Jimi et al. ont mis en relation I'expression du
CD43 avec la voie de signalisation NF-kB : le pic d’activité transcriptionnelle de cette
voie était retrouvé parmi les pro-lymphocytes B CD43 positif (112). Leur analyse a
montré que, la voie de signalisation NF-kB semble fournir un signal nécessaire a la

progression des pro-lymphocytes B CD43+ en pré-lymphocytes B CD43- (112).

Le CDA43 est considéré comme un marqueur pan-lymphocytaire T, représenté
a tous les stades de maturation (70). Les lymphocytes T peuvent migrer vers les sites
inflammatoires pour générer une réponse immunitaire. L'E-selectine est une adhésine
exprimée par les cellules endothéliales activées permettant le recrutement des cellules
T vers les sites inflammés (113). L’antigene CD43 a été identifi€é comme un
corécepteur endogene pour I'E-selectine (113). Ainsi, en cas dinflammation, les
lymphocytes T vont surexprimer le CD43 qui se liera a la E-selectine pour générer une
réponse immunitaire locale. Dans notre étude, nous mettons également en évidence
une surexpression du CD43 par les lymphoyctes T activés et les lymphocytes T des
patients MCL (70).

Bien que les implications physiologiques et pathologiques du CD43 soient mal
définis, en plus de I'adhésion, il semblerait supporter la prolifération des lymphocytes
B (110). Ainsi, en lien avec le site prolifératif nodal, nous retrouvons une MFI du CD43
plus important dans les préléevements ganglionnaires que dans les prélévements

sanguins.
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Chez les patients atteints d’'un MCL, il a été décrit dans la littérature, une
expression variable du CD43 (114). Dans notre cohorte nous confirmons que
I'expression du CD43 différait significativement des cellules B normales, avec une
répartition bimodale. Cependant I'intensité d’expression du CD43 dans le MCL est plus

faible que dans la LLC.

Dans l'intérét d’'une standardisation inter-laboratoire, nous avons également
exprimé la MFI du CD43 en ratio de fluorescence en considérant les cellules B du
manteau et les lymphocytes T de ces patients. Le ratio est significativement beaucoup
plus important dans le ganglion que dans le sang ((moyenne des ratios : 3.9 versus
19.6 respectivement, p <0.0001). Cela peut s’expliquer par le fait que la MFI du CD43
dans les Ly B des patients MCL est plus importante dans le ganglion que dans le sang
périphérique mais également par le fait que la MFI du CD43 dans les Ly T MCL est
moindre dans le ganglion par rapport au sang périphérique.
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V.Impact pronostique du CD43 dans le MCL

Afin d’évaluer un éventuel impact pronostique du CD43 dans le lymphome du
manteau, il a été nécessaire d’établir un seuil de positivité du CD43 aussi bien dans le
sang que dans le ganglion. Par consensus, nous avons I'habitude de classer un
marqueur positif dés lors ou au moins 20% d’'une population cellulaire d’intérét
expriment ce marqueur. Dans notre étude, cette fagon d’analyser I'expression du
CD43 s’est révélée difficile, car contrairement aux autre marqueurs utilisés (CD19,
CD20, CD23, CD5, CD10...), il n’existe pas toujours de population cellulaire négative
servant de contr6le interne. Il est ainsi délicat de placer un cut-off de maniére optimal.
Afin d’étre reproductibles nous avons choisi de mettre un cut-off de positivité a une
intensité del03. Aprés analyse, cette limite de 10% (habituellement admise) était
beaucoup trop élevée et ne permettait pas de discriminer les populations avec une
expression positive. Une approche basée sur l'interprétation biologique semblait étre
une piste beaucoup plus intéressante afin de classer les patients de I'étude. A partir
de ces cut-off de MFI définis arbitrairement dans le sang périphérique et dans le
ganglion, nous avons reclassé les patients de notre cohorte selon leur profil

phénotypique CD43+/CD43- et analysé I'impact sur la survie.

Dans le sang périphérique, nous avons déterminé un seuil décisionnel a 300
pour la MFI et a 5 pour le RFI. Nous trouvons qu’une MFI positive du CD43 a un impact
significativement péjoratif sur 'OS et la PFS des patients. Un RFI positif a un impact

sur 'OS malgré une PFS non significativement différente.

Dans le ganglion, nous avons fixé un seuil décisionnel a 500 pour la MFI et a
15 pour le RFI. Ces seuils révélent qu’'une MFI positive a un impact significativement
péjoratif sur 'OS et la PFS. Cependant un RFI positif ne semble pas impacter 'OS et
la PFS. Bien que nous ayons montré une distribution normale de I'expression du CD43
par les lymphocytes T, I'importante variation en fonction de I'état d’activation et de
I'origine du prélevement, limite probablement I'utilisation du RFI.

Le caractére plus agressif des MCL CD43+ pourrait s’expliquer par I'activation
constitutive de la voie NF-kB et induire une inhibition de [I'apoptose et une

hyperprolifération cellulaire (112). En effet, les cellules pro-lymphocytaires B CD43+
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expriment des niveaux élevés de Bcl-2, agent anti-apoptotique, contrairement aux
cellules pré-lymphocytaires B CD43- [Figure 47]. De plus, un modéle murin avec une
expression conditionnelle du CD43 sur lymphocytes B a montré une splénomégalie
sur les souris CD43+ avec une infiltration par des lymphocytes B et une diminution de

'apoptose (115).
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Figure 47 : résumé de I’activation de la voie NF-kB et des niveaux d’expression de Bcl2
a différents stades d’activation des lymphocytes B, selon (116)

Cependant, compte tenu de la proportion plus importante de MCL CD38+ dans
la cohorte CD43+, nous avons souhaité exclure un éventuel facteur confondant du
CD43. Quatre-vingt-dix pourcents des MCL expriment le CD38 +. Son expression est
corrélée a une forme ganglionnaire agressive et & un mauvais pronostique (117,118).

Il est établi que le CD38 est positif si 20% des cellules expriment ce marqueur.

Dans le sang périphérique et dans le ganglion, l'intensité d’expression du CD43
n'est pas corrélé a I'expression du CD38. De plus, les patients CD43+/CD38+ ont
tendance a avoir une survie moindre, bien que I'OS et la PFS ne sont pas
significativement différente. En revanche, dans le ganglion, nous avons observé que
la co-expression du CD38 et du CD43 était corrélé a une survie significativement
diminuée par rapport aux patients CD38+/CD43-. Le CD43 pourrait alors étre un

by

marqueur de mauvais pronostic a part entiére, qui de plus, surajouté au CD38,

témoignerait d’'une survie moindre.
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L’analyse univariée de notre étude montre que la positivité du CD38 et du CD43
constituent des marqueurs de mauvais pronostic sur la survie. L’analyse multivariée,
malgré une tendance a démontrer le méme constat, ne permet pas d’obtenir des

résultats significatifs. La limite principale étant le faible effectif de notre étude.

88



Conclusion et perspectives

Le lymphome du manteau est un LMNH B a petites cellules, agressif, rendant
le diagnostic précoce primordial pour la prise en charge des patients. Des arguments
anatomopathologiques (variant blastoide) ou encore moléculaires (surexpression de

SOX11) sont déja définis comme étant des facteurs de mauvais pronostic.

L’objectif principal de cette étude était d’analyser les variations d’expression du
CD43 dans le lymphome du manteau au diagnostic, tous variants confondus, a partir
de prélevements sanguins et ganglionnaires et d’observer si ce marqueur représentait
un éventuel impact pronostique au sein de ce lymphome. La difficulté principale était
d’établir un seuil reproductible de positivité basé sur I'intensité d’expression, compte

tenu de 'absence de population cellulaire servant de contréle interne négatif.

A partir d’'une méthode de cytométrie en flux quantitative, cette étude a mis en
évidence une expression variable du CD43 parmi les différentes populations
lymphocytaires. Nous avons montré que les lymphocytes B du manteau expriment
davantage le CD43 que les lymphocytes B normaux. De plus, cet antigéne est plus

exprimé dans le ganglion que dans le sang.

Cette étude a permis de constater que I'expression du CD43 dans le sang
périphérique et dans le ganglion entrainait un impact péjoratif sur 'OS et la PFS. De
plus, associée au CD38, lI'expression du CD43 pourrait représenter un impact

pronostique encore plus défavorable.

Cette étude constitue a ce jour, a notre connaissance, la seule évaluation du
CD43 en tant que marqueur de survie dans le lymphome du manteau. Cependant,
etant donné le faible effectif de notre cohorte de 15 ganglions et la variabilité
d’expression du CD43 par les lymphocytes T servant de dénominateur, il n’a pas été
permis de mettre en évidence un RFI robuste dans le sang et le ganglion. Un
élargissement de la cohorte doit étre entrepris et une étude multicentrique doit étre

envisagée afin de confirmer et solidifier nos résultats.
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Annexes

Suggested target genes

Chromosome region® Functional process
Gains
3q26.1-26.32 28-50
7p22.1-p22.3 831 IGF2BP3 (IMP3) Insulin-ike growth pathway
8g24.21 6-32 MYC Cell growth, proliferation, apoptosis
10p12.2-p12.31 6-12 aMn Cell cycle, DNA damage response
11q13.3-g21 414 CCND1 Cell cycle
12q14-q15 37 CDK4, MDM2 Cell cycle, DNA damage response, apoptosis
13g31.3 51 MIR17HG Cell cycle, apoptosis
15q23 10-23
18q21.33 317 BCL2 Apoptosis
Losses
1p32.3-p33 18-52 CDKN2C, FAF1 Cell cycle, apoptosis
2q13 317 scLar Pro-apoptosis
2q37.1 15-33 SP100-SP140 DNA damage response
6G23.3-q25 19-36 TNFAIP3/LATS1 NF-kB inhibitor/cell cycle
8p21-pter 17-34 MCPH1/FBX025 DNA damage/apoptosis
9p21 10-36 CDKN2A, COKN2B, MTAP/MOBKL2B  Cell cycle
9q22.2-q22.31 17-31 CDC14B, FANCC, GAS1
10p14-p13 18-28
11g22.3 11-57 ATM BIRC3 DNA damage response
13q13.3 25-55 DLEU1, DLEU2, RB1 Cell cycle, apoptosis
13q34 16-54 CUL4A, ING1, Cell cycle, DNA damage response
17p13 21-45 P53 Cell cycle, DNA damage response
19p13.3 10-24 MOBKL2A Hippo signaling pathway
Somatic mutations
11223 41-61 ATM DNA repair/genomic integrity
17p13.1 14-31 TP53 Cell cycie, DNA damage
11q13.3 14-34 CCND1 Cell cycle
12q13.12 12-23 KMT2D (MLL2) Epigenetic modifier
7G36.1 5-16 KMT2C MLL3) Epigenetic modifier
4p16.3 10-13 NSD2 (WHSC1, MMSET) Epigenetic modifier
11q22.2 6-10 BIRC3 NF-kB signaling pathway
6p21.1 5 NFKBIE NF-kB signaling pathway
9g34.3 7 TRAF2 NF-kB signaling pathway
9g34.3 5-14 NOTCH1 Notch signaling pathway
1pi2 5 NOTCH2 Notch signaling pathway
8g22.3 7-18 UBRS Ubiquitin-proteasome system
7p22.2 315 CARD11 B-cell receptor signaling pathway
1p21.2 315 S1PR1 Lymphocyte migration
5q14.3 37 MEF28 Transcription factor
40313 7 TLR2 Tolk-like receptor

*. minimal aitered regions vary slightly among different studies; *, homozygous deletions have been identified.

Annexe 1: liste des anomalies cytogénétiques les plus fréquemment retrouvés dans le

MCL
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Formes localisée
(stades I/ll de la classification de Lugano)

Avec forte masse tumorale ou facteurs
pronostiques péjoratifs

Avec faible masse tumorale

Traitement systémique similaire a celui
indiqué pour les formes avancées +
radiothérapie de lidation en f tion
de la localisation tumorale et des effets

indésirables attendus

Courte chimiothérapie conventionnelle
d’induction suivie d’une radiothérapie de
consolidation

Formes avancées
(stades IIIfIV de la classification de Lugano)

/

Patients « jeunes » Patients

tients « agés »
(> 65 ans)

(= 65 ans) « fragiles »

Approche intensive non envisageable. Traitement a
o o personnaliser en fonction de I'age physiologique, des
Immunochimiothérapie comorbidités et du statut de performance en s’aidant si
Intensive besoin d’une évaluation gériatrique

e | |

Immunochimiothérapie Meilleurs soins de

Autogreffe conventionnelle support ?
Traitement de R-CHOP, VR-CAP, BR, Immunochimiothérapie
maintenance Rituximab R-BAC adaptée
R-C ou R-B ou

1 R-CVP

Traitement de
maintenance par
Rituximab

~

Patients « agés » Patients

Patients « jeunes »

(= 65 ans) (> 65 ans) « fragiles »

Immunochimiothérapie

Immunochimiothérapie Immunochimiothérapie
R-BAC ou R-B ou R-BAC ou R-B ou BR a dose réduite ou
traitement ciblé traitement ciblé traitement ciblé
Discuter Discuter
Traitement de Radio-immunothérapie
Allogreffe maintenance par
Rituximab

Rechutes ultérieures

Traitement cible
Alternative : répéter le traitement antérieur (rémission longue)

Annexe 2 : recommandations thérapeutiques selon PESMO (98)
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Epidémiologie

Anatomopathologie

Patient Age Sexe statut vital Suivi (jours) Type de prél it |Pr Ana pathologie Infiltration Cycline D1 KI67
i 79 1 1 801 Sang NA NA NA NA
2 68 1 1 754 Ganglion Ganglion axillaire gauche ND 1 ND
3 59 1 1 329 Sang Ganglion ND 1 ND
4 46 1 0 1024 Sang BOM ND 1 ND
5 66 1 1 61 Sang BOM nodulaire ND ND
6 72 1 0 1717 Sang NA NA NA NA
7 85 1 0 1843 Sang NA NA NA NA
8 56 1 0 1039 Sang Ganglion inguinal droit ND 1 ND
9 84 1 1 5 Sang NA NA NA NA
10 63 1 0 1868 Sang Polypes coliques diffuse 1 30%
11 69 1 1 62 Ganglion Ganglion diffuse 1 ND
12 83 2 1 197 Sang Ganglion cervical droit ND 1 ND
13 83 1 1 230 Ganglion Ganglion lliaque nodulaire 1 20%
14 83 1 0 533 Sang NA NA NA NA
15 80 2 0 680 Ganglion Ganglion axillaire droit diffuse 1 80%
16 71 2 0 828 Sang NA NA NA NA
17 71 1 0 1584 Ganglion Ganglion axillaire ND 1 ND
18 87 2 0 1160 Sang NA NA NA NA
19 47 1 0 1775 Ganglion Ganglion cervical droit ND 1 30%
20 49 1 1 508 Sang NA NA NA NA
21 93 1 1 44 Sang NA NA NA NA
22 78 2 0 413 Sang Carcinose péritonéale ND 1 ND
23 88 2 1 55 Sang NA NA NA NA
24 72 1 1 682 Ganglion NA NA NA NA
25 59 1 0 169 Sang Ganglion axillaire nodulaire 1 30%
26 74 1 0 23 Sang NA NA NA NA
27 80 1 1 20 Sang NA NA NA NA
28 89 2 0 1 Sang NA NA NA NA
29 67 1 0 827 Sang NA NA NA NA
30 75 2 0 1722 Ganglion ND ND 0 25%
31 90 2 0 195 Ganglion Ganglion axillaire ND 1 70%
32 82 2 0 1300 Ganglion Ganglion axillaire gauche diffuse et nodulaire 1 ND
33 53 1 0 1925 Sang Ganglion inguinal diffuse 1 30%
34 80 1 0 716 Sang NA NA NA NA
35 78 1 0 3 Sang NA NA NA NA
36 80 1 1 922 Sang NA NA NA NA
37 63 1 0 947 Ganglion Ganglion diffuse 1 50%
38 56 1 1 1086 Ganglion Ganglion spinal droit diffuse 1 30%
39 77 1 1 1 Ganglion Ganglion inguinal ND ND ND
40 59 1 1 31 Ganglion Ganglion Axillaire diffuse 1 60%
41 86 2 1 374 Ganglion Ganglion cervical gauche diffuse et nodulaire 1 50%
42 69 1 0 1329 Sang Ganglion diffuse 1 40%
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Epidémiologie CMF chaine D5 CD23 CD43 CD79%b FMC7 CD20 CD10 CD38

Patient % inflitration  |Score de Matutes K/L MFI % MFI % MFI % MFI | MFI(T) Ratio (B/T) % MFI % MFI % MFI % MFI % MFI
1 40% 1 k 930 99,7 | 6049 | 14 91 57 202 5219 4 99,8 | 22938 | 916 | 2835 | 100 | 8885 | 06 1 999 | 6621
2 89% NA k 2819 957 | 2338 | 01 29 11 189 1467 13 100 | 11874 | 14,8 163 545 | 1168 01 34 88,7 | 1473
& 7% NA | 32401 884 | 2401 [ M8 | 13 04 64 5762 1 999 | 26855 | 22,1 | 340 | 706 | 1694 | 01 15 79 | 1316
4 20% NA k 3726 98,8 | 2750 8 54 07 4 4293 1 999 | 25659 | 80,6 | 1660 | 99,9 | 8367 | 04 35 3 50
5 43% 2 k 697 996 | 5675 | 94 97 45 361 4507 8 97 | 2205 [89,7 | 5245 | 982 | 5586 | 0,8 1 56,2 | 1159
6 47% 1 k 3082 92 2464 | 03 36 14 107 3666 3 99,3 | 5394 [ 926 | 2648 98 | 10720 | 02 58 257 572
7 95% 2 k 7379 999 | 6432 | 483 | 568 06 34 5012 1 99,7 | 19795 | 84 | 2381 998 | 6397 | 02 1 17| 132
8 69% 2 k 739 48 130 8,6 139 09 9 3947 0 982 | 3679 [ 995 | 7126 | 100 | 12729 | 25 96 1.3 129
9 98% 2 | 1710 931 | 2465 | 08 51 249 475 | 3990 12 995 | 1466 | 31 189 | 189 | 562 | 03 57 [ 999 | 7047
10 72% 2 k 366 894 | 2432 | 27 126 10,8 365 10734 3 952 | 1051 01 112 0 76 0 23 72 1058
11 95% NA k 4553 929 2542 1 09 4 16,1 522 3574 15 100 | 11212 | 328 | 276 |[853 | 2357 | 04 75 992 | 2974
12 84% 1 k 5509 100 | 4394 | 03 43 25 134 5100 3 99,8 | 14625 | 989 | 6248 | 99,9 | 9472 | 99 40 99,7 | 2883
13 84% NA k 2652 998 | 3071 | 02 36 34 191 1585 12 100 | 10052 | 41,7 | 324 [ 904 | 3016 | 01 46 | 986 | 2781
14 81% 2 k 5584 97,5 | 3018 | 541 877 01 20 5888 0 999 [ 23205 | 92 3192 | 99,7 | 7604 | 01 23 03 57
15 88% NA k 6451 96 | 2500 | 14 80 5,5 264 | 3246 8 100 | 15939 | 986 | 13732 | 99,7 | 17262 | 04 1 473 3703
16 90% 1 k 3563 M2 981 03 59 03 24 5162 0 999 | 11304 | 96 2996 | 99,7 | 5958 | 01 16 02 102
17 84% NA k 2895 948 | 1846 | 02 42 64 306 | 2199 14 100 | 5505 | 656 | 937 | 967 | 3865 | 0,1 1 99,8 | 3864
18 53% 1 k 2977 99,8 | 3701 11 52 08 48 7215 1 100 | 19731 | 308 | 406 100 | 4706 | 04 33 69 210
19 76% NA | 9724 875| 1473 | 28 92 15 453 | 1567 29 999 | 1516 | 833 | 2050 | 981 | 4110 | 27 35 [ 904 | 2470
20 74% 1 k 7461 994 | 3157 7 ns 03 25 5382 0 99,7 | 10845 | 87,6 | 2255 | 100 | 9132 01 1 989 | 3679
21 89% 2 k 274 97,2 | 6493 | 869 | 3410 71 92 6204 1 99,7 | 7376 | 655 | 1166 99 5572 | 01 8 87 165
22 88% 3 k 478 96,5 | 5191 | 718 | 1587 02 9 5972 0 99 5055 [ 629 | 999 | 976 | 6170 | 862 1 73 210
23 2% 1 | 754 996 | 8858 | 2,6 103 68,5 1235 4912 25 99,7 | 8798 | 808 | 5011 [998 | 8814 | 02 1 936 | 2236
24 50% NA k 2649 442 | 746 03 89 194 543 1837 30 100 | 2155 | 954 | 5037 [ 999 | 14650 | 47 51 675 | 969
25 7% 1 | 10146 952 | 2347 | 03 52 07 54 2701 2 999 | 14935 | 90 | 4697 |998 | 8882 7 240 74 158
26 79% 1 | 7789 999 | 4413 [ 102 73 49 n 4261 2 953 | 7390 | 462 | 7242 [999 | 9779 | 02 1 453 618
27 64% 1 k 4916 999 | 4528 | 02 66 04 134 4489 3 99,8 | 8293 | 999 | 30448 | 99,9 | 27097 | 04 1 422 616
28 50% 1 | 52255 4741 1003 | 24 92 19 72 4972 1 969 | 37272 | 79 2383 [ 996 | 7258 1 82 9.2 88
29 93% 1 k 3081 99,5 | 3823 | 02 49 46 307 4097 7 999 | 9824 [ 995 | 6598 | 100 | 11516 | 0,1 23 275 | 463
30 89% NA k 6858 999 | 5656 | 03 64 7.7 435 1821 24 100 | 17746 | 756 | 1014 [ 967 | 3436 | 142 | 162 | 856 | 1260
31 96% NA k 5653 100 | 5996 2 75 353 755 3845 20 100 | 12939 | 712 | 1094 | 962 | 4513 0 1 398 549
32 51% NA | 22690 861 | 1432 | 03 64 07 152 1481 10 100 | 11908 | 695 | 794 | 989 | 5907 | 01 28 369 | 567
33 10% 2 k 196 813 | 1713 24 226 97 247 5781 4 996 | 9987 | 865 | 5553 | 981 | 9980 | 15 9 273 | 462
34 88% 1 k 6572 684 | 1206 | 09 72 32 12 5666 2 100 | 9139 | 868 | 1546 | 991 | 4761 0 1 137 | 282
35 80% 1 k 1109 999 | 5998 | 03 35 25 87 2939 3 99,7 | 1864 | 874 | 1910 [999 | 9198 | 04 82 12,6 261
36 96% 1 | 29146 989 | 3003 | 01 63 17,4 254 | 1978 13 100 | 36957 | 233 | 281 [996 | 1976 | 01 1 622 | 839
37 84% NA k 3916 99,6 | 3089 0 15 9,6 380 1279 30 100 | 6005 | 326 | 238 |834 | 2407 0 n 834 | 1152
38 87% NA | 1129 678 | 1646 | 02 32 95 451 2728 17 100 | 3384 | 51,9 | 534 [996 | 5048 | 04 10 |604| 831
39 96% NA | 1586 802 | 1302 | 07 35 49 289 1005 29 100 | 3920 | 90,7 | 2097 | 988 | 4347 | 04 29 94,1 | 2515
40 92 NA k 227 999 | 6965 | 17 76 13 49 1262 4 100 | 6048 | 932 | 3076 | 948 | 4544 | 16 124 | 137 | 278
41 60% NA k 9892 99,8 | 5600 5 99 48 94 1002 9 100 | 63634 | 488 | 492 91 3012 | 03 69 97,3 | 5449
42 94% 2 | 14099 98 | 3318 [ 65 | 105 9 260 | 3934 7 99,8 | 4241 99,7 | 10019 | 99,9 | 12716 | 14 31 141 | 250
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Epidémiologie NFS Biochimie Clinique au di; i Prise en charge Biologie moléculaire
Patient Hb Plg GB PNN Ly B2 LDH |Composé monoclonal [ ADP Splg stade MIPI OMs ttt TFS (jours) RR ? SOX11 CCND1 CCND2
1 ND ND ND ND 19 ND ND ND 1 1 ND ND ND 1 590 0 ND ND ND
2 ND ND ND ND ND ND 277 0 1 1 4 ND 0 1 55 0 NA NA NA
3 13 158 | 13,63 2,59 1036 | 57 508 0 1 1 4 ND ND 1 13 1 ND ND ND
4 79 32 235 m 1,05 ND 299 0 0 1 ND ND ND 0 NA NA 0 1 0
5 133 303 79 541 12 102 270 ND 1 ND 4 68 2 1 7 0 1 1 0
6 ND ND ND ND 3 ND ND ND 1 0 ND ND ND 1 444 1 ND ND ND
7 14,6 146 | 40,01 46 3501 | ND 191 ND 1 1 ND 72 0 1 602 1 0 1 0
8 143 134 | 19,66 732 10,56 | ND ND 0 1 1 4 ND 0 1 73 0 0 1 0
] 81 103 | 2375 95 95 ND 608 0 ND ND ND ND ND 0 NA NA 1 0 1
10 8 14 1272 6,75 531 ND 795 ND 1 1 4 7 0 1 18 0 1 1 0
11 13,6 2n 7,02 4,65 162 27 243 1 1 0 3 4 0 1 48 0 NA NA NA
12 121 278 154 6,14 7,63 65 215 0 1 0 4 ND ND 1 70 0 ND ND ND
13 133 34 7.84 541 143 | ND ND ND 1 0 ND ND ND 1 210 0 1 1 1
14 9 197 69,7 37 646 | ND ND ND ND ND ND 7 0 1 106 0 1 1 0
15 ND ND ND ND ND ND 540 ND 1 0 3 ND 1 1 4 1 NA NA NA
16 15 162 | 50,32 554 4378 | ND 221 ND 0 0 ND ND ND 1 28 0 1 1 0
17 16 205 17,0 322 09 ND ND ND 1 0 3 ND ND 1 70 1 1 1 0
18 97 86 78 396 3,28 ND 161 ND 0 0 0 6,7 1 0 NA NA 0 1 0
19 ND ND ND ND ND 58 207 0 1 1 4 52 1 1 14 1 NA NA NA
20 ND ND ND ND 95 ND ND ND 1 1 4 ND ND 1 146 0 ND ND ND
21 65 185 6,88 0,14 674 | ND 170 0 0 1 4 ND 1 1 1 0 ND ND ND
22 n9 635 189 16,4 13 ND 753 0 1 0 4 81 ND 1 6 1 0 1 0
23 ND ND ND ND ND ND ND ND 1 1 4 ND 4 1 34 0 1 1 0
24 ND ND ND ND ND | ND 442 ND 1 1 4 3 0 1 447 0 NA NA NA
25 72 64 747 142 534 | 166 100 0 1 1 ND ND ND 1 14 0 1 1 0
26 ND ND ND ND 75 ND ND ND ND 1 ND ND ND 1 23 0 ND ND ND
27 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
28 ND ND ND ND ND | ND ND ND 0 0 ND ND ND ND ND ND 1 1 0
29 136 126 | 1877 394 1421 | ND ND ND 1 1 ND ND ND 1 83 0 1 1 0
30 ND ND ND ND ND ND ND ND 1 1 ND ND ND ND ND ND NA NA NA
31 ND ND ND ND ND ND ND ND 1 0 2 ND 1 1 19 0 NA NA NA
32 ND ND 31 ND ND | ND ND ND 1 0 4 ND 1 1 41 0 NA NA NA
33 134 106 49 243 20 64 178 ND 1 1 2 4 0 1 54 0 1 1 0
34 ND ND ND ND ND ND ND ND 0 1 ND ND ND 0 NA NA ND ND ND
35 ND ND ND ND 26,5 ND ND ND 0 1 4 ND ND 1 1 0 1 1 0
36 92 338 | 37,27 447 30,56 | 119 393 ND 1 1 4 72 1 1 296 0 ND ND ND
37 ND ND ND ND ND | ND 260 ND 1 0 4 ND 1 1 7 0 NA NA NA
38 ND ND ND ND ND 31 345 ND 1 0 ND ND ND 1 138 0 NA NA NA
39 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 3 ND ND ND ND ND NA NA NA
40 1n5 88 12,85 0,77 9,89 ND 860 0 1 0 ND ND 1 1 8 0 1 1 0
41 ND ND ND ND ND 37 287 0 1 1 ND ND ND 1 10 0 NA NA NA
42 52 22 63,49 6,98 546 | 101 ND 1 1 1 4 ND ND 1 13 0 1 1 0

Annexe 3 : caractéristiques de la cohorte de patients étudiée
Légende : dans la catégorie « Sexe » : 1 = Homme ; 2 = Femme / dans la catégorie « Statut vital » :
1 = Déces ; 0 = Vivant / pour les autres parametres : 1 = Présence ; 0 = Absence.
Abréviations : Hb: hémoglobine ; Plg: plaquettes ; GB : globules blancs; PNN : polynucléaires
neutrophiles ; Ly : lymphocytes ; ADP : adénopathie(s) ; Splg : splénomégalie ; ttt : traitement ; RR :

rechute, réfractaire.
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Annexe 4 : seuil décisionnel de positivité du CD43 dans le sang périphérique
Représentation de Kaplan-Meier de A) la survie globale (OS) et B) de la survie sans progression (PFS)

des patients atteints d’'un MCL en fonction de la positivité du CD43 avec un cut-off de la MFI fixé a 200.
De la méme facon, représentation de Kaplan-Meier de C) la survie globale (OS) et D) de la survie sans
progression (PFS) des patients atteints d’'un MCL en fonction de la positivité du CD43 avec un cut-off
de la MFI fixé a 250.
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Annexe 5 : seuil décisionnel de positivité du CD43 dans le ganglion
Représentation de Kaplan-Meier de A) la survie globale (OS) et B) de la survie sans progression (PFS)

des patients atteints d’'un MCL en fonction de la positivité du CD43 avec un cut-off de la MFI fixé a 400.
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TITRE
IMPACT PRONOSTIQUE DU CD43 DANS LE LYMPHOME DU MANTEAU

Résumé

L'expression du CD43 est variable dans le lymphome du manteau. Toutefois, son implication sur la survie n’a
pas été exploitée. Une étude rétrospective de 2014 a 2019 a été réalisée sur 42 patients atteints d’un
lymphome du manteau (MCL) au centre hospitalo-universitaire de Caen afin d’évaluer I'impact du CD43 sur
la survie globale (OS) et la survie sans progression (PFS) dans le MCL.

Cette étude est basée sur la quantification de I'intensité du CD43. Cet antigene est davantage exprimé par
les cellules du manteau ganglionnaire plutot que sanguine (371.7 et 174.3 respectivement, p=0.038). La
positivité du CD43 a été admise pour une MFI (médiane d’intensité de fluorescence) supérieure a 300 dans
le sang périphérique et 500 dans le ganglion. Dans le sang périphérique, malgré une survie moindre des
patients CD43+, I’OS et la PFS ne sont pas significativement différentes. Dans le ganglion, la positivité du
CDA43 serait en lien avec une OS (5.11 vs 1.35) et une PFS (4.70 vs 1.35) moins favorable (p= 0.033).

Dans cette étude, la positivité du CD43 serait un marqueur de mauvais pronostic. De par le faible effectif de
I’étude, ces données doivent étre confirmées par une cohorte plus importante.

TITLE
PROGNOSTIC IMPACT OF CD43 IN MANTLE CELL LYMPHOMA

Summary

CDA43 expression is inconstant in mantle cell ymphoma (MCL). However, its implication on survival has not
been highlighted. A retrospective study from 2014 to 2019 was carried out on 42 patients with MCL at the
teaching hospitality of Caen in order to perform CD43 impact on overall survival (OS) and progression-free
survival (PFS).

This study is based on the quantification of the intensity of CD43. It’s more developed in lymph node rather
than blood (371.7 and 174.3 respectively, p= 0.038). CD43 positivity was admitted for an MFIl (mean of
fluorescence) greater than 300 (peripheral blood) and 500 (lymph node). In peripheral blood, despite
reduced survival for patients with CD43+, OS and PFS are not significantly different. In lymph node, the
CD43’s positivity would be linked to a less favorable OS ((5.11 vs 1.35) and PFS (4.70 vs 1.35), p= 0.033.

In this study, the positivity of CD43 would be a marker of poor prognosis, confirmed by a multivariate
analysis. Due to the small size of this study, these data must be confirmed by a larger cohort.
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