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ABREVIATIONS

ADN : Acide Désoxyribonucléique

Ag : Antigeéne

ANCA : Anticorps anti-cytoplasme des polynucléaires
AREB : Anémie réfractaire avec exces de blastes
ARN : Acide ribonucléique

ATLL : Leucémie-lymphome T de 1’adulte

BAT : Biopsie de I’artére temporale

BOM : Biopsie ostéo-médullaire

CCP : Peptides citrullinés

CD : Cluster de Différenciation

CD40-L : Cluster de Différenciation 40 Ligand
CDR3 : Régions déterminant la complémentarité 3
CHU : Centre Hospitalier Universitaire

CMH : Complexe majeur d’histocompatibilité
CMYV : Cytomégalovirus

CPA : Cellule présentatrice d’antigéne

CTLA-4 : Protéine T-lymphocyte-associée cytotoxique 4
DICS : Déficit immunitaire combiné sévere

DICV : Déficit immunitaire commun variable
DLBCL : lymphome diffus a grandes cellules B

DN 1/2 : Doubles négatifs 1/2

DNA-PKcs : DNA-dependent protein kinase

DILS : Syndrome d’infiltration lymphocytaire diffus
EBV : Epstein-Barr Virus

FAN : Facteurs anti-nucléaires

FR : Facteur rhumatoide

HLA : Human Leucocyte Antigen

ICAM-1 : InterCellular Adhesion Molecule
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IgH : Immunoglobulin Heavy Chain

IP : Immunophénotypage

LAL : Leucémies aigues lymphoblastiques

LAM : Leucémie aigué myéloblastique

LB : Lymphocyte B

LFA-1 : Lymphocyte function-associated antigen 1
LH : Lymphome de Hodgkin

LIP : Prolifération induite par la lymphopénie

LGL T : Leucémies a Grands Lymphocytes T

LLC : Leucémie Lymphoide Chronique

LNH : Lymphomes Non Hodgkinien

LT : Lymphocyte T

MALT : Tissu lymphoide associé aux muqueuses
MGUS : Gammapathie monoclonale de signification indéterminée
MRD : Maladie résiduelle

NEFS : Numeération formule sanguine

NHEJ : Non -Homologous End-Joining

NK : Natural Killer

PAMPS : Pathogens Associated Molecular Patterns
PCR : Polymerase Chain Reaction

PR : Polyarthrite rhumatoide

PPR : Pseudo-Polyarthite Rhizomélique

RSS : Recombination signal sequences

SA-T cells : Scenescence associated T cells

SB : Southern Blot

SMD : Syndrome my¢lodysplasique

SMG : Splénomégalie

TCR : T Cell Receptor

TCUS : T Clone of Unknown Significance

T-PLL : T Cell Pro Lymphocytic Leukemia

TEP Scanner : Tomographie par émission de positrons avec scanner

TREC : TCR excision circles
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VIH : Virus de I’'Immunodéficience Humaine
VPN : Valeur prédictive négative
VPP : Valeur prédictive positive

XLA : Agammaglobulinémie liée a I’X
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INTRODUCTION

Larecherche du réarrangement du 7' Cell Receptor (TCR) par PCR est une technique permettant
de rechercher dans le sang, dans les tissus et dans la moelle un clone lymphocytaire T. Elle est
utilisée en hématologie et en anatomo-pathologie dans le cadre du diagnostic et du suivi
d’hémopathies lymphoides. La recherche du réarrangement TCR est entre autre utilisée,
lorsqu’elle est concordante dans le sang et dans la peau, pour le diagnostic de lymphomes
cutanés"). Par ailleurs, de nombreux cas d’anatomopathologie font 1’objet d’une étude
complémentaire avec recherche de clonalit¢é lorsque le phénotypage et les ¢léments
anatomopathologiques ne permettent pas de caractériser formellement I’hémopathie®®. Enfin,
le réarrangement TCR peut étre utilis€¢ dans I’évaluation de la maladie résiduelle lorsqu’un
clone T est mis en évidence au diagnostic, de fagon a évaluer la réponse au traitement et la
rechute précoce le cas échéant, comme dans le cas de la LAL-T par exemple®. Ces recherches
de réarrangement TCR en hématologie se font principalement sur les pieces d’anatomo-
pathologie et dans la moelle osseuse, mais peuvent également se faire dans le sang. Les
recherches de réarrangement TCR dans le cadre des hémopathies, en particulier sur les pieces
de biopsies, ont fait I’objet de recommandations internationales pour 1’harmonisation et le
perfectionnement des pratiques. Il n’y a pas, a notre connaissance, de recommandations quant
a I'utilisation de cet examen en dehors de ce cadre. Il n’y a pas non plus de précision quant a la
place du réarrangement TCR dans le dépistage d’éventuelles hémopathies, notamment en ce
qui concerne le TCR sanguin. Par ailleurs, la présence de TCR clonaux pourrait avoir un impact
péjoratif dans la prise en charge de certaines pathologies auto-immunes : c’est le cas par
exemple pour I’anémie hémolytique auto-immune (AHAI) pour laquelle il pourrait y avoir une
maladie plus sévére en cas de TCR/IgH clonal chez les patients. Un lien semble également
exister entre TCR clonal et PTI® : il semblerait que la présence d’un TCR clonal puisse étre

associé a une non réponse a la splénectomie dans les cas de PTI réfractaires.

Cette technique est utilisée en dehors des indications habituelles dans le service de Médecine
Interne du CHU de Rouen depuis environ 2013. Elle est utilisée comme aide diagnostique en
cas de suspicion d’hémopathie lymphoide. Les examens biologiques sanguins sont peu invasifs,
et il nous est apparu que le réarrangement TCR, au méme titre que la Numération Formule

Sanguine (NFS), 1’¢lectrophorése des protides sériques (EPS) et I’'immunophénotypage et la
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recherche de réarrangement (IgH), pourrait avoir une place dans notre arsenal diagnostic. Son
accessibilité par cette technique de prélévement a conduit a une augmentation progressive des
prescriptions sur les dernieres années. Par ailleurs, des réarrangements TCR peuvent également
étre demandés lors de la réalisation de biopsies tissulaires et de prélevements médullaires dans
des contextes ou il y a suffisamment d’éléments cliniques ou paracliniques orientant vers une

hémopathie lymphoide clonale.

Notre avons réalisé une étude rétrospective monocentrique avec pour objectif principal de faire
un état des lieux des pratiques concernant les demandes de réarrangements TCR qui ont été

faites dans le service de Médecine Interne du CHU de Rouen entre 2017 et 2020.

Nos objectifs sont : la description de la population chez laquelle un réarrangement TCR est
demandé, 1’évaluation rétrospective de I’intérét de cet examen (en particulier dans le sang) dans
le cadre du diagnostic d’hémopathies lymphoides ainsi que son impact sur la prise en charge
des patients. Nous avons cherché a savoir dans combien de cas cet examen était positif lorsqu’il
a été¢ demand¢, dans quels contextes il a ét¢ demandg¢, et si cet examen a permis de poser plus

facilement des diagnostics d’hémopathies lymphoides, en particulier les lymphomes T.
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1.PHYSIOPATHOLOGIE ET GENERALITES

1.1. Rappels sur I’immunite

1.1.1. Immunité innée et adaptative

Il existe chez ’homme deux types d’immunité : I’immunité innée qui est immédiate, et
I’immunité adaptative, qui est acquise. L’immunit¢ immédiate est non dépendante de
I’antigéne, et fonctionne par reconnaissance des Pathogens Associated Molecular Patterns
(PAMPS). L’immunité adaptative est spécifique et s’articule autour de la présentation de

I’antigene via le Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH).

Plusieurs types de cellules font partie du systéme immunitaire, parmi lesquelles les
lymphocytes T (LT) et les lymphocytes B (LB). Ces cellules font partie de I’'immunité
adaptative. Les lymphocytes T composent I’immunité cellulaire, tandis que les lymphocytes B

composent I’immunité humorale.

Le lien entre 'immunité adaptative et 'immunité innée dépend des cellules présentatrices

d’antigénes (CPA).

Cette these concernant plus particuliérement les TCR, nous nous concentrerons sur I’immunité

adaptative et son fonctionnement dont nous ferons quelques rappels ci-apres.

Les lymphocytes T sont issus du thymus. Il s’agit d’un organe du médiastin antérieur ou a lieu
la différenciation des lymphocytes T. Cette différenciation aboutit a la formation du TCR,
récepteur du lymphocyte T et acteur essentiel de la reconnaissance par la présentation de

I’antigene.

Le thymus et la moelle osseuse sont des organes lymphoides primaires. La moelle osseuse, a
I’instar du thymus pour les LT, est le lieu de différenciation des LB. Les organes lymphoides
secondaires sont : la rate, les nceuds lymphatiques, le tissu lymphoide associ¢ aux muqueuses
(MALT). Ce sont des lieux privilégiés de la coopération cellulaire pour aboutir a une réponse

immunitaire spécifique.
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1.1.2. Présentation des antigeénes

La reconnaissance antigénique par les lymphocytes T se fait par le biais de la présentation des

antigénes par le CMH (ou Human Leucocyte Antigen-HLA chez I’homme).

Deux types de CMH sont présents dans le systéme immunitaire humain : le CMH de classe I et
le CMH de classe II. Le CMH de classe I est ubiquitaire, présent de manicre plus ou moins
importante sur toutes les cellules de I’organisme. Le CMH de classe II est présent uniquement
sur les cellules professionnelles présentatrices d’antigéne (cellules dendritiques,
monocytes/macrophages, lymphocytes B). Le CMH de classe II est également présent sur les
lymphocytes T mais uniquement lorsque ceux-ci sont activés. Les lymphocytes T CDS8
reconnaissent le CMH de classe I, alors que les lymphocytes T CD4 reconnaissent le CMH de

classe II.

1.1.3. Activation lymphocytaire

Les lymphocytes T naifs issus du thymus sont mis en contact avec les cellules présentatrices
d’antigénes dans les organes lymphoides secondaires apres leur différenciation. Les deux types
de cellules sont attirées par chimiotactisme dans la zone lymphocytaire T des ganglions. C’est

dans cette zone qu’a lieu la présentation de 1’antigéne par la cellule présentatrice, via le CMH.

La reconnaissance de I’antigéne par le TCR du lymphocyte aboutit au premier signal
d’activation lymphocytaire, signal de spécificité. Il y a alors liaison forte entre les deux cellules,
puis renforcement de cette liaison par les molécules Cluster de Différenciation 2 (CD2),
Lymphocyte function-associated antigen 1 (LFA-1), le corécepteur Cluster de Différenciation
4/8 (CD4/CD8), InterCellular Adhesion Molecule (ICAM-1), Clusters de Différenciation 45
(CD45) et 43 (CD43). Ceci qui aboutit a la formation de la synapse immunologique.
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Schéma représentant les différents acteurs de la synapse immunologiques avec les acteurs participants au

renforcement des signaux de prolifération : CD40L, CD28 et le CTLA-4 responsable du rétrocontrole.

Débute alors une stimulation en cascade qui entraine, entre autre, la formation du transcrit NF-

kB, puis celle d’IL-2, facteur de croissance des lymphocytes T.

Un deuxieéme signal est nécessaire a I’expansion des lymphocytes T spécifiques d’un antigéne :
la costimulation. Sans ce deuxieme signal, les lymphocytes T subissent une apoptose ou une
anergie. Ce deuxieéme signal passe principalement par le biais de 1’expression de Cluster de
Différenciation 40 Ligand (CD40-L) sur le lymphocyte T : cette molécule se lie au Cluster de
Différenciation 40 (CD40) de la cellule présentatrice d’antigeéne, grace au signal induit par le
TCR et le Cluster de Différenciation 28 (CD28). Ceci conduit a I’activation d’une boucle de
renforcement de signal (par le biais des molécules Cluster de Différenciation 80 (CD8O0),
Clusters de Différenciation 86 (CD86) et CD28 dont I’expression est augmentée). Cette boucle
de renforcement conduit a une plus forte prolifération lymphocytaire et elle est sous le

rétrocontrole de la protéine T-lymphocyte-associée cytotoxique 4 (CTLA-4).
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1.2. Maturation lymphocytaire

1.2.1. Différenciation lymphocytaire T

Le lieu de différenciation des lymphocytes T est le thymus.

Les lymphocytes T subissent une sélection positive et une sélection négative. Ces étapes

successives de sélections aboutissent a la formation d’un TCR fonctionnel et diversifié.

Sa structure est comparable a la structure d’une immunoglobuline, mais il existe également une
partie intra-cytoplasmique C-terminale composée de molécules Récepteurs immuns basés sur

la tyrosine (ITAM)..

La partie immunoglobulin like est composée de deux chaines, a et B dans la grande majorité
des cas (il existe également des lymphocytes T yo, qui représentent moins de 10% des
lymphocytes T circulants). Elle possede un domaine constant et un domaine N-terminal

variable. Ce domaine variable est a I’origine de la singularité de chaque récepteur TCR.
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Schéma représentant le détail de la structure du TCR of8 avec sa partie Ig like variable et son domaine
intracellulaire composé de protéines ITAM (figure extraite du Collége des Enseignants d’ Immunologie

(ASSIM). Immunologie fondamentale et Immunopathologie. Elsevier Masson 2013)

Les cellules amenées a devenir des lymphocytes T sont d’abord des thymocytes multipotents
doubles négatifs (DN1) CD4-/CD8-. Ces cellules doubles négatives peuvent se différencier en

lymphocytes T mais aussi en cellules NK ou en cellules dendritiques.

Viennent ensuite les thymocytes pro T (DN2), puis des thymocytes doubles positifs
CD4+/CD8+ qui ont alors une expression compléte du TCR et de CD3. La sélection [ se fait
en parallele : le réarrangement de la chaine § du TCR aboutit tout d’abord a un pré-TCR (chaine
B et pré-chaine o). Dans un deuxiéme temps, le réarrangement du locus a a lieu ce qui permet

d’obtenir un thymocyte double positif.

L’étape suivante est la sélection positive : ne sont alors sélectionnés que les thymocytes

interagissant avec le complexe « CMH + antigéne du soi » avec une avidité intermédiaire.

La sélection négative intervient dans un deuxieme temps. Elle consiste en 1’¢limination des
thymocytes dont le TCR réagit trop fortement avec les antigénes du soi. Différents antigénes
du soi sont présentés aux thymocytes via les cellules dendritiques et les cellules épithéliales
médullaires grace a I’action du facteur de transcription AIRE. Ce facteur de transcription permet

la présentation ectopique dans le thymus d’antigénes tissulaires variés.
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A I’issue de cette ultime étape de sélection, les thymocytes deviennent simples positifs CD4 ou

CDS puis quittent du thymus pour la périphérie en tant que lymphocytes T matures naifs.

THYMUS

: St “RIPHER
corticale médullaire PERI RIE

MOELLE OSSEUSE

DN = double négatif, DP = double positif CD4*CD8* SP = simple positif CD4*ou CD8*

Schéma reprenant les différentes étapes de la différenciation lymphocytaires T dans les organes lymphoides
primaires : DN, DP, sélection positive, sélection négative (figure extraite du Collége des Enseignants

d’Immunologie)

1.2.2. Meécanismes génétiques de sélection

Les génes participant a la formation du TCR se trouvent sur 2 chromosomes : le chromosome

14 pour les chaines a et 6 et le chromosome 7 pour les chaines f3 et y.

Les loci génétiques des chaines 6 et B comportent 3 segments génétiques : V (variable) D

(diversité) J (jonction). Les chaines y et 6 ne comportent que les segments V et J.

Le réarrangement génétique lors de la constitution des chaines d’immunoglobulines se fait selon

un ordre précis : réarrangement VJ ou DJ puis VDJ.
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Il existe entre les segments génétiques d’intérét des « signaux de recombinaison », les
Recombination Signal Sequences (RSS), qui encadrent les séquences VDJ. Ces RSS sont
reconnus par les protéines Recombination Activation Gene (RAG). Les protéines RAG sont
effectrices de I’excision (par une nucléase) des segments génétiques pour le réarrangement. Ces

recombinaisons suivent également un ordre strict : 8, puis v, puis B et enfin a.

Les zones de jonction entre les segments V, D et J correspondent aux boucles Régions
déterminant la complémentarité¢ 3 (CDR3), boucles hypervariables et diversifiées qui sont le
témoin de la diversit¢ des TCR. Leur variabilité est notamment en lien avec la délétion et
I’insertion au hasard de plusieurs nucléotides durant les processus de réarrangement. Le nombre
théorique de répertoires TCR différents, dont I’existence est liée aux recombinaisons au hasard,
est de 10'° ; mais dans la réalité, la mesure de la diversité des TCR donne un nombre plus proche
de 108,

1.2.3. Recombinaison VDJ : mécanismes moléculaires

La recombinaison entre les différents génes VDI est rendue possible par la reconnaissance des
régions RSS et par I’intervention de deux genes, desquels dérivent des protéines du méme nom,
RAGTI et RAG2. Nous allons détailler ci-apreés quelques-uns des mécanismes moléculaires en
jeu lors de I’initiation de la recombinaison, tels qu’expliqués, principalement, dans la review de
Schatz et al ). Lorsque des mutations surviennent dans ces génes, elles peuvent étre a 1’origine
de I’émergence d’un dysfonctionnement important dans la genése de la diversité du répertoire

TCR.

La recombinaison VDJ est principalement composée d’une phase de clivage et d’une phase de
raccordement. Il y a tout d’abord formation d’un complexe entre un premier motif RSS et les
protéines RAG, excision, puis incorporation d’un second motif RSS complémentaire du
premier pour former une synapse. Les deux segments RSS sont alors sectionnés et I’ADN est
arrangé sous forme de structure en épingle a cheveux en guise de terminaison. Pendant la
seconde phase, la phase de raccordement, I’ADN est réorganisé et réparé, notamment via une
sous unité composée de la DNA-dependent protein kinase (DNA-PKcs) et de la protéine

ARTEMIS : la réparation produit un segment de jonction codant et un segment signal.
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Détails des etapes d’excision et de réparation dans le cadre de la recombinaison VDJ avec réle des protéines

RAGI/RAG2

La figure ci-dessus résume les premiéres étapes décrites avec les deux phases de clivage et de
raccordement : on constate le role primordial de RAG dans la recombinaison. Des mutations de

ces protéines entrainent, chez 1’humain, une perte partielle ou compléte de la recombinaison
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physiologique V(D)J. Ceci s’exprime sur le plan clinique par des déficits immunitaires plus ou
moins séveres. Etant donné la grande diversité de répertoire existant dans 1°‘espece humaine, un
raccordement avec une réparation d’une grande fidélité est nécessaire pour éviter les
translocations chromosomiques. Les protéines RAG participeraient a contraindre 1’utilisation
exclusive d’une réparation par la voie Non -Homologous End-Joining (NHEJ). Cette voie de
réparation de I’ADN, qui n’est pas la seule voie possible, est plus fiable que d’autres pour éviter
des produits de jonctions avec aberrations et translocations. L importance des protéines RAG
et de leurs co-effecteurs se retrouve également dans ce maintien d’une recombinaison V(D)J

fideéle.

1.2.4. Notions de clonalité et d’expansions clonales

Lors d’un contact avec un antigene particulier, le lymphocyte dont le récepteur TCR correspond
a ’antigéne rencontré va subir des signaux de prolifération et va émettre des « cellules filles »
qui possedent le méme récepteur TCR. Le récepteur en question va devenir prépondérant au
milieu de I’ensemble des récepteurs lymphocytaires : on parle alors de clonalité et d’expansion
clonale. Normalement, le nombre de réarrangements TCR possibles fait qu’il n’y a pas
d’émergence d’un clone ou d’un groupe de clones particuliers dans le sang des individus. Chez
la majorité des personnes saines, la distribution des TCR est dite « polyclonale ». Lorsqu’un
groupe de clones (ou clonotypes, lorsqu’il s’agit de clones fréquemment rencontrés) émerge
chez un individu, on parle d’oligoclonalité. Il s’agit déja a ce stade d’un particularisme qui peut
étre li¢ a une situation pathologique. On commence alors a parler de restriction du répertoire

TCR, par opposition a une diversité TCR polyclonale.

A noter que les différents clonotypes qui composent un répertoire oligoclonal peuvent eux-
mémes ¢étre amplifiés, c’est-a-dire que chaque clone peut donner un grand nombre de cellules
filles. C’est une situation qui, en général, t¢émoigne d’une rencontre ou d’une réactivation face

a un antigene particulier. On appelle cette amplification 1’« expansion clonale ».

11 est également possible de voir (suite a une premicre restriction oligoclonale ou d’emblée sur
un fond polyclonal) apparaitre 1’émergence d’un (ou de deux) clone(s) prédominant(s) : on

parle alors de monoclonalité (ou d’une clonalité bi-allélique).
La notion de clonalité qui va nous intéresser dans ce travail couvre ces différents aspects.
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1.3. Diagnostic de réarrangement TCR

1.3.1. Indications validées et intérét du diagnostic de clonalité en

pratique courante

La recherche de réarrangement TCR est principalement utilisée dans le cadre du diagnostic et
de la caractérisation des hémopathies lymphoides, en particulier dans les examens de moelle ou
sur les pieces histologiques. Dans la plupart des cas, le diagnostic et la caractérisation d’une
hémopathie sont basés sur les éléments d’anatomo-pathologie, d’immunophénotypage et
d’immunohistochimie. Cependant, dans certains cas litigieux, les réarrangements TCR ou IgH
peuvent permettre la caractérisation précise et 1’évaluation de la malignité dans une situation
clinique suspecte d’hémopathie. Les hémopathies malignes sont des maladies clonales, la mise
en évidence de cette clonalité peut étayer un diagnostic de malignité ou permettre de caractériser
plus précisément quel précurseur lymphoide est en cause. En effet, plus de 98% des
hémopathies malignes possedent un réarrangement IGH ou TCR sur un prélévement anatomo-
pathologique. Elles présentent également une aberration chromosomique dans 25 a 30% des

cas®,

Pour ce qui est du réarrangement clonal dans les syndromes lymphoprolifératifs malins, le
second intérét, au-dela du stade diagnostic, réside dans le suivi de la maladie résiduelle (MRD)
2® En effet, une fois la clonalité du syndrome lymphoprolifératif mise en évidence, il est
possible de la rechercher a différents stades d’avancement du traitement afin de mettre en
¢vidence une éventuelle rechute moléculaire, avant qu’une rechute morphologique ne soit

visible.

1.3.2. Cibles de la recherche des réarrangements TCR

Le rationnel du choix des cibles pour la recherche des réarrangements TCR repose sur le

processus physiologique d’enchainement des réarrangements des loci T:
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Figure représentant les régions génomiques des domaines TCR avant et apres le réarrangement, ainsi que les

domaines CDR 1, 2, 3.

Ce processus commence pour les génes TCRf et TCRo de D a J puis de V a D-J et pour les
genes TCRo et TCRypar D aJpuis V al.

Les génes TCRo se réarrangent en premier, puis les génes TCRy, puis les genes TCRf et enfin
les TCRo. (entre le réarrangement TCRp et le réarrangement 7CRa, il y a une délétion du gene

TCRY).

L’étude des génes TCRp est intéressant car ils sont présents a la fois dans les hémopathies a
TCRaf et dans la majorité des hémopathies a TCRyd. L’étude des geénes TCRy est
classiquement utilisée pour le dépistage des hémopathies a TCRap et des hémopathies a
TCRyd : le répertoire des genes TCRy est limité, ce qui en facilite I’étude. A contrario, I’étude
des geénes TCRo est peu utilisée pour le dépistage d’hémopathies excepté dans des cas
particuliers (certaines hémopathies immatures et hémopathies hépatospléniques TCRY9). Les
geénes TCRo sont trop complexes pour étre étudiés a la recherche de clonalité en pratique

routiniere.
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1.3.3. Diagnostic de clonalité

1.3.3.1. Etude indirecte par le biais du CDR3

Le fragment CDR3 de la chaine o ou f du TCR est composé de la partie terminale du fragment
de gene AV ou BV, du fragment de géne AD ou BD, du tout début du fragment de géne AJ ou

BJ et d’une séquence de nucléotides insérée entre V-D et D-J.

Ce fragment CDR3 est unique dans sa composition et, surtout, dans sa taille pour chaque TCR
différent. L’analyse par spectrométrie du CDR3 est ainsi utilisée pour 1’étude des répertoires
TCR avec mise en ¢évidence principalement de profils polyclonaux ou d’expansions
oligoclonales. La technique consiste en une étude sur gel d’agarose apreés dénaturation,
extraction ARN et amplification par reverse transcriptase des fragments CDR3 des familles of3
étudiées. L’analyse de la taille du CDR3 est ensuite réalisée par immunofluorescence et

interprétée par logiciel (GeneScan).
Une taille spécifique de CDR3 correspond a un TCR spécifique.

La distribution de la taille des CDR3 chez les patients sains a été étudiée!'?): les tailles des

CDR3 sont réparties selon une courbe gaussienne.
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Figure représentant la répartition normale des CDR3

En ce qui concerne 1’étude du CDR3 en pathologie!!V: cette technique est utilisée notamment

dans I’é¢tude de maladies auto-immunes/auto-inflammatoires, dans 1’étude des syndromes
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d’immunodéficience génétiques, dans celle des infections chroniques et enfin dans 1’¢tude des

hémopathies malignes.

1.3.3.2. Southern Blot

La technique du Southern Blot (SB) est le gold standard lorsque du tissu frais est disponible
®@_ La technique repose sur les points suivants : digestion de I’ ADN cible par des enzymes de
restriction, séparation des fragments obtenus sur un gel d’agarose par ¢lectrophorese,
incubation avec des amorces complémentaires des genes recherchés, lavage des amorces non

appareillées puis révélations des fragments appareillés par écran radio luminescent.

negative the case negative the case negative
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control control control
123 123 123 123 ) 123 123
(hb) () 30—
30— . 30— ) g
20— 2400 8 ' o— 200 . 2T wow—m ® '
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'
.. 25—
=For 37k - e - 37 .
TCR CB Rearrangement TCR CB Rearrangement IgH (JH) Rearrangement
(LN) (BM) (LN)

(12)

Exemple de recherche de réarrangement TCR dans le cadre de la caractérisation initiale pour un lymphome T
peériphérique, réalisation a partir d 'une biopsie ganglionnaire et sur moelle : réarrangement TCR VB présent,

absence de réarrangement IgH— case report d'un patient avec PTCL-NOS CD20+CCR4+.

La clonalité est présente lorsqu’une bande clairement définie se détache du fond. Un aspect
polyclonal, a I’inverse, donne un aspect avec plusieurs bandes faibles ou une trace sans bande
individualisation (appelée « smear »). Des enzymes de restriction bien sélectionnées et des

amorces bien ciblées par rapport aux genes cibles permettent une détection de tous les types de

réarrangements.

Les geénes étudiés par le Southern Blot sont les génes TCRf exclusivement (répertoires des

geénes TCRy et TCRo trop limités et répertoire du 7CRa trop complexe).
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Le Southern Blot est cependant peu utilisé en pratique pour plusieurs raisons. Tout d’abord elle
nécessite une grande quantit¢é d’ADN de bonne qualité ; ensuite il s’agit d’une technique
demandeuse en temps et en compétences techniques. Enfin, sa sensibilité est relativement

limitée (5%).

1.3.3.3. Cytométrie en flux

La technique de la cytométrie en flux est une technique d’étude plus récente que plusieurs
auteurs!?12) proposent d’utiliser comme méthode rapide et sire de dépistage de clonalité,

notamment en ce qui concerne I’examen des LT du sang périphérique.

Cette technique s’intéresse a I’expression des sous-familles de la chaine f3, et donc du TCR af,
qui sont exprimées par la majorit¢ des lymphocytes circulants. Il est également possible
d’utiliser la cytométrie en flux dans le cas de biopsies, mais le mélange entre
lymphoprolifération pathologique et lymphocytes réactionnels rend la mise en évidence de

clonalité plus difficile dans ce type de prélévement.

L’étude de Van Den Beemd et al'"? portant sur des sujets sains a permis d’établir une référence
pour I’expression de 22 sous-familles Vf dans la population générale. Le panel obtenu des 22
anticorps est sensé couvrir 67% des TCRof3 présentés par la population générale. Une
expression polyclonale consiste en une réactivité avec plusieurs de ces anticorps. L’absence de
réactivité souligne en creux l’expression monoclonale, donc exclusive ou quasi-exclusive,
d’une autre sous famille V3 non couverte par le panel proposé. Dans ce dernier cas, une étude
complémentaire par une autre technique de biologie moléculaire est cependant conseillée par

les auteurs pour identifier et confirmer la clonalité en question.

37



=]
3
"

Q
2
sad

=
=
sk,

CD8 PERCP

10' 102
VIAL A

109 101 10¢ 103 10 10¢ 1
VIAL E VIALF

Figure 2 Flow cytometric analysis of VP repertoire for T-LGL leukaemia patients. In this example, the T-LGL clone shows dim CD8 expression. As
shown in the histogram for vial D, 93% of the gated CD3+ CD8 dim+ cells are positive for Vf 8. (13)

Exemple de résultats de cytométrie de flux pour la recherche d’expression de sous-familles Vp : les cellules
cibles ici ont réagi avec les anticorps anti Vi 8 dans le tube D de maniere spécifique (pas de réaction dans les

autres tubes ou pour les autres anticorps de ce méme tube).

Langerak et al'? se sont basés sur cette expression chez les individus sains pour étudier la
fiabilité de la technique dans la détermination de la clonalité lymphocytaire en pathologie,
¢tude concluante. Ils proposent d’utiliser la cytométrie en flux comme méthode de screening
quantitative pour la détection des populations aberrantes, lorsque cette population concerne
plus de 20% des lymphocytes T périphériques ou plus de 2.10° cellules/L. Feng et al'®

proposent également d’utiliser cette technique pour une quantification de la masse clonale.

[.3.3.4. PCR

La recherche de réarrangement du locus TCR par PCR est rapide, précise, nécessite peu d’ADN
et peut étre utilisée méme quand I’ADN est partiellement dégradé (dans le cas de biopsies de
petites tailles a 1’aiguille ou de biopsies cutanées, mais également en cas de tissu extraits de
bloc de paraffine). La technique consiste principalement en I’hybridation d’amorce avec I’ADN

cible, puis en I’amplification des fragments isolés par I’hybridation.
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Il existe 2 principales études internationales qui visent a codifier et a harmoniser les pratiques
de biologie moléculaire dans le cadre de I’étude des réarrangements 7CR et IGH, IGK, et ce au
niveau international : le rapport BIOMED-2® de Dongen et al, qui s’intéresse au design
d’amorces et aux protocoles pour la réalisation optimale de recherche de réarrangement TCR
par PCR, et les guidelines EuroClonality/BIOMED-2®), qui est complémentaire du rapport
précédent, et qui s’intéresse dans un second temps a établir des protocoles d’interprétation des

résultats obtenus par protocole BIOMED-2.

Le rapport BIOMED-2 préconise I’utilisation de choix d’amorces complémentaires des sous-
familles V, D, J, afin d’obtenir une homologie maximale avec les cibles a partir d’'un nombre
limité d’amorces, ce qui permettrait d’éviter les faux négatifs par alignement non optimal. Les
auteurs proposent de suivre plusieurs recommandations afin de bien choisir les amorces a

utiliser pour la recherche de réarrangement TCR/Ig :

- la position des amorces par rapport au gene étudié doit étre choisi de telle manicre a ce
que la taille du produit PCR soit inférieur a 300bp (100-300bp de maniére idéale) afin
que méme I’ADN dégradé puisse étre utilisé

- la distance minimale a prendre en compte pour éviter les erreurs d’alignement par
rapport aux gene étudié doit étre supérieure a 10-15bp

- les amorces doivent faire moins de 25 nucléotides

- une amorce commune doit étre prioritairement utilisée dans les régions consensuelles et

des amorces individualisées doivent étre préférées dans les zones moins consensuelles.

Une fois les produits de PCR obtenus, 2 techniques sont proposées pour la lecture des résultats ;
on peut utiliser I’une, I’autre ou les 2 afin d’éviter les faux positifs, c’est-a-dire de conclure a
I’amplification d’un TCR clonal alors que la distribution est en fait polyclonale : I’hétéroduplex

et le GeneScanning.
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Figure 3 Schematic diagram of heteroduplex analysis and GeneScanning of PCR products, obtained from rearranged Ig and TCR genes. (a)

Rearranged Ig and TCR genes (IGH in the example) show heterogeneous junctional regions with respect to size and nucleotide composition.
Germline nucleotides of V, D, and | gene segments are given in large capitals and randomly inserted nucleotides in small capitals. The junctional
region heterogeneity is employved in heteroduplex analysis (size and compuosition) and GeneScanning (size only! to discriminate between products
derived from monoclonal and polyclonal lymphoeid cell populations. (b In heteroduplex analysis, PCR products are heal denatured (5 min, 94°C)
and subsequently rapidly cooled (1h, 4'C) to induce duplex thomo- or heteroduplex) formation. In cell samples consisting of clonal lymphoid
cells, the PCR products of rearranged 1GH genes give rise to homoduplexes after denaturation and renaturation, whereas in samples that contain
polyclonal lymphaoid cell populations the single-strand PCR fragments will mainly form heteroduplexes, which result in a background smear of
slowly migrating fragments upon electrophoresis. (c) In GeneScanning fluorochrome-labeled PCR products of rearranged IGH genes are denatured
prior to high-resolution fragment analysis of the resulting single-stranded fragments. Monoclonal cell samples will give rise to PCR products of
identical size (single peak), whereas in polyclonal samples many different 1GH PCR products will be formed, which show a characteristic Gaussian
size distribution.

L’hétéroduplex sépare les produits de PCR sur la base de la taille puis sur la base de la
différence de diversité jonctionnelle : la séquence complémentaire de la séquence clonale
recherchée est hybridée avec les produits de PCR afin de confirmer que ces produits sont bien
identiques dans leur séquence et non juste identiques par la taille. Une complémentarité de
séquence se traduit par la formation d’homoduplex qui migrent en bande de taille attendue,

tandis que les hétéroduplex ne sont retrouvés que sous la forme de traces.

Le GeneScanning sépare les produits de PCR dans un gel de haute résolution en fonction de
leur taille aprés dénaturation et la détection de la répartition se fait au laser : on obtient une
distribution Gaussienne avec pics multiples dans le cas d’une polyclonalité, et un pic unique
en cas de monoclonalité. Cette technique est plus sensible que 1’hétéroduplex, et on n’utilise

plus actuellement la technique d’hétéroduplex seule en raison de sa moindre sensibilité.

Notre sujet nous amene tout particulierement a nous intéresser aux genes 7CRy : le locus du
TCRy se situe sur le chromosome 7 et sa séquence génomique compléte est connue. Comme
évoqué précédemment, il s’agit d’une cible préférentielle pour étudier la clonalité car il est

réarrangg tot dans la genése lymphocytaire et est présent dans les précurseurs TCRaff et TCRYd.
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Sa diversité jonctionnelle est limitée : ceci permet une amplification plus facile, mais peut

rendre la différence entre produits de PCR clonaux et produits polyclonaux plus compliquée.
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Figure 9 PCR analysis of TCRG gene reamangements. {al Schematic diagram of the human TCRG locus on chromaseme band 7pl 4. Only the

rearrangeable V) gene segments are depicted in blue (fun ral Vi) or in gray (nonfunctional V). For the | gene segments, both nomenclatures
are used.” “* "% [h) Schematic diagram of TCRG Vy-); rearrangement with four Vy primers and two J; primers, which are divided over two tubes.
The relative position of the V; arvd ); primers is indicated according to their most 5" nuclectide upstream | -1 or downstream ( + ) of the involved
RSS. ic and di Heteroduplex analvsis and GereScanning of the same paolyclonal and monoclonal cell populations, showing the tvpical
heteroduplex smears and homoduplex bands (left panels) and the typical polvclonal Gaussian curves and monoclonal peaks (right panelst. The
approximate distribation of the polvelonal Gawssian curves is indicated in nt (see also Table 18).

Figure résumant les différentes étapes de [’étude du gene TCRy

41



Etant donn¢ la faible diversité jonctionnelle des genes TCRy, les auteurs du rapport BIOMED-
2 recommandent une analyse systématique par hétéroduplex et GeneScanning : des séquences
de tailles identiques en lien avec la faible variabilité jonctionnelle ont d’autant plus de risque
de migrer dans un méme pic clonal en GeneScanning, alors que leur caractére non clonal sera

démasqué par la formation d’hétéroduplex.

Concernant 1’étude de la clonalité¢ dans des conditions d’ADN partiellement dégradé, des
analyses sur ADN extraits de tissus fixés en paraffine ont montré des résultats relativement
concluant (en comparant avec des cas de clonalité¢ reconnus par d’autres techniques), en
adaptant les dilutions d’ADN pour ¢€luer les inhibiteurs de PCR et pour des produits obtenus
d’au moins 300bp.

Table 22 Number of clonal rearrangements detected in paraffin samples compared with number of clonal rearrangements detected in matched
freshffrozen sample

Maximal size of confrol No. of clonal rearrangements in paraffin sampies per no. of clonal rearangements in fresh or frozen samples
gene PCR product
IGH V- IGH D-J IGK IGL TCRE TCRG TCRD 1114} 114:18  All loci
BCLI-IGH BCLZ-IGH
100 or 200 bp 311 2/5 210 1/3 0/9 1/9 03 0/3 0r2 9/55
127%) (40%) {20%) [33%) (09%) (11%) (D%} (0%) (0%a) (16%)
300 or 400 bp 912 T 1215 4/4 4/5 35 12 142 3/3 42/85
(75%) (719%) (B0%)  (10082)  (BO%) (60%) (50%] (509) (100%)  (76%)

Table 23 Effect of amount of DNA on the maximal size of control gene PCR products in 45 samples

Maximal size of PCH products MNumber of cases accarding to maximal size of PCR products

500ng 100ng s0ng sng
100bp 20 (449%) 16 (42%) 5 (11%) 14 (31%,)
200bp 23 (51%) 2 (4%) 13 (29%) 7 (16%)
300bp 2 (4%4) 18 (409%) 12 (27%) 11 (24%)
400bp 0 {0%) 6 {13%) 15 (33%) 13 (29%)

Tableau regroupant les résultats obtenus en fonction des tailles des produits PCR en condition d’ADN dégradé

La comparaison entre la PCR et le Southern Blot dans le diagnostic de clonalit¢ T ou B montre,
au terme du rapport BIOMED-2, une grande concordance pour les cibles étudiées, permettant
de valider I’utilisation des amorces et des protocoles en pratique de routine avec les amorces

standardisées (PCR multiplex) mises au point au cours de 1’¢tude.

Le deuxiéme rapport, complémentaire, s’attache a rendre I’interprétation des résultats obtenus
la plus objective possible en proposant des guidelines : si les deux premiers écueils de la PCR

sont le faux négatif par mauvais alignement des amorces et le risque de faux positifs par
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distinction difficile entre monoclonalité et polyclonalité, les phases d’interprétation en pré et

post analyses sont elles aussi soumises a des biais.

La premiére proposition du rapport concerne I’information sur la population cellulaire a tester :
cette population doit étre choisie en fonction des données histologiques ou
immunohistochimiques ou a partir d’un immunophénotypage. Ces informations, importantes
pour I’interprétation, sont a prendre en compte a la fois pour la détection des cellules mises en

cause mais ¢galement pour la détection de celles composant le « bruit de fond ».

Vient ensuite le choix des cibles a étudier, pour lequel les auteurs proposent le diagramme de

stratégie suivante :

Suspected B-cell Suspected lymphoid Suspected T-call
proliforations proliferations of proliferations
unknown origin
(BorT) L1
TCRy6+ proliferations
‘/L\‘ or immalure T-cells
1GH V-Jiy TCRBV-Jj
3 lubes TCHB Dp-Jp
I 3 tubes
preferably with |
| m preferably with
1GK Vx-Jx l
1GK Kda TCRG ]
2 tubes 2 lubes
[
no clonality
but still suspected and
+
1GH Dydyy ; = i TCRD
:.I'Id iGL - = m L —d 1 tube —

or heleroduplex smears)

Figure 1. Strategy for PCR-based clonality diagnostics in suspected lymphoproliferations with an inconclusive diagnosis or with unusual
histology, immunophenotype or clinical presentation, using the EuroClonality/BIOMED-2 multiplex PCR protocols. In case of a suspected B-cell
proliferation, IGH Vi—J, multiplex PCR analysis is best performed first. As a second step, IGK PCR analysis (Vik—Jx and Kde rearrangements) can
be chosen. Preferably, these two steps are combined to avoid delay in the diagnostic process. Finally, IGH Dy 1-6-Jy; PCR analysis (potentially
combined with IGL analyses) can be reserved for remaining suspected cases, in which the preceding PCR assays have failed to detect
monaclonality and have not shown clear signs of polyclonality either. For suspected T-cell proliferations, TCRE multiplex PCR is generally
slightly more informative than TCRG PCR, but the order of analysis of these two loci can be changed as they provide complementary
information; preferably both targets should be used in parallel. Only in case of suspected TCRyd ' T-cell proliferations and immature T-cell
proliferations (suspicion of lymphoblastic malignancies), combined TCRG and TCRD PCR analysis is preferred. In case of suspected
lymphoproliferations of unknown origin, both Ig and TCR genes should be used as PCR targets. It should be noted that in such cases the
clonal 1g/TCR results cannot be used straightforwardly for B-/T-lineage assignment. & full-proof diagnosis of polyclonality remains difficult, but
a high probability of polyclonality is supported by clear Gaussian G5 curves or HD smears in the absence of clonal results.

En préanalyse, il est notamment conseillé en cas d’ADN en petite quantité ou de pauvre qualité,

d’étudier le locus TCRy plutot que le locus TCRBfS (amplicons nécessaires plus grands). La
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combinaison des études des loci TCRp et TCRy est préconisée pour rechercher un clone avec la

plus grande sensibilité possible.

En post analyse, il se peut qu’une tentative de PCR ne donne pas d’amplification ; cela concerne
principalement les études des lymphocytes B (pour plusieurs raisons notamment hyper
mutations empéchant I’hybridation, absence de cellules suite a un traitement anti-CD20...),
mais un ADN de mauvaise qualité ou trop peu d’ADN peut également étre un probléme pour

une étude du locus TCRy.

Le principal écueil en post analyse est surtout 1’ interprétation des résultats, qui dépend en partie
des informations déja connues sur I’échantillon étudié, mais est également dépendant de
I’opérateur qui interpréte le rendu de la PCR. 1l convient de faire plus particuliérement attention

dans les conditions d’amplification suivantes :

-La quantité peu importante de lymphocytes dans 1’échantillon (par exemple tissu contenant
peu de lymphocytes comme la peau) : s’il y a peu de lymphocytes, on peut étre confronté a une
amplification préférentielle avec une fausse impression de clonalité ; les auteurs du rapport

EuroClonality désigne cela par le terme de « pseudoclonalité ».

-Les situations d’infection ou d’inflammation : on peut alors retrouver I’émergence de plusieurs
pics clonaux liés a une réponse immunitaires exagérée, qui ne sont pas a mettre en lien de

maniére systématique avec une suspicion de malignité.

-Concernant les sujets agés, les patients immunodéprimeés et les patients transplantés : leur
systétme immunitaire étant plus ou moins défectueux, la production de lymphocytes T est

réduite et peut alors prendre un aspect oligoclonal.

Ces différentes situations sont résumées dans le tableau suivant avec le profil de réaction PCR

attendu en fonction de chaque situation :

Table 3. Typical expected Ig/TCR profiles under different immunobiological conditions

Immunobiclogical condition Examples Expected profile in PCR reaction

No lymphocytes MNon-hematopoietic tissue Mo peaks/bands (w/o background)®

Paucity of lymphocytes Small infiltrate, small sample (for example, skin) [Minar) peaks/bands, not reproducible

{immuneajactivation with dominant dones  Dominant immune response (for example, (Multiple} peaks/bands, reproducible
infection, autoimmunity)

Reactive lymphocytes Broad immune response (Irrequilar) Gaussian curve/smear

Monoclonality {mono-/bi-allelic) Leukemia, lymphoma, (clone of unknown significance)” One or two peaks/bands*

Monaclonality + polyclonal background  Idem, {small) clone between normalfreactive lymphocytes®  One or two peaks/hands® + Gaussian

curve/smear
Monaclonality (somatically mutated) Idem, (post-Jfollicular B-cell process Mo peaks/bands® (or Gaussian curve/smear

from remaining nommal lymphocytes)®

Abbreviations: Ig, immunoglobuling IGK, IG kappa; TCR, T-cell receptor; TCRB, TCR beta. "Nonspecific peakis)/band(s) might be observed, Clone of unknown
significance is mostly seen under conditions in which there is some residual background of polycional cells, “Number of peaks/bands is dependent upon
competition in PCR reaction; for IGK and TCRB loci up to four clonal products may be compatible with one done. “Represents false-negative result.
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La solution proposée pour minimiser ces biais est le controle et la répétition des PCR qui
devraient conduire, en cas de clonalité vraie, a une reproductibilité du résultat : ceci soit sur un
méme échantillon, soit sur plusieurs échantillons différents provenant d’un méme cas. Les
différents phénomenes observables et les €cueils ou biais d’interprétation possibles, ainsi que
les propositions de solution pour limiter les biais ou vérifier les résultats sont résumés dans le

tableau suivant :

Table 2. Technical and biclogical pitfalls in lg/TCR clonality testing

Phenamenon

Lack of clonal signal and lack of polycional
Gaussian curve

Bands/peaks outside size range

Undersized bands/peaks

Oversized bands/peaks

Multiple clonal signals

Selective amplification and pseudoclonality,
due to low level of specific template

Oligo-/monoclonality in histologically
reactive lesion

Oligodonal T-A(B)-cell repertoire in
peripheral blood of elderly individuals,
immunodeficient patients or transplant
patients

Pitfall

1. Poor DNA quality

2. Few T/B cells

3. Clonal signal not detected due to SHM in
malignant cells

1. CDR3 regions/junctions outside 5-95%
size interval

2. Nonspecific product

For example, internal deletion in VHAWAWAL
gene (SHM related)

For example, extended amplification from
downstream J gene (for example, due to
SHM in rearranged JH gene)

Bi-alielic rearrangements

Biclonality

Few T/B cells in sample

Exaggerated immune response with
dominant specificity (for example, large
germinal centers)

Incomplete immune system, for example,
in case of immunosencscence or reduced/
suppressed lymphocyte production

Potential solution

1. Check DMA quality in control PCR
2 Check T-/B-cell content by histology or flow

cytometry
3. Evaluate other framework or Ig target

1. True rearrangement product; in case of doubt,
sequence for confirmation

2. Check Tablel for sizes of nonspecific products
Potential rearrangement product; sequence for
confirmation

Potential rearrangement product; sequence for
confirmation

Consider the number of potential rearrangements
per alleleflocus” and judge whether this fits with
clonality (with biallelic rearrangements) or
biclonality

Repeat multiple PCRs (same tissue, second
independent DNA isolation and/for related tissue)
-+ compare patterns for consistency

1. Repeal multiple PCRs (same tissue, second

independent DNA isolation and/or related tissue)
rcompare patterns for consistency between

samples and multiple targets

2. Re-cvaluate histopathology

Repeat multiple PCRs (same tlissue, second

independent DNA isolation and/or related tissue)

—compare patterns for consistency and compare

with primary process {in case of staging)

Abbreviations: (DR, complementarity-determining region; HD, heteroduplex; g, immunoglobuling IGK, IG kappa; SHM, somatic hypermutation; TCR, T-cell
receptor; TCRB, TCR beta. ®in TCRB and IGK loci multiple rearrangements can be detectable per allele, which influences the number of peaksi/bands that is
compatible with a single done ™ Complex patterns may be seen after HD analysis.

Afin d’aider a harmoniser les pratiques et les rendus de résultats, les auteurs proposent les

conclusions suivantes en fonction des résultats des produits de PCR :
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Table 5. The EuroClonality uniform system for molecular conclusion

Overall technical description for all Molecular interpretation/conclusion Optional: more detailed malecular interpretation®

Ig or TCR targets

No (specific) product, poor DNA quality Not evaluable, due to poor DNA quality

No (specific) product No rearrangement in 1g/TCR targets detected

Clonal {... nt)f Clonality detected Clonality detected (biallelic products)
Clonality detected (biclonality)
Clonality detected (minor clonal product)
Clonality detected (isolated rearrangement)
clonality detected
(with caution, plus advice for follow-up
analysis/new sample)
Clonality detected in addition to background
of B/T cells

Pseudoclonal {one or more No clonality detected, suggestive

non-reproducible products) of low template amount

Multiple reproducible products (nz3)° Oligoclonality/multiple clones detected Dominant cdone in oligo/polyconal background

Polyclonal (not clonal™) Polyclonality detected (no clonality detectad®) Polyclonality detected plus minor clone of
unknown significance®

Not evaluable Not evaluable®

Abbreviations: HD, heteroduplex; Ig, immunoglobuling IGK, IG kappa; nt, nuclectide; TCR, T-cell receptor; TCRB, TCR beta. “Examples of more detailed molecular
interpretation options that can be chosen by the user. ®For 1GK and TCRB loci up to four dlonal products may be compatible with one clone. “In HD analysis a
palyclonal smear may not always be clearly detectable, despite specific product in agarose gel; hence this is scored as ‘not donal’ “'For those cases in which
minor reproducible peaks/bands are detected in the polyclonal background. ®In < 5% of cases the molecular interpretation cannot be made. Clonal peaks/
bands are not necessarily seen for every Ig/TCR rarget analyred to reach the maolecular conclusion ‘clonality detected

Le réarrangement TCR obtenu par PCR, bien que la pratique soit rapide, accessible et précise
(sensibilité de 0,01%) reste donc a interpréter en fonction de tous ces €léments et, bien entendu,
en fonction, du contexte clinique, dans une collaboration entre le clinicien et le biologiste

moléculaire.

Une nouvelle étude" s’est basée sur ces précédents travaux pour améliorer encore 1’efficacité

de la technique, notamment concernant :

- la limitation des surinterprétations de pics mineurs
- le regroupement des amorces en un seul tube
- la génération de produits PCR de petite taille pour faciliter I’analyse de I’ADN issu de

biopsies en paraffine

Cette étude a permis la mise en place d’un systeme de mix d’amorces unique avec mono
fluorochrome, nucléotides spécifiques, permettant d’éviter les faux positifs et les discordances
entre laboratoires. En effet, avec les deux mix initialement utilisés dans le protocole BIOMED-
2, plus de pics étaient retrouvés de maniere discordante entre différents laboratoires. Ceci
pouvait notamment étre en lien avec une large dispersion de taille des produits de PCR, en
particulier lorsque le prélévement d’origine n’offrait que peu de lymphocytes. Par ailleurs, une
amorce particuliére a été exclue du mix en raison de sa tendance a majorer le taux de faux-

positif. La sensibilité avec ce nouveau mix est similaire aux techniques précédentes mais la
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spécificité est améliorée et le rendement en cas d’ADN extraits de biopsies en paraffine est

également amélioré.

1.3.3.5. Perspectives : NGS

La NGS, Next-generation sequencing, ou séquencage a haut débit, a pour base la technique de
séquencage, mais appliquée a un trés grand nombre de molécules d’ADN de maniére
simultanée, afin d’étendre les cibles de recherche (le plus souvent, sous forme de « puce
NGS »). Si cette technique prometteuse est encore difficile a appliquer en pratique de routine
pour des raisons d’accessibilité notamment, un nouveau consortium, 1’EuroClonality-NGS
consortium® a été créé afin de produire des standards de techniques et d’application pour la
NGS, dans le méme esprit que les rapports BIOMED-2 et EuroClonality BIOMED-2 :

recherche de clonalité, analyse de la maladie résiduelle et analyse du répertoire lymphocytaire.

1.4. Restriction « physiologique » de clonalité du TCR

1.4.1. Influence de 1’age sur le répertoire TCR

Une contraction du répertoire TCR avec 1’Age a été observée par plusieurs équipes'9!7). La
diversit¢ TCR diminue de maniére linéaire avec 1’age a partir de 55 ans. Apres 75 ans, le
compartiment des LT CD4 naifs est peu différencié par rapport aux LT mémoires. Le maintien
du compartiment LT CD4 chez ces sujets se fait par prolifération homéostatique a partir de

mitose en périphérie (et non a partir du thymus, qui perd en fonctionnalité avec I’age).

Cette contraction concerne aussi les LT CD8. Il existe également des expansions clonales en
plus de la restriction de diversité'®. Ces expansions sont plus fréquentes chez les sujets de plus
de 65 ans. Des expansions TCR VB des LT CD8 sont retrouvées chez 33,4% des sujets de plus
de 65 ans. Ricalton et al proposent d’extrapoler ce pourcentage a 70% d’expansions LT CD8

dans la population générale.
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Parfois, ces expansions présentent des caractéristiques phénotypiques proches des cellules
grands lymphocytes granuleux (LGL). Ces expansions concerneraient 15,9% des sujets de plus
de 75ans. Elles ne sont pour le moment pas considérées comme un état pré-leucémique étant

donn¢ la rareté de la leucémie LGL mais leur signification n’est pas encore déterminée.

1.4.2. TCUS : entité équivalente a la MGUS ?

(1920 par équivalence avec la gammapathie monoclonale de signification

Certains auteurs
indéterminée (MGUS), proposent de considérer ces expansions clonales LT CD8+ comme une
nouvelle entité : le T Clone of Unknown Significance ou « TCUS » . Ce rapprochement avec la
MGUS se fait le plus souvent a partir de case reports®. 1l a en particulier été décrit une sous
famille d’expansion clonale LT CD8+CD28- : la perte du CD28 est un marqueur de senescence
et ce sous type d’expansion pourrait étre mis en rapport avec les expansions LT CD8+ du sujet
agé. L autre hypothese est celle d’un clone authentique LT CD8 TCUS qui surviendrait chez
des sujets sains de la méme manieére qu’une gammapathie monoclonale. La signification

clinique du TCUS n’est pas définie a ce jour, mais il s’agirait de trouver a terme des facteurs

de risques d’évolutivité éventuelle vers un clone malin.

La présence d’un clone ne signe pas toujours la malignité¢, comme le rappellent Delfau-Larue
et alV: ces auteurs ont mis en évidence le fait qu’il pouvait exister un clone sanguin sans clone
cutané dans un certain nombre de cas de lymphome cutané. La présence d’un clone ne parait
significative qu’en cas de concordance entre un clone sanguin et un clone cutané. Un clone
sanguin LT CD8 ou CD4 isol¢ serait plutot a mettre en lien avec 1’age du sujet (plus de 60 ans),

en concordance avec les données précédentes.

Cette existence de clones de signification indéterminée a été retrouvée par d’autres auteurs?).

Les caractéristiques phénotypiques de ces « TCUS » les rapprochent également des cellules des

T-LGL, sans remplir les criteres diagnostics des clones LGL.
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1.4.3. Lien entre auto-immunité et sujet agé

I1 a été retrouvé dans des répertoires TCR chez des patients atteints de maladies auto-immunes
le méme profil d’expansions clonales LT CD28- que chez les sujets agés. Des auteurs®®
suggerent un lien entre la contraction du répertoire TCR, la perte du CD28 et I’augmentation
des régulateurs pro-inflammatoires avec gain de fonction cytotoxique de LT CD4+(les
expansions clonales du sujet 4gé sont majoritairement CD8+ mais dans le cadre de la restriction
de clonalité¢, les LT CD4+ sont prépondérants dans le compartiment lymphocytaire).
L’ensemble de ces ¢léments serait a 1’origine d’une « atmosphere » pro-inflammatoire et pro-

auto-immune chez le sujet agé.

1.5. Restriction de clonalité du TCR et maladies auto-

mmunes

1.5.1. Généralités

L’¢étude de modeles murins a permis de mettre en évidence deux mécanismes possibles liant

auto-immunité et répertoire TCR :

-Lien entre sénescence et auto-immunité avec expression précoce chez les souris lupiques de
scenescence associated T cells (SA-T cells)®¥. Ces derniéres apparaissent normalement a un
age plus tardif avec le vieillissement. Elles seraient directement impliquées dans la production

d’un environnement pro-inflammatoire et, ainsi, a la production d’auto-anticorps.

- Lien entre lymphopénie et auto-immunité®>: il existe dans des modéles murins un mécanisme
de reconstitution du compartiment lymphocytaire appelée prolifération lymphocytaire induite
par la lymphopénie (LIP). La LIP vise a reconstituer le compartiment lymphocytaire apres une
agression qui aurait déplété le réservoir de lymphocytes. La LIP est d’autant plus prépondérante
que la participation thymique est faible. Ce mécanisme peut favoriser les contractions du
répertoire TCR, 1’oligoclonalité, et la sélection de lymphocytes T avec une avidité importante

pour le CMH (ce d’autant plus que I’environnement est inflammatoire).
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Figure expliquant les différentes évolutions possibles apres agression du systeme immunitaire et

lymphopénie dont la reconstitution via la LIP

Une grande partie des maladies auto-immunes chez I’humain s’accompagne d’une
lymphopénie et 1’étude du répertoire TCR retrouve également souvent une oligoclonalité chez

ces malades.

Se pose la question de I’'impact de cette oligoclonalité sur le développement d’éventuelles
pathologies hématologiques, car on sait par exemple que les patients atteints de Gougerot-
Sjogren ont un surrisque de développement de lymphome non Hodgkiniens (LNH) au cours de
leur maladie®®®, avec un risque relatif jusqu’a 18,8 fois supérieur par rapport au lupus et a la

polyarthrite (pas de surrisque significatif retrouvé pour ces maladies).

1.5.2. Polyarthrite rhumatoide (PR)

La polyarthrite rhumatoide est une maladie auto-immune caractérisée par une atteinte
articulaire, en particulier des synovies. Les principaux symptomes sont des douleurs articulaires
et des arthrites avec destruction progressive et déformation des articulations. Les anticorps en
jeu sont le facteur rhumatoide (FR) et les anticorps anti-peptides citrullinés (anti-CCP).
L’atteinte articulaire peut parfois étre accompagnée d’atteinte systémique (pulmonaire, sérites
et vascularite notamment). Cette pathologie présente une prédominance chez les femmes et

apres 40 ans.
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On retrouve chez les patients atteints de polyarthrite rhumatoide une restriction de diversité des
LT CD4+ sanguins par rapport aux controle sains®”). Dans certaines études, des populations
clonales LT CD4+ sont retrouvées dans les 1ésions synoviales en plus d’un fond oligoclonal®®.
On les retrouve ¢galement dans le sang et ces LT CD4+ sont CD28-. Ce profil parait étre associé
a I’existence de manifestations extra-articulaires de la PR, comme la vascularite rhumatoide, la
kératite ou les nodules rhumatoides®”. Les données sont contradictoires quant a une différence
entre le répertoire sanguin et le répertoire synovial des LT CD4 ; Broker et a/®? en particulier
retrouvent une oligoclonalité intra-articulaire mais un répertoire polyclonal dans le sang ;
cependant plusieurs équipes®”?”GD retrouvent une restriction de clonalité et des expansions
clonales dans plusieurs sites. Lim et a/®! retrouvent méme des expansions clonales similaires

dans des articulations différentes et dans le sang d’un méme patient.

Des expansions clonales LT CD8+ sont également retrouvées dans le sang des patients atteints
de PR®?, notamment dans 33% des cas de Syndrome de Felty ; ces LT CD8+ peuvent
¢galement étre CD28§-.

1.5.3. Lupus érythémateux disséminé (LED)

Le lupus érythémateux disséminé est une pathologie auto-immune systémique caractérisée par
la présence d’auto-anticorps anti-nucléaire avec spécificité anti-DNA et une consommation du
complément. Il s’agit d’une pathologie qui touche principalement les femmes en age de procréer
(20-30 ans) et en particulier dans les groupes ethniques africains et asiatiques (par rapport aux
caucasiens). Les principales atteintes sont: cutanées, articulaire, rénale, hématologique,
neurologique, atteinte des séreuses, atteinte vasculaire. Maladie longtemps considérée comme
due a un dysfonctionnement B, ceci a été derniérement remis en cause et un réle du systéme
lymphocytaire T est également étudié. Les LT pourraient avoir un role dans cette pathologie en

tant que cellules régulatrices, mais aussi en tant que cellules effectrices.

Dans des modéles murins©®®, de méme que dans le sang de patients lupiques, on retrouverait
une tendance a I’oligoclonalité du répertoire TCRap de cellules LT double négatifs. Le
répertoire sanguin des patients lupiques est biaisé de maniére significative®Y®>, que les LT
soient doubles négatifs ou non. Les clonotypes composant ce répertoire semblent stables en cas

de lupus quiescent. Il apparait cependant qu’en cas d’activité de la maladie, les clonotypes
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changent et soient plus nombreux dans le sang. En cas d’activit¢ rénale concomitante, on
constate que la restriction du répertoire TCR est plus grande dans I’infiltrat rénal et les
clonotypes sont différents de ceux retrouvés dans le sang. Ceci pourrait étre dii a une clairance

des LT plus rapide dans le sang que dans le rein ou a une expansion clonale in situ dans le rein.

Ces données semblent étre confirmées par une étude plus récente®® de Xiao Liu et al qui, sur
des échantillons de patients plus importants, retrouve également un biais du répertoire avec
I’existence de plusieurs clonotypes chez les patients lupiques et atteints de polyarthrite
rhumatoide par rapport aux contrdles sains. Des clonotypes publics (partagés par plusieurs
individus, parmi lesquels des contrdles sains) ont également ét¢ mis en évidence mais avec une
fréquence d’expansions plus importante chez les malades. Le grand échantillon de malades
disponible a permis de mettre en évidence des clonotypes prédominants chez les malades que
les auteurs qualifient de clones associés a la maladie (lupique et rhumatoide respectivement).
Dans le cas du lupus, 198 clones spécifiquement associés au lupus ont été mis en évidence : ces
clones pourraient étre utilisés pour le diagnostic de lupus, a la maniere d’un marqueur
diagnostic d’apres les auteurs. Une association entre la présence d’un de ces clones et ’activité

de la maladie a également été retrouvée de manicre significative.

1.5.4. Syndrome de Gougerot-Sjogren

Le syndrome de Gougerot-Sjogren est une maladie auto-immune systémique caractérisée par
la présence d’anticorps antinucléaire avec spécificité anti-SSA ou anti-SSB. Ce syndrome peut
étre primaire ou secondaire. Il existe une prédominance féminine des patients. Les principaux
symptomes cliniques comprennent : un syndrome sec buccal et ophtalmique, une asthénie, des
polyarthralgies. Il peut également y avoir une atteinte systémique de la maladie avec atteintes

neurologique et rénale notamment.

Il existe, chez les patients atteints de Gougerot-Sjogren, un surrisque d’hémopathie au cours du
suivi : 5% des patients développent un lymphome au cours du suivi, principalement un
lymphome du MALT ou un lymphome diffus a grandes cellules B (DLBCL). Concernant les
lymphomes T chez les patients atteints de Gougerot-Sjogren, ils sont assez rares (5cas/110 de
patients atteints de Gougerot avec LNH)®?, et ce malgré la présence d’une restriction du

répertoire TCR. Le LNH T le plus fréquent chez ces patients semble étre le LAIT. Le délai de
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survenue des hémopathies T dans le cours du suivi est en général de plusieurs années (2 a 10-

20 ans).

Plusieurs facteurs de risques d’évolution vers un lymphome sont identifiés®®G? (dont la
disparition du FR, la diminution des IgM sanguins, I’hypertrophie des glandes parotides,
I’apparition de lymphadénopathies etc.).

Les mécanismes d’évolution vers un lymphome semblent comporter notamment la stimulation
antigénique chronique (avec prolifération médiée par les lymphocytes T), I’inhibition de
I’apoptose, la production de cytokines locales et la survenue d’événements oncogénétiques (par
exemple mutation p53). Localement, notamment au niveau des glandes salivaires, il semble que
la monoclonalité IgH pourrait étre un signe d’évolution vers un lymphome. Il existe des
modeles murins ayant permis de formuler 1I’hypothése que localement I’interaction entre les LB
etles LT CD4 via le CD40 et le CD40L participerait a cette évolution. Cette interaction pourrait
favoriser une diminution de 1’apoptose (par le biais d’une hyper-expression de bcl-2 par
exemple), et, ainsi participer a une transformation maligne avec émergence progressive d’un
clone B. Une fois une mutation pro-oncogénique survenue chez un clone viendrait la

transformation vers un lymphome du MALT.

Y. Masaki, 8. Sugai / Awtoimmunity Reviews 3 (2004) 175 182
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Schéma décrivant les étapes et les interactions des LT et LB dans le passage progressif d ‘un répertoire local
polyclonal a un répertoire oligoclonal, puis transformation en lymphome du MALT chez les patients atteints de

Gougerot-Sjogren

Ces hypotheses posent la question du role des lymphocytes T dans la pathogénicité du syndrome

de Gougerot-Sjogren mais aussi dans 1’évolution vers une pathologie maligne.
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Le répertoire TCR dans la maladie de Gougerot-Sjogren a été étudié en particulier dans les sites
d’expression préférentiels de la maladie que sont les glandes salivaires/lacrymales et les reins.
Il semble que le répertoire TCR au sein des glandes salivaires des patients atteints de Sjogren
soit composé de LT CD4+ af3 avec oligoclonalité in situ. De méme, dans les glandes lacrymales
sont retrouvés quelques lymphocytes T avec épitopes restreints?, et qui présentent quelques
¢épitopes communs avec les LT des glandes salivaires. Concernant I’infiltrat rénal : il est
compos¢ lui aussi de LT CD4+ avec un répertoire TCR plus restreint que celui des glandes
salivaires, mais aussi plus restreint que le répertoire sanguin. On retrouve globalement une
restriction du répertoire TCR avec des expansions clonales au niveau des infiltrations locales.

Ces expansions clonales ne sont pas les mémes chez différents patients*?.

La présence d’expansions clonales T dans les biopsies ne semble pas associée a une évolution

vers un lymphome.

1.5.5. Pseudo-polvarthrite rhizomélique et Artérite a cellules

géantes

La pseudo-polyarthite rhizomélique (PPR) est une pathologie inflammatoire rhumatismale qui
touche principalement les sujets agés (plus de 50 ans) et qui se caractérise cliniquement par des
douleurs inflammatoires des ceintures, associées a un syndrome inflammatoire biologique.
Cette pathologie peut étre associée a une artérite a cellules géantes, vascularite des vaisseaux
de moyens calibres. Cette derni¢re entité est caractérisée par des céphalées temporales, un
syndrome inflammatoire biologique avec VS augmentée, des signes cliniques de vascularite
des branches de la carotide externe, une possible atteinte ophtalmique. Histologiquement, on
retrouve une artérite a cellule géante avec atteinte segmentaire et focale de la média du vaisseau

par des cellules géantes sur biopsie de 1’artere temporale (BAT).

Witzen et al*? se sont intéressés a la détection des réarrangements TCR dans les hémopathies
en les comparant notamment a la détection réalisée chez des patients atteints de maladies auto-
immunes et inflammatoires, dont un cas de PPR. Des réarrangements monoclonaux ont été
retrouvés dans 2 cas de maladies auto-immunes et/ou inflammatoires, dont chez le patient
atteint de PPR. Les LT CD4+ sont les cellules prédominantes retrouvées dans les 1ésions

histologiques. Pour un faible pourcentage de ces LT, plusieurs clonotypes particuliers sont
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retrouveés dans certains sites inflammatoires des artéres temporales. Ces clonotypes ne sont pas

retrouvés comme étant sur-représentés dans le sang?).

Concernant le répertoire TCR sanguin, les études sont contradictoires*? mais plusieurs)“®
retrouvent des LT CD8+ activés dans le sang périphérique des maladies et des LT CD8+
cytotoxiques dans l’infiltrat des artéres temporales. Des expansions LT CD4+ sont aussi
retrouvées sur I’histologie et dans le sang périphérique. Ces expansions CD4+ ont tendance a
disparaitre apres traitement. Les expansions clonales LT CD8+ quant a elles persistent malgré
le traitement. La comparaison des expansions clonales retrouvées dans les BAT avec les
expansions sanguines“”) montre qu’il n’y a pas de concordance entre les expansions clonales

retrouvées dans 1’histologie et dans le sang périphérique chez un méme patient.

1.5.6. Anémie hémolytique auto-immune (AHAI)

A la frontiere entre maladies auto-immunes et maladies hématologiques, on retrouve les
cytopénies auto-immunes qui peuvent intéresser les internistes comme les hématologues en
fonction du contexte de survenue : association avec un lupus ou association avec un lymphome
par exemple. Le répertoire TCR chez les patients atteints d’AHAI a été étudié notamment afin
de savoir si les patients porteur d’un clone évoluaient différemment les autres®: un
réarrangement TCR a pu étre retrouvé dans 15,91% des cas et un réarrangement IgH dans
18,18% des cas. L’¢étude de Zhu et al/ met en évidence le fait que les patients atteints d’AHAI
avec un réarrangement TCR et/ou IgH (les deux réarrangements forment un méme groupe)
présentent une maladie plus séveére (taux d’hémoglobine plus bas, CRP plus élevée, délai plus
long dans la réponse au traitement). En recherchant spécifiquement les expansions clonales
CD8+ chez les patients atteints d’AHAI on trouve un réarrangement TCR 7y chez 48,5% des
patients et un réarrangement TCR B chez 45,5% des patients, tandis qu’on ne retrouve pas de
réarrangement monoclonal chez les patients controles atteints de lupus ou de polyarthrite
rhumatoide™®. Contrairement a Zhu et al, on ne retrouve pas ici de corrélation entre la présence
d’un réarrangement TCR et la sévérité de la maladie. Il se pourrait que la différence observée
précédemment soit liée au regroupement des réarrangements TCR et IgH. Le role des clones T
dans I’AHAI reste incertain, car pour le moment les études sont contradictoires quant a I’impact
d’un clone T sur I’évolution de la maladie et il ne semble pas que le clone T soit li¢ a la survenue

d’hémopathies T au cours du suivi.
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1.5.7. Purpura thrombopénique immunologique (PTI)

Autre cytopénie auto-immune fréquemment rencontrée en Médecine Interne : le PTI, qui peut
¢galement étre primaire ou secondaire. Concernant le PTI idiopathique, on note la présente
d’une population oligoclonale de lymphocytes T dans le sang périphérique*”©?. Tous les
patients avec PTI n’ont cependant pas une restriction de clonalité du répertoire TCR : on
retrouve 60,6% de restriction de clonalité avec existence d’un réarrangement IgH dans 58,8%
des PTI chroniques étudiés et une clonalité TCR dans 10,6% des PTI chroniques étudiés®?. Le
taux de réponse aux traitements, lorsqu’une escalade thérapeutique est requise, semble plus

important en cas de restriction de clonalité.

Le répertoire TCR a ¢également fait 1’objet d’une étude particuliere chez les patients
splénectomisés dans le cadre d’un PTI réfractaire. Il semble qu’une non réponse a la
splénectomie soit associée a 1’existence d’une population T avec expansion clonale®. Cette
expansion n’est pas présente chez les contrdles splénectomisés bon répondeurs. Le profil du
répertoire TCR pré-splénectomie des patients n’est pas connu, on ne peut donc savoir si la
population T est préexistante a la splénectomie. Un lien formel entre cette population T et
I’échec du traitement par splénectomie ne peut étre fait. Toutefois, dans la population
pédiatrique de PTI®?, on note une clairance des lymphocytes T y8 polyclonaux lors de la
rémission du PTI. On peut alors faire deux hypothéses : la premiére est que la clairance des
lymphocytes T y0 soit un simple stigmate ou marqueur de la fin de 1’auto-immunité qui est a
I’origine du PTI. La seconde hypothése propose un lien entre clairance des lymphocytes T y0
et guérison du PTL. Ainsi, la question de la clairance des lymphocytes T clonaux en cas de non
réponse a la splénectomie chez les adultes peut se poser : la persistance d’une population de
lymphocyte T avec restriction du répertoire TCR serait-elle un stigmate d’une non clairance
d’une auto-immunité persistante ou participe-t-elle au mécanisme pathologique de maniere plus
directe ? Il s’agit de considérations qui restent en suspens, malgré les quelques données

disponibles sur le répertoire TCR dans cette pathologie.
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1.6. Restriction de clonalité du TCR et maladies

hématologiques

1.6.1. Leucémie a Grands Lymphocytes (LGL)

La leucémie a grands lymphocytes représente 2 a 5% des syndromes lymphoprolifératifs©®
avec une évolution le plus souvent indolente et chronique. Cependant, elle peut étre a I’origine
de complications, notamment infectieuses, en rapport avec des cytopénies. L’¢tude du locus
TCR est utile dans le diagnostic des LGL®Y. 11 existe deux types de LGL différentes : la LGL
a cellules Natural Killer (NK) et la LGL a LT. Dans ce dernier type, on retrouve un clone LT
de phénotype CD3+CD4-CD5dimCD8+CD16+CD27-CD28-CD45R0-CD45RA+CD57+
(phénotype de LT activé). La présence de LT clonaux avec ce phénotype particulier correspond
a un des criteres de la définition de la LGL. Ce clone peut étre médullaire (>10% de cellules
LGL au myélogramme) et/ou sanguin (en général seuil >2G/L de cellules LGL, mais seuil
admis parfois plus bas <IG/L -pour une norme <0,3G/L). Un contexte de maladie auto-immune
ou d’hémopathie autre peut Etre associ¢ a ce diagnostic. Cependant, certains auteurs
différencient la présence d’un TCR monoclonal dans le cadre d’une leucémie a grands
lymphocytes et la présence d’un « petit clone » avec cellules a grand lymphocytes©®>. Ce « petit
clone » serait différent car il ne serait pas en lien avec une hémopathie clinique de type LGL. Il
n'y aurait ni symptomes, ni répercussions cliniques, et ce clone ne serait pas associé¢ a une autre
hémopathie ou une maladie dysimmunitaire. Ce « petit clone » présente tout de méme
¢galement I’aspect de grand lymphocyte CD3+ CD8+ (dans la majorité des cas ; les cas de LGL
CD4+/CD8+ou CD4+CD8- étant tres rares), et reste a ce titre singulier par rapport aux autres

clones TCR existants.

1.6.2. Syndromes myvélodysplasiques (SMD)

La my¢lodysplasie est un groupe de pathologies hétérogénes caractérisées par une
hématopoicse clonale et une insuffisance médullaire. Elle peut étre accompagnée de

manifestations auto-immunes. Les syndromes myélodysplasiques sont classifiés en
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stratification de risque de transformation en leucémie aigué¢ my¢éloide (bas, intermédiaire et haut
risque) et également divisés en six sous-groupes : anémie réfractaire, anémie réfractaire
sidéroblastique, cytopénie réfractaire avec dysplasie multilignée, anémie réfractaire avec exces
de blastes (AREB), syndrome my¢lodysplasique inclassé, sous-type syndrome 5q-. Le taux de
progression d’un syndrome my¢élodysplasique vers une leucémie aiglie myéloide (LAM) est

d’environ 30%°9,

Un biais du répertoire TCR a été retrouvé chez les patients atteints de syndrome
myélodysplasique (prélévements médullaires) par rapport a des sujets sains®”. Ce biais
diminuerait apres traitement, mais cela n’a pas ét€¢ confirmé par les auteurs concernant les
traitements par agents hypométhylants. Geng et al®® confirment I’existence d’un répertoire
TCR CD8+ avec expansions clonales dans les AREB et les AREB-LAM. Ces expansions sont
plus souvent retrouvées chez les patients de 60 ans ou plus. Il n’y a pas d’association entre la
présence des expansions et des facteurs autres (sexe, numération, sous-type de SMD, score

pronostic).

Ces LT clonaux seraient retrouvés ans 50% des SMD®® | 13 encore sans lien significatif avec
des parametres paracliniques ou des scores pronostics. Lorsqu’un examen médullaire est
réalisé, les expansions clonales sont systématiquement quantitativement plus importantes dans
la moelle que dans le sang. Le profil des LT CD8+ est CD28- CD57- avec marqueurs de
cytotoxicité. Il y aurait un réle supposé de ces expansions clonales dans la suppression

hématopoiétique chez les patients avec un SMD mais ce lien n’a pu étre prouvé a ce jour.

1.6.3. Hyperéosinophilie

L’hyperéosinophilie persistante est un motif de consultation relativement fréquent en Médecine
Interne. La démarche diagnostique s’attache tout d’abord a rechercher des étiologies pour une
éventuelle hyperéosinophilie réactionnelle ou s’intégrant a une autre pathologie (auto-immune
ou hémopathie lymphoide). Une fois ces causes exclues, on peut évoquer un syndrome
lymphoprolifératif spécifique : 1’hyperéosinophilie essentielle. C’est un syndrome qui est
caractérisé par une prédominance masculine des patients, avec un age compris entre 20 et 50

ans et on retrouve a 1’étude moléculaire les mutations PDGFRA, PDGFRB, FGRI.
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Lorsque I’hyperéosinophilie essentielle est également exclue, I’hypothése diagnostique
principale reste I’hyperéosinophilie idiopathique, dont la définition est surtout une définition
d’exclusion. Cette hyperéosinophilie peut étre associée a un clone. Chez les enfants, ces
syndromes idiopathiques peuvent évoluer®® vers une leucémie ou un lymphome T lorsqu’une

prolifération clonale est associée a I’hyperéosinophilie.

Il existe également le cas particulier de I’hyperéosinophilie associée a un clone lymphocytaire,
nommée hyperéosinophilie lymphoide (« lymphocytic hypereosinophilia »). 1l s’agit d’une
hyperéosinophilie en lien avec une population de lymphocytes T a I’immunophénotypage
aberrant CD2+CD3-CD4+CD5bright+CD7-/partial+CD8- (plus rarement : CD3+CD4-CD8-)
avec un profil Th2 (en lien avec I'IL5 et I’'IL4)©®Y®D  [a manifestation clinique la plus
fréquemment observée est I’atteinte cutanée, mais d’autres manifestations peuvent se voir :
adénopathies, prurit, urticaire, angiocedéme intermittent®”, Une forme clinique particuliére
peut émerger :le syndrome de Gleich®®. Ce dernier regroupe un angiocedéme épisodique avec
hyperéosinophilie concomitante et augmentation des taux sanguins d’IgM. Les patients atteints
présentent un réarrangement TCR dans 40% des cas et, le plus souvent, ces réarrangements se

retrouvent en cas d’urticaire ou de lymphadénopathies.

Concernant plus largement la variante lymphocytaire du syndrome hyperéosinophilie, 5 a 20%
des patients seraient a risque de développer un lymphome T lors du suivi (parfois au bout de
plusieurs années). Il semble que la présence d’un marqueur CD10 (partiel ou positif) puisse étre
liée a DI’évolution secondaire de cette population atypique vers un lymphome angio-
immunoblastique (ce lymphome semblant étre 1’évolution maligne privilégiée dans cette
configuration). La différenciation histologique en cas d’adénoprolifération n’est pas forcément
aisée entre un syndrome lymphoprolifératif bénin tel que le syndrome hyperéosinophilique et
un LAIT. Devant ce phénotype aberrant, il parait légitime de rechercher un clone avec
réarrangement TCR: il n’est pas toujours mis en évidence, notamment lorsque le pourcentage
de lymphocytes sur le prélevement est faible, mais on peut retrouver un réarrangement TCR yo
jusqu’a 76% des cas®(©>, A noter que ce clone peut se négativer au cours du suivi dans presque
la moitié des cas. Lorsque 1’évolution est défavorable et se fait vers une prolifération maligne,
les clones TCR retrouvés sur les biopsies (ganglionnaires et/ou cutanées) sont les mémes que
ceux retrouvés dans le sang lors de I’évaluation initiale de la maladie. Sur la cohorte francaise,
on retrouve, au cours du suivi, 10% des patients avec syndrome hyperéosinophlique et clone T
qui développent un lymphome dans les 4 a 15 ans aprés la présentation initiale®®. Il peut s’agir

d’un lymphome anaplasique, d’un lymphome périphérique T ou d’un lymphome angio-
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immunoblastique. Il n’a pas été mis en évidence de criteres clairs d’évolution vers la malignité.
Souvent on retrouve une majoration des adénopathies chez ces patients, motivant la proposition
de surveillance par PET scanner de manicre annuelle et la quantification du contingent LT CD3-
CD4+ tous les 6 mois. Quant au monitoring du clone T, il est proposé que le réarrangement

TCR soit controlé mais sans précision quant a la régularité.

1.6.4. Myélome multiple et Leucémie lymphoide chronique (LLC)

Le my¢lome multiple et la LLC sont deux types de lymphoproliférations différentes, mais dont
la relation avec la clonalit¢ TCR a parfois été¢ étudiée ensemble dans les premiers articles a
aborder le sujet®”©® Le myélome est une hémopathie clonale avec clone plasmocytaire
pathologique médullaire, dont le diagnostic repose sur 1’étude de la plasmocytose médullaire.
La LLC est une pathologie clonale avec clone B dont le diagnostic repose sur un profil

d’immunophénotypage spécifique sanguin (score de Matutes).

Ces premiceres études retrouvent une tendance a la clonalité dans le répertoire T au sein de la
LLC et du myélome multiple (en particulier myélome indolent). Ceci pourrait, selon les
auteurs, étre en lien avec la réponse des lymphocytes T a I’hémopathie. Le répertoire T dans le
myélome multiple a fait 1’objet de comparaisons avec les répertoires des sujets sains®”: les
patients atteints de myélome multiple (évolutif ou en rémission) présentent un biais des
lymphocytes T régulateurs avec moins de lymphocytes Yo mais une tendance a I’expansion
clonale de ces mémes lymphocytes. Le lien entre la réponse immunitaire de 1’hote et la présence
d’une population clonale T dans le cadre du myélome multiple n’est pas élucidé (inhibition de
I’activité anti tumorale ?), mais il semble que leur présence accrue constitue un facteur de
mauvais pronostic. Il a été suggére, devant I’association de MGUS et de LGL que retrouver un
clone T de type grand lymphocyte pourrait constituer une réponse spécifique au myélome’?. 11
ne s’agirait pas ici d’un contingent malin en soit ni d’un état pré-malin mais d’un stigmate de

la réponse immunitaire de I’hote.
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1.6.5. Lymphomes et leucémies

Dans le cadre des lymphomes et des leucémies, I’intérét diagnostic de 1’¢tude du réarrangement
TCR réside principalement dans le diagnostic des hémopathies présentant des atypies
morphologiques ou phénotypiques®®. Cet intérét est surtout manifeste dans 1’orientation
diagnostic des lymphomes cutanés ou des LAIT. Il convient cependant de noter qu’une absence
de clonalité n’exclut pas le diagnostic. Le contingent clonal peut en effet étre sous le seuil de
détection (notamment dans le cas de biopsies avec peu de lymphocytes, telles que les biopsies

cutanées).

Les premieres études sur le sujet proposaient une corrélation entre le type de lymphome et la
présence ou non d’un réarrangement TCR/IgH. Carbose et Ia7Y, en 1989 ne retrouvent pas,
dans les LNH B, de réarrangement clonal. Depuis, des études ont pu étre réalisées sur de plus
grands effectifs et deux situations particulieres ont été mises en évidence concernant le
réarrangement TCR dans les pathologies lymphoides’?: les réarrangements « illégitimes » et
les « trans-réarrangements ». Ces derniers concernent principalement le réarrangement entre le
locus géne du TCR et un locus distinct (ou intra-génique) de pro-oncogene, soit par
translocation chromosomique, soit par oncogenese « médiée par la recombinase » en générale.
Les réarrangements « illégitimes » concernent les réarrangements B (IgH) dans les lymphomes
T et les réarrangements T (TCR) dans les lymphomes B. Ils existent principalement dans les
formes immatures de Leucémies aigues lymphoblastiques (LAL) mais se retrouvent tout de
méme, bien que beaucoup plus rarement, dans les syndromes lymphoprolifératifs plus matures.
Ainsi, un réarrangement TCR avec hémopathie ne signe pas la présence d’une hémopathie T,

comme en témoigne les tableaux suivants :
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Table 2. Approximate incidence of clonal Ig/TCR rearrangement in lymphoid
malignancies, as detected by PCR from DNA. Only diagnostic PCR targets

are cited
IgH 18K IgA TCRs TCRy TCRp

B-Cell Proliferation

BCP-ALL 90 30 20 30 60 30

CLL 100 100 30 10 20 25
Non-Hodgkin’s Lymphoma

FL 90 85 20 5 5 5

MCL 100 100 45 5 10 10

BLBCL 85 80 30 15 15 20

MZL 95 80 30 10 15 20
T-Cell Proliferation

T-ALL 5 0 0 50 90 90

T-LGL 0 5 5 30 95 95

AlLT 30 30 5 35 90 90

Abbreviations: BCP-ALL: B-cell precursor Acute Lymphoblastic Leukemia; CLL: Chronic
Lymphocytic leukemia; FL: Follicular Lymphoma; MCL: Mantle Cell Lymphoma; BLBCL: Diffuse
Large B-Cell Lymphoma; MZL: Marginal Zone Lymphoma; T-ALL: T-cell acute lymphoblas-
tic leukaemia; T-LGL: T-Large Granular lymphocytic leukaemia; AILT: Angioimmunoblastic
T-Cell Lymphoma.

(72)
Table 2 Incidence of clonal gene rearrangements in T and B cell lymphomas and leukaemias
T cell receptor Immunoglobulin
Disease TCRB TCRG TCRD IgH IgK lgL
lympheblastic T cell malignancies
CD3- T ALL 84 85 76 16 [} o}
CD3+ T ALL 96 100 58 o 0 0
Lympheblastic T MHL 79 100 10 a3 4]
Mature T cell malignancies
TCLL 84 97 3 (4} 0]
TPLL 100 =90 25 7
ATLL 100 100 0 3 (4] 0
Peripheral T NHL 80 80 20 4 12 0
CTLL/MF 100 100 x 0 ]
Lymphoblastic B cell malignancies
MNull ALL Q 22 Q 25 13 e
Common ALL 41 66 54 99 3z 2
Pre B ALL 23 44 20 100 8 20
B ALL 0 0 100
Mature B cell malignancies
BClL 7 0 0 100 100 30
HCL (0] 0 0 100 100 70
B NHL 6 6 100 100 30
Multiple myeloma 5 0 0 100 100 30
Table adapted from van Dongen and Wolvers Tettero™ and Gill and Gulley™.
ALL, acute lymphoblastic leukaemia; ATLL, HTLV1 positive adult T cell |eukuemiu/|ymphomc|; CLL, chronic lymphocytic leukaemia; CTLL, cutaneous T cell
lymphoema; HCL, hairy cell leukaemia; MF, mycosis fungoides; MHL, nonHodgkin's lymphoma; PLL, prolymphocytic levkaemia

(54)

Tableaux : incidence des réarrangements clonaux IgH et TCR sur biopsie en fonction du type d’hémopathie

La mise en évidence d’un réarrangement TCR, méme dans le cas d’un lymphome T confirmé,
n’est pas de 100% : selon les études, concernant les LNH T notamment, on peut retrouver un
réarrangement TCR dans la biopsie dans 60 a 100%?. Il y a une moindre détection de clonalité
dans le lymphome a grandes cellules anaplasique. A contrario, le taux de détection de
réarrangement TCR les plus positifs sont retrouvés dans les lymphomes T cutanés et les
lymphomes T périphériques. La présence d’un clone T en concordance des données immuno-
morphologiques peut aider a aboutir a un diagnostic dans 76% des cas de diagnostics indéfinis.

Pour les autres cas, c’est principalement 1’évolution clinique qui a permis d’avancer le
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diagnostic. L’étude de multiples biopsies avec suspicion initiale de lymphome a aussi permis
de mettre en évidence que dans 9% des cas, un réarrangement TCR a été retrouvé sur la biopsie
alors que le diagnostic posé final n’était pas celui d’un lymphome. Enfin on note également le
cas particulier des LAIT ou il semble y avoir le plus de cas de réarrangements TCR et IgH

positifs (25% des cas contre 9% des cas dans les autres lymphomes T).

Ainsi, bien que dans la majorit¢ des syndromes lymphoprolifératifs T on retrouve un
réarrangement TCR, on ne peut présumer de la nature B ou T d’une lymphoprolifération
seulement a partir de ces réarrangements. Dans certains cas particuliers de lymphomes B, il est
méme possible que les réarrangements TCR et les expansions clonales ne soient pas les méme

dans le sang, la moelle et sur biopsie ganglionnaire!’>.

Concernant les leucémies, notamment les leucémies T de I’adulte (ATLL) liées a HTLV 17907,

on constate qu’un plus grand nombre de patients présentant un réarrangement TCR monoclonal
développent une leucémie aigué. La restriction globale du répertoire TCR chez les patients
semble étre corrélée a la survenue d’une pathologie hématologique agressive. En effet, on
estime que le risque de développer ATLL au cours d’une infection a HTLV est de 5% au cours
de la vie du sujet (20% en cas de charge virale importante). Ce risque augmente a 42% dans les
20 années suivantes en cas de passage d’une oligoclonalit¢é a une monoclonalit¢ T. On
différencie I’existence de multiples clonotypes T chez les patients infectés asymptomatiques,

et la présence d’un seul et unique clone T lors du passage au stade de leucémie.

1.7. Restriction de clonalité du TCR et déficits

Immunitaires

1.7.1. Déficit immunitaire commun variable (DICV)

Le déficit immunitaire humoral le plus fréquent (1cas/30 000) est le déficit immunitaire
commun variable, ou DICV. Contrairement a la plupart des déficits immunitaires, ce dernier
peut étre méconnu jusqu’a I’age adulte et avoir des phénotypes cliniques plus ou moins séveres.
Ce déficit immunitaire est caractérisé par une hypogammaglobulinémie marquée, plus ou moins

associée a une lymphopénie B, a une atteinte des macrophages et des lymphocytes T
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(notamment régulateurs). Les dysfonctionnements T dans le DICV consistent a la fois en une
déficience numérique (lymphopénie T), une prolifération par activation antigénique

défectueuse et une prolifération de LT naifs moindre.

Ce dysfonctionnement de prolifération est accompagné d’une altération des séquences variables
du CDR3, avec un nombre plus réduit de séquences et donc une moindre diversité
jonctionnelle’®: 1a diversité TCR est donc restreinte. Par ailleurs, on remarque également chez
ces malades I’existence d’une clonalit¢ TCR, et ceci indépendamment de la survenue de
phénomenes auto-immuns, de 1’existence ou non d’une hyperplasie lymphoide, d’une atteinte
pulmonaire lymphocytaire ou granulomateuse, d’un antécédent de lymphome B, d’une
splénomégalie, d’une splénectomie ou d’une entéropathie. Cette restriction du répertoire TCR
et ’expansion clonale du répertoire retrouvée chez les patients atteints de DICV semble étre

d’origine thymique et périphérique.

La restriction de clonalit¢ TCR dans le DICV vient donc en partie d’une diminution de
production de LT naifs dans le thymus. Cependant il existe des études suggérant’ une perte
accélérée de la diversité du répertoire TCR dans le DICV, et ceci de maniére hétérogeéne entre
les différents sous-groupes de DICV. Le DICV est donc un état pathologique avec anomalies
B prédominante mais qui s’accompagne d’une perte de la diversit¢ TCR et d’une expansion

clonale T.

1.7.2. Déficit immunitaire combiné séveére (DICS)

Les déficits immunitaires combinés séveres (ou DICS) sont des déficits immunitaires dont les
symptomes débutent trés tot dans la vie (souvent dés la naissance). Ils consistent le plus souvent
en une absence partielle ou totale de lymphocytes B et de lymphocytes T et donc en une absence
d’immunité spécifique. Les DICS sont des maladies monogéniques avec expressions et
phénotypes variables en fonction de I’anomalie génétique en cause. Ils comprennent un déficit
immunitaire, des malformations d’organes, ainsi que, fréquemment, des maladies auto-

Immunes associées.

Le syndrome de DiGeorge est un syndrome polymalformatif en lien avec la délétion 22q11.2 :
I’atteinte clinique est plus ou moins sévére et comprend notamment des malformations

cardiaques congénitales, des malformations faciales/ORL et une aplasie ou une hypoplasie
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thymique. Le syndrome d’Omenn (déficit en RAG) associe érythrodermie,
hépatosplénomégalie, lymphadénopathies, pneumonite, diarrhées, taux d’IgE sanguins élevés

avec ¢osinophilie, hypogamaglobulinémie et retard de croissance.

Des associations syndromiques existent comme un syndrome de DiGeorge associé a un
syndrome d’Omenn®?: le défaut thymique retrouvé dans le DiGeorge implique un défaut de
recombinaison VDJ, de méme que le défaut en RAG fonctionnel. Ceci a pour conséquence un
défaut de réarrangement TCR. La population de lymphocytes oligoclonaux qui en découle
présente des anomalies phénotypiques (double négatif CD4-/CD8-) et fonctionnelles. Ces

lymphocytes participent a la survenue de symptomes auto-immuns.

Cette restriction TCR oligoclonale se retrouve également dans le cas®) d’une mutation
ARTEMIS avec syndrome d’Omenn. L’anomalie de la recombinaison VDI est cette fois li¢e
au dysfonctionnement dans la formation de la téte d’épingle, processus control¢ en grande partie
par les protéines RAG, mais dans laquelle participe également ARTEMIS. Ce déficit en
recombinaison parait étre encore plus important en cas de mutation de RAGI®?. Ceci suggére
que RAGI pourrait avoir un rdle propre dans la diversité jonctionnelle, directement ou

indirectement.

Les dysfonctions de recombinaison VDJ semblent impacter la diversité du répertoire TCR en
permettant le développement d’une oligoclonalité LT avec lymphocytes déficients et auto-
immunité associée. A noter qu’il n’apparait pas ici évident que cette oligoclonalité puisse €tre

mise en lien avec la survenue ultérieure de clonalité maligne.

1.7.3. Syndrome ataxie-télangiectasie

Le syndrome ataxie-télangiectasie est une maladie génétique rare, autosomique récessive, multi
systémique, liée a I’atteinte du géne ATM. Ce géne code pour une Ser/Thr protéine kinase
essentielle dans la réponse aux dommages de I’ADN. Ce syndrome est caractérisé par une
neurodégénérescence, une instabilit¢ chromosomique, une immunodépression et une
prédisposition accrue aux cancers hématologiques (principalement leucémie lymphocytique ou
lymphome). Ce syndrome est également caractérisé par un déficit immunitaire B et T (défaut
de production lymphocytaire). Le répertoire TCR V[ des malades est restreint, de manicre

anormale, avec différents niveaux d’oligoclonalité®>®4),
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Lorsque les patients atteints du syndrome ataxie-télangiectasie ont une population clonale T, on
retrouve plus fréquemment chez eux une anomalie chromosomique touchant I’oncogene 7CL 1.
Cet oncogene se trouve sur le chromosome 14q32. On peut émettre I’hypothése que la survenue
d’un clone pathologique est en lien avec des erreurs de réparations de I’ADN lors des
recombinaisons VDIJ, car les génes impliqués dans la recombinaison se trouvent en partie sur
le chromosome 14. Une translocation entre le locus TCR et le locus TCL! est a I’origine d’un
clone avec t(14 ; 14) ou t(X ; 14) ou inv(14). Cette translocation favoriserait alors 1’expansion

clonale jusqu’au développement de la leucémie.

1.7.4. Syndromes liés a I’X : Agammaglobulinémie liée a I’X

(XLA) et Wiskott-Aldrich

L’agammaglobulinémie liée a I’X est un déficit immunitaire rare touchant exclusivement les
patients de sexe masculin, caractérisé par un déficit en immunoglobulines plus ou moins
lymphopénie B. Il s’agit d’une maladie génétique liée a une mutation du géne B7K. Un cas
clinique d’infiltration lymphocytique cutanée avec un clone possédant un réarrangement TCR
pathologique dans 1’infiltrat cutané biopsié a été rapporté dans la littérature®>. 11 s’agissait d’un
cas d’infiltration lymphocytique acrale sans caractéristiques cliniques compatibles avec un
lymphome cutané. Il n’a pas été décrit dans la littérature de cas de clonalité sanguine liée a

I’agammaglobulinémie.

Le syndrome de Wiskott-Aldrich est une maladie génétique également liée a I’X (mutation du
gene WAS). Le déficit immunitaire est un déficit T dans ce cas et il semble €tre associé a un
répertoire TCR restreint®. Ce syndrome comprend, entre autres atteintes: une
thrombocytopénie, un eczéma et un risque accru de maladies auto-immunes et de cancers
lymphoides. Le répertoire TCR de ces patients est biaisé principalement dans le compartiment
CD4 mémoire une répartition clonale ou oligoclonale. L hypothése d’une réaction a une
infection virale chronique, notamment a CMV, chez ces patients immunodéprimés a été

avancée pour expliquer ce biais dans la production des TCR.
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1.8. Restriction de clonalité du TCR et infections virales

chroniques

1.8.1. Généralités

Les infections sont des situations propres a mettre en action le systéme immunitaire de 1’hote
infecté. Les lymphocytes T sont impliqués a la fois dans la régulation de la réponse immunitaire
et dans ’action directe envers les pathogeénes. La question de I’activation chronique du systéme
immunitaire par des virus et son impact sur le répertoire TCR sont plusieurs fois évoqués dans

différentes publications.

A travers les modéles murins et a travers I’étude de la réponse post vaccinale chez I’homme, il
a été mis en évidence®” que la réponse immunitaire aigue implique une courte réponse de type
expansion clonale CD4+ et une réponse CD8+ persistante. Les clones persistants au cours de
la vie d’un individu sont principalement CD8+. Les clones CD8+ identifiés concernent
principalement des infections courantes telles que I’infection a Epstein-Barr Virus (EBV) ou a
Cytomégalovirus (CMV), mais aussi des infections telles que les infections a Virus de
I’Immunodéficience Humaine (VIH) ou a influenza. Il semble que ces clones puissent persister
in vivo de maniéere fréquente aprés une infection virale, avec un profil de cellules effectrices
CD8+CD28-. Les cellules CD4+ liés a une stimulation infectieuse semblent principalement
avoir un phénotype mémoire CD45RO+. Elles présentent plutdt un répertoire TCR polyclonal.
Dans cet article, les proliférations clonales ne semblent pas étre I’indicateur d’une

transformation maligne des cellules LT.

L’autre biais par lequel pourrait émerger une restriction de clonalité post-infectieuse serait la
lymphopénie post virale (ou chronique, dans le cas de certaines infections comme le VIH) : le
maintien numérique du compartiment lymphocytaire se ferait alors via la LIP avec émergence

de restriction du répertoire TCR.
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1.8.2.

=
T

Des études sur le cas particulier du récepteur TCR dans le cadre du VIH ont été réalisées a la
fois chez 1’enfant®® et chez 1’adulte. Ces études concernent a la fois les LT CD4+ et les LT
CDS8+ des patients séropositifs et des sujets a risque®”. Le répertoire TCR des LT CD8+ des
enfants infectés par le VIH présente un biais avec contingents oligoclonaux. Les enfants étant
des sujets jeunes, 1’étude de cette population permet de s’affranchir de la dérive oligoclonale
physiologique du répertoire TCR liée a I’age. Les auteurs concluent que, dans ce cas précis,
I’exposition au VIH est donc trés probablement responsable du biais observé dans le répertoire
TCR. Chez les adultes, les populations séropositives et les populations a risque non
séropositives présentent des biais similaires dans leur répertoire TCR. L’exposition au virus du
VIH expliquerait une partie seulement de ce biais. Cette exposition expliquerait également en
partie 1I’expansion clonale des TCR (27% d’augmentation du nombre d’expansions clonales
CD8+ par rapport aux patients a risque) retrouvée chez les patients séropositifs. Une stimulation
antigénique constante et similaire dans les deux groupes pourrait expliquer ces résultats. Ces
observations de clonotypes dans les populations VIH sont également retrouvées dans une étude
de McFarland et al®. Une partie des clonotypes observés chez les enfants et les adultes
séropositifs auraient montré une activité anti-VIH in vitro, confirmant leur statut de clonotypes
réactionnels a I’infection par le VIH. Les altérations du répertoire TCR concernent a la fois la
phase initiale et la phase établie de I’infection VIH. Des expansions clonales CD4+ existent
¢galement mais plus rarement, et surtout lorsque la maladie est avancée. L’infection a VIH peut
s’accompagner d’une expansion clonale CD8+ pathologique avec infiltration
d’organes®V?®): le syndrome d’infiltration lymphocytaire diffuse (DILS). Ce syndrome
comprend : infiltration des glandes salivaires, des poumons, des reins avec une clinique
évoquant un syndrome de Gougerot-Sjogren sans auto-anticorps. Ces DILS s’accompagnent

d’une hyperlymphocytose et d’une expansion clonale ou d’un clone T.

L’EBYV est un virus avec lequel la majorité de la population adulte a été en contact durant son

enfance. On connait plusieurs hémopathies associées a ce virus, notamment : le lymphome de
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Burkitt, certains lymphomes non hodgkiniens, certains lymphomes de Hodgkin, le lymphome
T nasal, le lymphome avec pyothorax, le lymphome naso-pharyngé, le lymphome thymique et

certains lymphomes gastro-intestinaux.

Dans certains cas, I’infection se chronicise et il existe de (rares) cas d’infection active chronique
a EBV : ceci se produit surtout en cas d’immunodépression. Cette infection chronique active se
manifeste par une fievre, des cytopénies et une hépato-splénomégalie entre autres symptomes.
Une expression clonale des répertoires VB chez des patients atteints d’EBV chronique actif a
¢été retrouvée. L’hypothése émise par les auteurs est qu'une expansion clonale des cellules
infectées par EBV pourrait affecter la diversit¢ TCR et contribuer au biais du répertoire TCR
jusqu’a faire émerger une lymphoprolifération chez les patients atteints d’EBV chroniques

actifs®?.

Le répertoire TCR a aussi été ¢étudié¢ dans les cas d’infection aigue a EBV. Chez les patients
atteints de mononucléose, on retrouve une lymphocytose CD8 avec expansions oligoclonales
des TCR sur un bruit de fond polyclonal®. Les sous-types oligoclonaux sont retrouvés chez

ces mémes patients a distance de I’infection dans le compartiment LT CD8+.

Comme il s’agit d’une infection trés répandue dans la population générale, la question s’est
¢galement plusieurs fois posées du lien possible entre infection a EBV au cours de la vie et
expansions clonales LT chez des sujets sains adultes. Ceci a été plusieurs fois suspecté, avec
notamment une étude®® retrouvant un possible lien entre distorsion du répertoire TCR et
infection a EBV. La question n’est cependant pas résolue a ce jour bien que régulicrement

évoquée dans la littérature.

1.8.4.

@
<

L’infection a CMV est une exposition virale également commune dans la population générale.
Elle a été identifiée dans certaines études comme un facteur de risque de développer des
expansions clonales CD8+ chez les sujets de plus de 65 ans, avec la lymphopénie et 1’age®?.
Des études contradictoires existent sur le sujet : Khan et al®® notamment retrouvent, en
comparant les sujets CMV+ et CMV- 30% de clonalité en plus chez les patients ayant rencontré
le CMV dans leur vie avec impact sur les LT CD8+. Toutefois, les auteurs ne concluent pas a

un lien entre ce phénomeéne et la diminution de diversité du répertoire TCR chez le sujet agé.
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Lindau et al®® ont également étudié la question : ils retrouvent dans le compartiment des LT
CD8+ mémoires des adultes une part importante de larges clones chez les patients CMV+
comparé aux CMV-. En dehors de la présence de ces clones dans le compartiment mémoire, ils
ne retrouvent pas d’autres différences de diversité TCR entre les patients CMV+ et CMV-. Les
auteurs proposent que le répertoire mémoire est augmenté de taille chez les patients CMV+
mais que, une fois ces clonotypes CMV+ excluent de I’analyse, les répertoires sous-jacents sont
comparables entre sujets CMV+ et CMV-. Le répertoire des patients CMV+ « s’agrandirait »
pour accommoder les larges clones CMV, mais ces clones ne seraient pas responsables de la

diminution de diversité du répertoire TCR chez les sujets agés.

1.8.5. Virus des hépatites B et C (VHB et VHC)

Les virus des hépatites B et C peuvent conduire a une infection aigue suivie d’une guérison ou
a une infection chronique. Cette infection chronique entraine une évolution lente vers la cirrhose
et D’insuffisance hépato-cellulaire. Elle peut également favoriser le développement d’un

carcinome hépato-cellulaire.

Une étude'!?? s’est penchée sur le possible réle des expansions clonales dans la pathogénése de
I’hépatite B chronique. Elle retrouve des expansions monoclonales ou oligoclonales CD4 et
CD8 chez les patients atteints d’hépatite B chronique, avec une majorité d’expansions LT CDS.
Ce biais plus important dans le compartiment CD8+ des LT est confirmé par Yang et a/'°,
notamment dans un contexte d’épisodes inflammatoires de la maladie. Sing et a/'°? a comparé
les profils TCR des lymphocytes intra-hépatiques aux profils des lymphocytes du sang
périphérique, chez des malades atteints d’une hépatite B chronique. Elle retrouve une restriction

du répertoire TCR plus importante au niveau des lymphocytes infiltrant le foie par rapport au

sang. Les populations lymphocytaires entre le sang et le foie de ces patients sont distinctes.

Concernant le VHC, I’étude du répertoire LT 8% n’a pas permis de montrer de différences
entre les répertoires TCR des sujets infectés par le VHC comparés a des controles sains dans le
sang. Cette différence pourrait étre mise en évidence chez des malades plus séveres. D’autres
groupes de recherche!!% se sont posé la question d’un lien entre restriction de répertoire dans
le cadre du VHC et infection persistante: il n’a pas été retrouvée de différence entre les

répertoires TCR en fonction de 1’évolution de la maladie. I existe également des études
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concernant le répertoire TCR intra-hépatique au cours de I’infection par VHC : les LT présents
sur les biopsies de foie de patients infectés présentent des expansions clonales avec biais de
répertoires. Ces répertoires changent au fil du temps chez un méme individu, mais avec
persistance d’expansions clonales'’®. La plupart des expansions détectées au niveau du foie
n’ont pas été détectées dans le sang périphérique des sujets malades (dans 76% des cas) ;
lorsque les expansions étaient retrouvées dans le sang périphérique, elles concernaient le

compartiment LT CD8+.
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2.OBJECTIFS

La recherche de réarrangement TCR dans le sang est un examen peu invasif qui pourrait étre
utile dans I’orientation diagnostique précoce vers des pathologies hématologiques lymphoides,

en particulier les lymphomes.

Nous n’avons pas retrouvé dans la littérature de recommandations précises concernant
I’utilisation de cet examen en aide diagnostic dans la population générale et en particulier dans
une population de Médecine Interne. Les indications validées de cet examen sont les cas
d’anatomopathologie litigieux et le suivi des maladies résiduelles chez les malades

d’Hématologie pour surveillance.

La recherche de réarrangement TCR dans le service de Médecine Interne du Centre Hospitalier
Universitaire de Rouen (CHU) est réalisée, en dehors de ces indications validées, pour étayer
une suspicion de clonalité lymphoide maligne. Elle peut étre demandée soit directement par le
clinicien, soit secondairement parce qu'un autre ¢lément comme le phénotypage sanguin,
oriente le diagnostic vers une clonalité, en particulier T. Or, les éléments a disposition dans la
littérature ne nous permettent pas de conclure quant a la place de cet examen dans la démarche
diagnostique du clinicien. La valeur prédictive du réarrangement TCR pour le diagnostic d’une

hémopathie lymphoide chez un patient non hématologique n’est pas connue non plus.

Notre étude a donc pour objectifs de décrire la population dans laquelle est prescrite la recherche

de réarrangement TCR et de répondre aux questions suivantes :

- Dans quels contextes cliniques et sur quelle population la recherche de réarrangement
TCR est-il prescrit en Médecine Interne au CHU de Rouen ?

- Quel est le taux de positivité de I’examen lorsqu’il est demandé (tous milieux
confondus)?

- Lorsque I’examen est positif, dans combien de cas est-il pris en compte ?

- Chez les patients qui ont bénéficié de la recherche d’un réarrangement TCR sanguin, et
lorsque celui-ci est positif dans le sang, combien ont un diagnostic d’hémopathie
lymphoide a la fin des explorations complémentaires ?

- Peut-on ¢liminer un diagnostic d’hémopathie lymphoide lorsqu’un TCR sanguin est

négatif ?
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3.MATERIEL ET METHODES

3.1. Population

3.1.1. Recrutement des effectifs

Notre travail est une étude des pratiques rétrospective monocentrique centrée sur le service de

Médecine Interne du CHU de Rouen.

Les patients pour lesquels une recherche de réarrangement TCR a été demandée ont été
identifiés a partir des demandes adressées par le service au Dr ETANCELIN (responsable du
laboratoire de Biologie Moléculaire, Département de Biopathologie du Dr DALLEAC, Centre

Henri Becquerel).

Le recrutement des effectifs a été réalisé a partir de la liste de I’ensemble des demandes faites

entre le 29 Décembre 2016 et le 10 Mars 2020.

Les recherches de réarrangement TCR pouvaient concerner des patients suivis par un praticien
du service dans une des unités suivantes : hopital de jour (HDJ), hospitalisation traditionnelle,

consultation.

Le choix d’arréter le recueil a Mars 2020 est en lien avec la survenue de la pandémie COVID19.

3.1.2. Critéeres d’inclusion

Les criteres d’inclusion des patients sont les suivants :

- Patients suivis ou pris en charge par un praticien du service de Médecine Interne (HDJ,

hospitalisation, consultation)

- Patients ayant bénéficié¢ d’une recherche de réarrangement TCR alors qu’il était sous la

responsabilité médicale d’un praticien du service de Médecine Interne
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- Cette recherche de réarrangement TCR a pu étre demandée :

e Par le praticien de Médecine Interne directement

e Sur demande motivée par les équipes d’anatomo-pathologie ou du laboratoire
d’hématologie sur la base d’autres examens demandés par le praticien de
Médecine Interne (exemple: en cas d’anatomo-pathologie suspecte ou

d’immunophénotypage suspect)

- Patients ayant au moins eut 1 résultat de rendu sur 1’ensemble des recherches de

réarrangement TCR demandées le concernant (tous milieux biologiques confondus)

3.1.3. Critéres d’exclusion

Les criteres d’exclusion des patients sont les suivants :

- Patients non suivis/non pris en charge par les praticiens de Médecine Interne (erreur sur

le prescripteur)

- Patients pris en charge par un praticien de Médecine Interne, mais exclusivement sur un

autre site d’exercice ou hors du service (UHA, réanimation)
- Patients non retrouvés dans la base de données informatique du CHU

- Patients pour lesquels aucun résultat de recherche de réarrangement TCR dans le sang/la

moelle/sur biopsie n’a pu étre rendu (ADN trop endommagé, échec de technique)

3.2. Recueil de données

Les données ont été recueillies a partir des dossiers informatisés disponibles sur le logiciel

CDP2.

Les dossiers papiers ont également été consultés en cas de réarrangement TCR positif pour

complément d’information.
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Nous avons considérés que les explorations réalisées dans un délai de 6 mois a 1-2 ans autour
du prélévement du TCR index pouvaient faire partie de la méme prise en charge (si le motif de
prise en charge restait li¢ a la prise en charge initiale/aux explorations déja débutées). Ce délai
a ¢t¢ choisi en prenant en compte les délais habituels concernant : examens spécialisés,

consultation de suivi etc.

La prise en charge des patients est hétérogéne, notamment concernant les examens
complémentaires. Un examen non réalis€¢ pour un patient donné sera considéré par défaut

comme « négatif » ou la caractéristique sera notée « absente ».

3.2.1. Caractéristiques générales de la population

3.2.1.1. Données démographiques

Nous avons étudié les données démographiques suivantes dans notre population: 1’age lors de

la premicére prise en charge et le sexe des patients.

Le taux de déceés a également été étudié. Nous avons recueillis les déces survenus pendant
I’hospitalisation initiale ou lors d’une hospitalisation secondaire (en réanimation ou deuxiéme
hospitalisation pour motif identique) dans un délai maximal de 3 mois autour de la prise en

charge index.

3.2.1.2. Antéceédents

Tous les antécédents disponibles des patients ont été recueillis, de méme que leur traitement
habituel au début de la prise en charge. Les antécédents suivants ont particulierement été
étudiés :
- Antécédent d’hémopathie : hémopathies malignes (lymphoides ou autres), hémopathies
indolentes, syndrome lymphoprolifératifs, MGUS/myélomes, autres hémopathies.
- Antécédent de néoplasie solide (en cours de traitement ou guérie mais dont le diagnostic
¢tait antérieur a la premiére prise en charge).
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- Antécédent de maladie auto-immune : pathologies médiées ou avec marqueurs de type
auto-anticorps (PR, lupus...) y compris concernant un organe spécifique (Basedow...).
A noter le cas particulier des vascularites : les vascularites associées a des auto-anticorps
(ANCA) sont considérées ici comme des maladies auto-immunes, tandis que les
vascularites non définies ou non médiées par des auto-anticorps (Vascularite a cellules
géantes) sont considérées comme des pathologies inflammatoires

- Antécédent de déficit immunitaire (acquis ou congénital)

- Antécédent d’infection virale chronique (non guérie): VIH, VHC, VHB

- Antécédent de maladie inflammatoire : pathologies n’ayant pas de marqueurs de type

auto-anticorps (uvéite, granulomatose, maladie de Crohn, maladie de Still...).

Ces ¢léments nous paraissent intéressants car ils sont potentiellement en lien avec une
restriction et/ou un biais du répertoire TCR. Certaines pathologies peuvent répondre a plusieurs

critéres.

3.2.1.3. Motifs de prise en charge

Les motifs de prise en charge initiaux et 'anamnése sont recueillis. L’étude de ces motifs de
consultation présente un intérét afin d’identifier les contextes de prescription d’une recherche

de réarrangement TCR.
Le motif de prise en charge peut étre composite.
On s’intéressera particulierement a :

- Altération de I’état général (AEQG)

- Sueurs nocturnes

- Adénopathies et/ou splénomégalie (SMQG) : retrouvées a I’examen clinique ou sur un
examen d’imagerie

- Anomalies de la NFS, en particulier : anémie, thrombopénie, thrombocytose,
hyperéosinophilie, lymphopénie, hyperlymphocytose

- Autres motifs de prise en charge
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3.2.2. Analyses biologiques hors TCR

3.2.2.1. Anomalies de la Numération formule sanguine (NFS)

Nous nous sommes intéressés aux anomalies de la NFS présentées par la population de notre

cohorte. Les seuils choisis pour définir ces différentes anomalies sont les suivants:

- Anémie : hémoglobine<12g/dL

- Thrombopénie : plaquettes<150G/L

- Thrombocytose : plaquettes>450G/L

- Hyperéosinophilie : éosinophiles >0,5G/L

- Hyperlymphocytose : lymphocytes>3,5G/

- Lymphopénie : lymphocytes<1,5G/L

- Neutropénie : Polynucléaires neutrophiles<1,5g/L

- Hyperleucocytose a Polynucléaires neutrophiles : Polynucléaires neutrophiles >7,5G/L

- Pancytopénie

3.2.2.2. Anomalies de |'immunophénotypage (IP)

Nous avons recueilli le détail des anomalies de I’immunophénotypage a partir des conclusions
des médecins biologistes du laboratoire d’hématologie. Les principales anomalies ou
commentaires qui ont retenus notre attention pour le recueil des données sont les phénotypes :
CD4+/CD8+, CD4 faible, CD4+/CD8+/-(faible), CD7 bas/absent, CD10+, mention «étude du
TCR souhaitable », mention « LT activés », présence d’un clone B spécifi¢e. Plusieurs de ces

spécificités ou de ces anomalies pouvaient étre combinées dans une méme conclusion.

3.2.2.3. Autres données recuceillies

En plus des données précédentes, nous avons étudié¢ des résultats de biochimie concernant les

patients de notre cohorte : taux d’IgE, tryptase (€¢levée ou non), électrophorese des protéines
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sériques (en particulier : présence d’une hypogammaglobulinémie ou d’un pic monoclonal),

complément.

Les recherches d’auto-anticorps éventuellement réalisées ont €également été recueillies (facteurs
anti-nucléaires, Anticorps anti-cytoplasme des polynucléaires (ANCA), facteur rhumatoide,
anticorps anti-CCP, cryoglobulinémie, anticorps du syndrome des anti-phospholipides).

D’autres anticorps ont été relevés si mentionnés dans les dossiers (anticorps dot myosite...).

Nous avons également recueilli les demandes de recherche de clone IgH (dans le sang mais
aussi au niveau de la moelle et de matériel de biopsies). Les recherches de mutations suivantes
ont également été recueillies lorsqu’elles étaient demandées : FIPIDILI, JAK2, STAT3, cKIT,
Ber-AblL

Nous avons également relevé des €léments en rapport avec les statuts sérologiques des patients :
sérologies VIH, VHB, VHC, EBV, CMV et, le cas échéant, charges virales pour ces mémes

virus. A défaut, un antécédent d’exposition virale était retenu.

Lorsqu’une biopsie a €été réalisée au cours de la prise en charge, la nature et le résultat de cette
biopsie ont également ¢été recueillis lorsque ces données étaient disponibles : biopsie d’organe,

de peau, d’adénopathie etc.

3.2.3. Explorations complémentaires

3.2.3.1. Explorations médullaires

Les explorations de moelle réalisées ont également ¢été recueillies, qu’il s’agisse de

my¢logramme et/ou de biopsie ostéo-médullaire (BOM).

Ces examens ont été considérés comme « anormaux » ou « pathologiques » s’ils présentaient
des atypies significatives sur la lecture du frottis ou de la piece d’anatomo-pathologie et/ou un

immunophénotypage pathologique et/ou un caryotype pathologique.

Si on ne peut donner de conclusion définitive quant au caractére pathologique des résultats ou
que les anomalies sont considérées comme « non significatives », I’examen n’est pas considéré

comme pathologique (donc mis a défaut dans la catégorie « normal »).
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Le caractere pathologique de ces différents ¢léments pouvait étre apprécié par le médecin du
laboratoire d’hématologie, par le médecin du laboratoire d’anatomo-pathologie, et enfin par le
clinicien lorsque la confrontation aux données cliniques permettait de conclure au caractere

pathologique du résultat en cas de doute.

Les examens réalisés dans d’autres services ont été pris en compte selon les délais évoqués
précédemment s’ils étaient disponibles. Ces examens étaient en général réalisés lorsque les
patients étaient adressés depuis des hopitaux périphériques vers le CHU de Rouen, ou lorsque
le service de Médecine Interne adressait secondairement les patients vers d’autres services (en

particulier en hématologie au Centre Henri Becquerel).

4.2.3.1. Explorations d’imagerie

Recueil de toute imagerie en rapport avec la recherche d’un syndrome tumoral, en particulier :

scanner et Tomographie par émission de positrons avec scanner (TEP scanner).

Nous prendrons en compte les hypermétabolismes de tout organe au TEP s’ils ne sont pas

décrits comme « non significatifs ».
Concernant les adénopathies au scanner, la « charge ganglionnaire » sera évaluée comme suit :

-« charge ganglionnaire faible » : si 1 adénopathie unique dans 1 champ (sus ou sous
diaphragmatique)
-« charge ganglionnaire forte » dans les autres cas : 1 adénopathies au moins dans chaque

champ ou plusieurs adénopathies dans un méme champ.
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3.2.4. Réarrangement TCR

3.2.4.1. Technique

La recherche de réarrangement TCR, lorsque la demande émane d’un service du CHU de
Rouen, est réalisée dans le laboratoire de Biologie Moléculaire du Département de

Biopathologie du Centre Henri Becquerel.
11 s’agit d’une étude du locus TCRy.

La recherche est effectuée par PCR a partir d’ADN issu de cellules mononuclées du sang

périphérique, de la moelle ou de biopsies. La technique procede comme suit :

- Préparations dans des puits d’échantillons de 100ng pour les biopsies et de 500ng pour
les échantillons de sang et moelle. Mélange dans les puits de I'ADN d’intérét et d’un
mix unique d’amorces TCR

- Ily a dénaturation de ' ADN extrait dans le thermocycleur Mastercycler® Eppendorf et
hybridation avec les amorces puis amplification par PCR sur 35 cycles

- Dans un second temps lecture par 1I’un des deux séquenceurs capillaires 3130 et 3130XL
Thermofisher® et analyse des résultats sur le logiciel GeneMapper®

- Premicre analyse par le technicien de laboratoire afin de vérifier la non contamination
des mix, la conformité des témoins positifs et négatifs et la présence d’amplification
dans chacun des puits. Une nouvelle analyse des échantillons a lieu en cas d’anomalie.

- Validation par le biologiste moléculaire avec rendu du profil : « polyclonal »,
« oligoclonal », « monoclonal », et spécification d’un fond « polyclonal » persistant le
cas échéant.

- Un pic est considéré comme tel en général pour une augmentation de taille de plus de
20% par rapport a I'intensit¢é maximale du profil. Le profil d’intensité est ensuite
interprété en fonction de la hauteur du pic, des antériorités du patient et du contexte

clinico-biologique.

Lors du suivi d’un méme patient, la taille du fragment permet d’identifier le clone et de le
comparer aux précédents résultats. On peut ainsi différencier chez un méme patient des

réarrangements différents survenant a différents moments du suivi.
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Ce protocole est adapté a partir des recommandations BIOMED2 et EUROCLONALITY (cf
1.3.3.4 PCR)

3.2.4.2. Milieux de prélevements

Les prélevements pour recherche de réarrangement TCR ont eu lieu dans plusieurs milieux
biologiques : le sang périphérique, la moelle osseuse et des fragments de biopsies. Les biopsies
pouvaient provenir, dans la majorité des cas, de biopsie de tissus lymphoides (rate, adénopathies
etc.) ou de biopsies cutanées. Parfois, il pouvait étre question de biopsies de muqueuse (ORL

notamment) pour é¢tude du tissu lymphoide de ces muqueuses.

Un patient pouvait bénéficier de plusieurs prélevements dans plusieurs milieux différents

(prélévements synchrones ou asynchrones).

3.2.4.3. TCR+ et TCR-

Dans le cadre de I’étude de I’ensemble des résultats TCR, le cas index correspond au premier
réarrangement TCR positif retrouvé chez un patient (en particulier si plusieurs prélévements

sont positifs chez un méme patient, mais dans différents milieux biologiques).

Lorsqu’il n’existe pas de réarrangement TCR (absence de détection) ou que la répartition est

oligoclonale, la recherche de réarrangement TCR est considérée comme étant négative.

Les réarrangements positifs peuvent étre rendus en précisant le degré d’intensité du
réarrangement : tres faible intensité, faible intensité, intensité modérée, forte intensité et tres
forte intensité. Cette quantification de I’intensité n’est pas systématique, mais elle a été

recueillie lorsqu’elle était précisée.

Un TCR monoclonal signifie qu'un seul pic clonal est retrouvé. Un TCR bi-allélique signifie
que deux pics clonaux ont été retrouvés. Au-dela de deux pics, ils ne sont pas quantifiés

spécifiquement et les profils sont décrits comme oligoclonaux.

Plusieurs contrdles ont pu étre fait chez un méme patient, notamment car des prélévements de

milieux différents ont pu étre réalisés (contrdle de moelle si moelle positive mais aussi contrdle
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sanguin si sang positif). Un seul cas de contrdle suffit a classer le patient comme ayant bénéficié
au moins une fois d’un contrdle de son résultat TCR. Il s’agit de controle a distance (en général

a plus de 3 mois) du TCR index.

Un patient TCR total+ est défini comme un patient présentant au moins 1 résultat positif de

réarrangement TCR sur 1 des milieux biologiques prélevés.

Un patient TCRsang doit obligatoirement avoir bénéfici¢é dun prélévement sanguin pour
recherche de TCR. Un patient TCRsang+ est défini comme présentant un résultat positif de
réarrangement de TCR sanguin (exemple : un patient ayant bénéficié d’'un TCR dans le sang et

dans la moelle avec TCRsang négatif et TCRmoelle positif sera TCRtotal + mais TCRsang-).

La désignation en « TCR+ » ou « TCR-» fait référence au prélévement index. Ainsi, le « n » de
la population représente le nombre de patients de la catégorie mentionnée, et non le nombre de

prélévements réalisés.

3.2.4.4. Prise en compte d’'un TCR+

Lorsque le résultat d’un réarrangement TCR est revenu positif, une étude complémentaire des
dossiers a été réalisée afin de savoir si ce résultat TCR avait été pris en compte dans la démarche

diagnostique. Un TCR est considéré comme pris en compte dans les cas suivants :

- Si ce résultat est mentionné dans un compte-rendu de consultation, d’hospitalisation, ou
une observation.

- S’il est mentionné dans une demande pour un autre examen (exemple : mention sur une
demande de PET scanner)

- S’il est intégré dans la réflexion du clinicien par un autre biais ; nous avons donc
considéré que les démarches suivantes relevaient de la prise en compte :

e Controle d’un résultat positif, prise d’un avis aupreés d’un hématologue et
documentation de I’avis dans le dossier (avis téléphonique ou mention dans
du résultat dans les fiches de RCP du Center Henri Becquerel)

e Mention du TCR positif sur les comptes-rendus de TEP scanner, d’anatomo-

pathologie (pour les biopsies) ou de moelle (pour les BOM notamment).
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Lorsque ces conditions n’étaient pas remplies, nous avons considéré que le résultat n’avait pas

été pris en compte dans la démarche diagnostique.

La prise en compte du résultat concerne principalement le praticien de Médecine Interne, mais
aussi, les autres intervenants dans le dossier en aval de la recherche de réarrangement TCR
index (courriers du Centre Henri Becquerel, courriers du laboratoire d’Anatomo-pathologie,
courriers de médecins extérieurs au CHU). Ces données ont été recueillies lorsque ces courriers

¢taient disponibles dans les dossiers.

3.2.5. Diagnostics

Les diagnostics et conclusions des investigations conduites chez les patients de notre cohorte
ont été recueillis. Tous les diagnostics disponibles ont été recueillis, et 6 groupes de diagnostics

principaux ont été assemblés :

- Hémopathies lymphoides prouvées ou fortement suspectées (« totales ») : ce groupe
comporte a la fois les diagnostics d’hémopathie confirmés a 1’histologie et les fortes
présomptions cliniques sans histologie ou éléments d’immunophénotypage suffisants
pour affirmer le diagnostic.

e Lorsque le diagnostic n’a pas pu étre confirmé, cela pouvait étre en raison du
déces du patient, en raison d’une décision de limitation de soins/d’explorations,
ou encore en raison d’une impossibilité/d’une contre-indication formelle a la
biopsie (thrombopénie majeure, patient instable...).

e Une « forte suspicion » de pathologie hématologique lymphoide était en général
mentionnée ainsi dans le compte-rendu d’hospitalisation ou dans d’autres
sources.

- Hémopathies lymphoides prouvées

- Hémopathies autres: groupe regroupant les hémopathies non lymphoides dont
my¢lome, MGUS, SMD, aplasie médullaire etc.

- Maladies auto-immunes ou auto-inflammatoires : pathologies prouvées et fortes
présomptions

e Le diagnostic « fortement suspecté¢ » de maladie auto-immune est intégré

comme tel lorsqu’il est mentionné ainsi dans le compte-rendu médical ou que le
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traitement est initi¢ selon un protocole standard de maladie auto-immune/auto-
inflammatoire.

e Lorsque le motif d’admission était le suivi d’une pathologie auto-immune
connue et que le diagnostic retenu est celui d’une poussée ou d’une évolutivité
de la pathologie, le diagnostic retenu est également la maladie auto-immune en
question (exemple : poussée de dermatomyosite).

- Absence de conclusion diagnostique définitive :

e C(ette catégorie concerne des patients encore en cours d’investigation
diagnostique pour lesquels aucun diagnostic précis n’a encore été posé.

e [l peut également s’agir d’une situation d’exclusion diagnostique, c’est-a-dire
un cas ou un patient consulte par exemple pour hyperéosinophilie transitoire et
ou un syndrome lymphoprolifératif a été exclu, sans qu’un autre diagnostic n’ait
pu étre formellement posé.

- Diagnostic autre : cette catégorie regroupe tous les autres diagnostics retrouvés au cours

du recueil de données.

Certains diagnostics étant composites, certains patients peuvent entrer dans plusieurs

catégories.

84



3.3. Statistiques

Les statistiques de cette étude ont été réalisées a I’aide du logiciel InVivoStat®, version 4.2. Les
groupes TCR+ et TCR- ont été comparés par test du Chi-deux (confirmation de la significativité
par un test de Fischer automatique en fonction des effectifs) avec un seuil de significativité

retenu de p<0.05.

Le calcul de la Valeur Prédictive Positive (VPP) et de la Valeur Prédictive Négative (VPN) a
¢été réalisé a 1’aide d’un calculateur en ligne mis a disposition par le Dr Gillibert (Laboratoire

de Biostatistiques, CHU Charles Nicolle) : https://mail.gillibert.fr/stats/cpmidp.html.
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4. RESULTATS

4.1. Flow Chart

Le listing comprenait 114 patients. Parmi ceux-ci, 103 étaient incluables :

- 5 patients n’étaient en réalité pas issus du service de Médecine Interne. Ceci correspond
a deux cas de figure : erreur sur le prescripteur, qui ne fait pas parti des praticiens de
Médecine Interne ; ou erreur sur le service de rattachement

- Il n’a pas été retrouvé de dossier informatisé pour 6 des patients de la liste (recherche

par nom, prénom, date de naissance).

Parmi ces 103 patients incluables, 2 patients ont été¢ exclus car la recherche de réarrangement

TCR n’a pu aboutir, empéchant I’analyse de leurs données.

La premiere demande répertoriée date du 29/12/2016, et la derniere du 10/03/2020 ; 101
patients ayant au moins 1 résultat de recherche de réarrangement TCR rendu et suivis en

Médecine Interne ont donc été inclus.

Concernant les 101 patients inclus, 238 prélévements a la recherche d’un réarrangement TCR

ont été réalisés.

84 patients ont eu au moins un prélévement dans le sang circulant.
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Réarrangements TCR, patients
de Médecine Interne
(29/12/2016-10/03/2020)

N=114 o

Patients non suivis en
Meédecine Interne: n=5
(dont 1 patient d'UHA et 1
patient de réanimation)
* Patients non retrouves sur

CDP2: n=6

Patients incluables

N=103

*  Patients exclus
N=2

Patients n'ayant pas eut au
moins 1 rendu pour recherche
TCR sang/moelle/biopsie

Patients inclus

N=101

4.2. Caractéristiques générales de la population

4.2.1. Données démographiques, antécédents et motifs de prise en

charge

Le sexe ratio de notre cohorte est de 1,02. La médiane d’age des patients est de 64 ans.

20 patients (soit 19,8%) ont une maladie auto-immune, 18 patients (soit 17,8%) ont un
antécédent de néoplasie solide, 15 patients (soit 14,9%) ont une maladie inflammatoire, 13
patients (soit 12,9%) ont un antécédent d’hémopathie (dont 9 ont une hémopathie lymphoide),
4 patients (soit 4%) ont un déficit immunitaire, et 2 patients (soit 2%) ont une infection virale

chronique non guérie.
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Ces antécédents sont détaillés dans les figures suivantes, avec une prédominance de lymphome

de Hodgkin (LH) chez nos patients:

Hémopathies lymphoides (n=9)

= lymphome 2 petitescellules

= ymphome de Hodgkin (1 ymphome sans precision /1 lymphome sléronadulzire stade I11//1 lymphome type POPEMA axillzire droit)
» ymphome nan Hodghinien B (lymphome du manteau inguinal gauche//lymphame B a grandes cellules type ABCD)

« lyraphome {sans predision, grade IIl}

= lymphome EBVindut

slLC

Figure 1 : répartition des antécédents d’hémopathies lymphoides (lymphome non hodgkinien (LNH), lymphome
de Hodgkin (LH))
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Hémopathies autres (4 patients)

= pig/MEUS = SMD

Figure 2 : répartition des antécédents d’hémopathies autres

Maladies auto-immunes ( 20 patients, 26 ATCD)

= lupus {lupus systemique/lupus timidos) " pougerst

« Py arthrite c humatode » Maladie thy roidienne (3 Basedow/ /1 thy rodite )

« Cyrogiobuliné mie » Connectivite mivte [ty e sobe rode rmie autande imitée)
o Myos2es #1 derma tomy s fes » Myasthénie

« SAPL ® Périartérite noue se

Figures 3 : répartition des antécédents de maladies auto-immunes (Gougerot-Sjogren (GS), Polyarthrite

rhumatoide (PR))
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Maladies inflammatoires (15 patients, 16 ATCD)

= Crahn w Uyeéite * Psoriasis Granulomatose hépatique
o LEMP = Majadie de Still « PID w PR
» Vincdlarite leycotytocis qque o rhumatisme articud alre ® Sehnitzlet

Figures 4 : répartition des antécédents de maladies inflammatoires (Pseudo-polyarthrite rhizomélique (PPR))

Les principaux motifs de prise en charge retrouvés sont : les anomalies de la NFS (40 patients
soit 39,6% des cas), I’altération de 1’état générale/sueurs (25 patients soit 24,8% des cas), la
présence d’adénopathies et/ou de splénomégalie (17 patients soit 16,8% des cas) la fievre (14
patients soit 13,9% des cas) et enfin la dyspnée (9 patients soit 10,4%). Les motifs de prise en

charge sont souvent composites, avec un patient pouvant présenter plusieurs criteres.

Les autres motifs de prise en charge (prurit, rash cutané/urticaire, syndrome inflammatoire,
suspicion ou suivi de maladie auto-immune/inflammatoire, cedéme/angio-cedéme, anomalie de
I’imagerie hors adénopathies, pic/hypogammaglobulinémie, troubles digestifs, douleurs

diffuses, macroglossie et hyperpigmentation péri-orbitaire, syndrome d’activation
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macrophagique, altération de la marche, hypercalcémie, hémiparésie et hypoesthésie, malaise,

insuffisance rénale aigue...) représentent 62,3% des cas.

Les déces représentent 7,9% de la population, soit 8 patients. Sur ces 8 déces, 6 patients étaient

atteints d’une hémopathie lymphoide.

Parmi notre cohorte, nous avons retrouvé 55 patients TCR+ et 46 TCR-. Il n’y a pas de

différence significative entre les groupes TCR+ et TCR- pour ces caractéristiques.

En prenant les associations de signes cliniques suivantes parmi les motifs de prise en charge,

on retrouve .

- AEG + Anomalie de la NFS (+/- fievre +/- ADPs) : 2 diagnostics lymphomes/8 patients

et STCR+/8 patients (les deux patients avec diagnostic de lymphome sont TCR+).

- AEG + ADPs (+/-fiévre +/-anomalie de la NFS) : 1 diagnostic/6 patients et 3TCR+/6

patients (le patient avec diagnostic de lymphome est TCR+).

TCR totaux
Population TCR+ TCR- P
Caractéristiques n=101 n=55 n=46
Démographie
Age médian (années) 64 64 67.5
Sexe ratio 1.02 .
Antécédents

Néoplasie solide 18 (17.8%) 7 (12.7%) 11 (23.9%) NS
Hémopathie 13 (12.9%) 9 (16.4%) 4 (8.7%) NS

-Lymphoide 9 (8.9%) 6(10.9%) 3 (6.5%) NS

-Autre 4(4%) 3 (5.5%) 1(2.2%) NS
Déficit immunitaire 4 (4%) 2 (3.6%) 2 (4.3%) NS
Infection virale chronique 2 (2%) 0 2 (4.3%) NS
Maladie auto-immune 20 (19.8%) 10 (18.2%) 10 (21.7%) NS
Maladie inflammatoire 15 (14.9%) 8 (14.5%) 7 (15.2%) NS

Motifs de prise en charge

Dyspnée/toux 9 (8.9%) 7(12.7%) 2 (4.3%) NS
AEG/sueurs 25 (24.8%) 15 (27.3%) 10 (21.7%) NS
Adénopathie/SMG 17 (16.8%) 11 (20%) 6 (13%) NS
Anomalie de la NFS 40 (39.6%) 19 (34.5%) 21 (45.7%) NS
Fidvre 14 (13.9%) 7 (12.7%) 7 (15.2%) NS
Autres 63 (62.4%) 35 (63.6%) 28 (60.9%) NS

Tableau 1 : caractéristiques de la population, dge, sexe, antécédents, motifs de prise en charge

Parmi les patients ayant des antécédents de maladie auto-immune, on retrouve : 3TCR+/7 cas

de polyarthrite rhumatoide, 2TCR+/4 cas de maladie thyroidienne, 2 TCR+/ 2 cas de myosite,

1 TCR+/2 cas de lupus, 1 TCR+/5 cas de Gougerot-Sjogren.
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Dans les autres cas (cryoglobulinémie, connectivite mixte, myasthénie, SAPL, PAN), aucun

TCR+ n’a été retrouveé.

Parmi les patients ayant des antécédents de maladie inflammatoire, on retrouve : 2 TCR+/2 cas
de rhumatisme articulaire, 1TCR+/1 cas de Crohn, 1TCR+/1 cas de vascularite
leucocytoclasique, 1 TCR+/2 cas d’uvéite, 1 TCR+/2 cas de psoriasis, 1| TCR+/1 cas de
granulomatose hépatique, 1 TCR+/2 cas de PPR, 1 TCR+/2 cas de PID.

Dans les autres cas (LEMP, maladie de Still, Schnitzler), aucun TCR+ n’a été retrouvé.

4.2.2. Anomalies biologiques

Les anomalies de la NFS les plus fréquemment retrouvées dans notre cohorte sont: la
lymphopénie (52 patients soit 51,5% des cas), I’anémie (43 patients, soit 42,6% des cas), la
thrombopénie (23 patients, soit 22,8% des cas), I’hyperéosinophilie (19 patients, soit 18,8% des
cas), I’hyperleucocytose (15,8% des cas) puis viennent I’hyperlymphocytose (16 patients, soit
10,9% des cas), la neutropénie (10 patients, soit 9,9%), la pancytopénie (8 patients soit 7,9%

des cas) et la thrombocytose (7 patients, soit 6,9% des cas).

Il existe une différence significative entre les groupes TCR+ et TCR- concernant la
thrombopénie avec plus de patients présentant une thrombopénie dans le groupe TCR+ (16

patients contre 6 dans le groupe TCR-).

Concernant la thrombopénie, la médiane sur la population totale est un taux plaquettaire a
61G/L, avec une médiane a 66G/L pour le groupe TCR+ et a 61G/L pour le groupe TCR-. Les
écart-types respectifs (54,5 pour le groupe TCR+ avec une moyenne de 67,4G/L et 48,3 pour
le groupe TCR- avec une moyenne de 58G/L) montrent une plus grande disparité des valeurs
dans le groupe TCR+ (de 143G/L a 6G/L). Cependant il y a 6/17 patients dans le groupe TCR+
et 2/6 patients dans le groupe TCR- qui présentent une thrombopénie profonde (< 20G/L
plaquettes).

L’immunophénotypage (IP) a été réalisé chez 90 patients et il est anormal sur le plan qualitatif
chez 40 patients, soit 39,6% de la population. Les mentions anomalies B, ainsi que les doubles
positifs et les doubles négatifs constituent les anomalies les plus fréquentes (respectivement :

25%, 25% et 22,5% des IP anormaux). Une étude TCR complémentaire est recommandée par
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le biologiste dans 37,5% des cas d’anomalies. Les différentes anomalies décrites peuvent étre

combinées chez un méme patient.

Parmi les TCR sang, 13 ont possiblement été demandés en raison d’un immunophénotypage

sanguin anormal.

Il y a une différence significative au niveau des anomalies de I’immunophénotypage avec un
plus grand nombre d’IP pathologique dans le groupe TCR+, et ceci concerne en particulier : les

doubles négatifs, les anomalies du CD7, les demandes d’études TCR complémentaires.

Parmi les marqueurs d’exposition virale, des demandes de sérologies des hépatites ont été faites
chez 63,4% (n=64) des patients, une recherche VIH a été faite chez 62,4% (n=63) des patients,
des recherches d’EBV ont été faites dans 43,6% (n=44) des cas et de CMV dans 42,6% (n=43)

des cas.

1% (n=1) de la cohorte est positive pour le VIH, 3% (n=3) pour les virus des hépatites, 24,8%
(n=25) pour le CMV et 40,6% (n=41) pour ’EBV. Il n’y a pas de différence significative

concernant I’exposition virale entre les groupes TCR+ et TCR-.

TCR totaux
Population TCRS-E TCR4_5 p
2 g s n= h=
Caractéristiques n=101
Anomalies de la NFS
Anémie <12g/dl 43 (42.6%) 22 (40%) 21 (45.7%) NS
Thrombopénie <150G/L 23 (22.8%) 17 (30.9%) 6 (13%) 0.0218
Thrombocytose >450G/L 7 (6.9%) 3 (5.5%) 4 (8.7%) NS
Hyperéosinophilie >0.5G/L 19 (18.8%) 8 (14.5%) 11 (23.9%) NS
Hyperlymphocytose »3.5G/L 11 (10.9%) 8(14.5%) 3(6.5%) NS
Lymphopénie <1.5G/L 52 (51.5%) 25 (45.5%) 27 (58.7%) NS
Neutropénie <1.5G/L 10 (9.9%) 6 (10.9%) 4 (8.7%) NS
Hyperleucocytose, PNNz7.5G/L 14 (13.9%) 10 (18.2%) 6(13%) NS
Pancytopénie 8 (7.9%) 6(10.9%) 2 (4.3%) NS
Immunophénotypage sanguin
Anomalies de I'immunophénotypage 40 (39.6%) 29(52.7%) 11{23.9%) 0.0044
DP (CD4+/CD8+) 10/40 5 (9.1%) 5(10.9%) NS
CDA4+/CD8+/-(faible) 2/40 2 (3.6%) 0 NS
DN (CD4-/CD8-) 9/40 9 (16.4%) 0 0.0027
CD4 faible 1/40 1{1.8%) 0 NS
Anomalie du CD7 4/40 4 (7.3%) 0 0.0455
LT activés 5/40 4(7.3%) 1(2.2%) NS
CD10+ 3/40 2 (3.6%) 1(2.2%) NS
Clone B ou anomalie B 10/40 6 (10.9%) 4 (8.7%) NS
Etude du TCR souhaitable 15/40 9 (16.4%) 6(13%) 0.0002
Exposition virale

VIH 63(62.4%)//1(1%) 32(58.2%)//0 31(67.4%)//1(2.2%)  NS//NS
VHB, VHC 64(63.4%)//3(3%) 33(60%)//2(3.6%) 31(67.4%)//1(2.2%)  NS//NS
CMV 43(42.6%)//25(24.8%) 23(41.8%)//15(27.3%) 20(43.5%)//10(21.7%) NS//NS
EBV 44(43.6%)//41(40.6%) 24(43.6%)//22(40%)  20{43.5%)//19(41.3%) NS//NS

Tableau 2 : Anomalies biologiques retrouvées dans la cohorte, notamment anomalies de la NFS,

immunophénotypage pathologique, marqueurs d’exposition virale
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4.2.3. Résultats de la recherche de réarrangement TCR, anomalies

morphologiques et diagnostics

Les recherches de réarrangement TCR concernent le sang, la moelle, et des piéces de biopsies.
Les recherches de réarrangement TCR sanguins concernent 84 patients ; parmi ces derniers, 47
patients présentent un TCR sang positif. Les recherches de réarrangement TCR moelle
concernent 25 patients, avec 10 positifs. Enfin pour les recherches de réarrangement TCR sur

biopsie, ils concernent 18 patients, avec 10 positifs.

Les patients présentant au moins 1 réarrangement TCR positif sur un des milieux de

prélévement représentent 55 patients. Concernant les TCR négatifs, ils sont donc 46 patients.

13 recherches de réarrangement TCR ont été réalisées uniquement dans la moelle et 6

recherches de réarrangement TCR ont été réalisées uniquement sur des biopsies.

42,6% (n=43) des patients de la cohorte ont bénéfici¢ d’un myélogramme et 28,7% (n=29)
d’une biopsie ostéo-médullaire (BOM). 63,4% (n=64) des patients ont bénéfici¢ d’un scanner
et 38,6% (n=39) d’un TEP scanner. Il n’existe pas de différence significative entre les groupes
TCR+ et TCR- concernant le nombre d’examens de moelle et d’examens d’imagerie réalisés,
mais il y a une différence sur le nombre cas avec présence d’adénopathies retrouvées au scanner
avec un plus grand nombre de patients porteurs d’adénopathies dans le groupe TCR+ (25

patientes contre 12).

Concernant la charge ganglionnaire, on note 30 cas de forte charge ganglionnaire et 7 cas de

faible charge ganglionnaire sur les 37 patients présentant des adénopathies.

Concernant les anomalies au myélogramme, on retrouve un envahissement lymphocytaire ou
cellules lymphomateuses dans 6/21 myélogrammes pathologiques et un IP médullaire
pathologique également dans 6/21 myé¢logrammes dans le groupe TCR totaux. Parmi les
my¢logrammes normaux, 9/22 patients présentaient un TCR+. Il n’y a eu aucun cas de
my¢logramme normal chez un patient TCR+ avec une BOM pathologique (0/5). Par contre 1/6
des patients a présenté une BOM retrouvant un lymphome ou une infiltration lymphocytaire

parmi les patients avec myélogramme normal TCR-.
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Enfin, les principaux diagnostics retrouvés dans notre cohorte concernent les maladies auto-
immunes et inflammatoires (n= 28, soit 27,7% des cas) et les hémopathies lymphoides (n= 22,
soit 21,8% des cas). 34,7% des patients sont encore en cours d’investigation diagnostique ou

n’ont pas de conclusion diagnostique définitive au moment de notre recueil.

Il y a une différence significative concernant le diagnostic d’hémopathies lymphoides entre les

deux groupes avec 19 patients dans le groupe TCR+ et 3 patients dans le groupe TCR-.

TCR totaux
L Population TCR+ TCR- P
Caracteristiques n=101 n=55 n=46
Réarrangement TCR
Patients avec TCR sanguins 84 (83.2%)
Dont+ 47/84
Patients avec TCR moelle 25 (24.8%)
Dont+ 10/25
Patients avec TCR biopsie 18}1?.8%)
Dont+ 10/18
Patients TCR+ tous milieux (=1+/tous milieux) 55 (54.5%)
Patients TCR- tous milieux (21+/tous milieux) 46 (45.5%)
Autres explorations
Examen de moelle [Myélogramme-BOM)] [43(42,6%)-29(28,7%)] 26 (47,3%) 21 (45,7%) NS
Myélogramme pathologique . 14 (25.5%) 7 (15.2%) NS
BOM pathologique . 7(12.7%) 6 (13%) NS
Scanner 64(63,4%) 38 (69,1%) 26 (56,5%) NS
TEP 39(38,6%) 27(49,1%) 15 (32,6%) NS
Adénopathies 37/64 25/38 12/26 0.0326
Hyperfixation suspecte 18/39 13/27 5/15 NS
Diagnostics
Hémopathies lymphoides totales 22 (21.8%) 19 (34.5%) 3 (6.5%) 0.0006
Hémopathies lymphoides confirmées 17 (16.8%) 15 (27.3%) 2 (4.3%) 0.0016
Hémopathies autres 7 (6.9%) 3(5.5%) 4(8.7%) NS
SAM hématologique 2 (2%) 2 (3.6%) 0 NS
Maladies Al/inflammatoires 28 (27.7%) 10 (18.2%) 18(39.1%) NS
Bllla.n.e.n cours/pas de conclusion diagnostique 35 (34.7%) 16 (29%) 19 (41.3%) NS
définitive
Autres diagnostics 15 {14.9%) 9 (16.4%) 6 (13%) NS

Tableau 3 : résultats de la recherche de réarrangement TCR, autres explorations et principaux diagnostics

retrouves dans la population d’étude

Il n’y a pas de différence significative dans la répartition des maladies auto-immunes et des
maladies inflammatoires entre les groupes TCR+ et les TCR-. Les diagnostics sont détaillés
dans le tableau ci-aprés en catégories « cytopénies », « poussée de maladie connue » et
« maladie de novo » pour les maladies auto-immunes et en « poussée de maladie connue » et

« maladie de novo » pour les maladies inflammatoires.
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TCR totaux

. : : ; TCR-
Maladies auto-immunes/inflammatoires nT=(;jR5+ n=46 a
Maladies auto-immunes 10({18.1%) 10 (21.7%) NS
Cytopénies 7{12.7% 5(10.9% NS
* PTI 2 (3.6%) 2(4.3%) NS
= AHAI 0 3 (6.5%) NS
* Maladie des agglutinines froides 1(1.8%) 0 NS
*  Cytopénies liées 4 une hémopathie lymphoide 2 (3.6%) 0 N3
# Sans eryoglobulinémie 1(1.8%) o NS
#  Avec cryoglobulinémie (type Ill) 1(1.8%) [} N5
*  Felty (sur PR connue) 2 (3.6%) 0 NS
4 (8.7%)

Poussée/fen lien avec une pathologie connue [hors cytopénies) 1{1.8% 8.7% NS

*  SAM + poussée rénale + myocardite + myosite sur lupus connu 0 1(2.2%) NS

*  Gougerot connu (suivi; adénopathies) 1] 2 (4.3%) NS

*  Fiadvre dans le cadre d'une poussée de la connectivite connue 0 1(2.2%) NS

*  Poussée cutanée d’'une dermatomyosite connue 1(1.8%) 0 NS

- Autres diagnostics (« de novo » 2 (3.6%) 1{2.2% NS
* PR 1 (1.8%) 1(2.2%) NS

*  Possible sclérodermie débutante 1(1.8%) 0 NS
Maladies inflammatoires 2 (3.6%) 7 (15.2%) NS
Pousséefen lien avec une pathologie connue 1(1.8%) 3 (6.5%) NS

*  Poussée de maladie auto-inflammatoire « Still like » o 1(2.2%) NS

* PPRconnue 1(1.8%) 1(2.2%) NS

*  Schnitzler connu 0 1(2.2%) NS
Autres diagnostics {« de novo ») 1(1.8% 4(8.7% NS

*  Probable figvre/syndrome auto-inflammatoire 0 2 (4.3%) NS

* gercoidose 1(1.8%) 1(2.2%) NS

*  Spondylarthrite ankylosante 0 1(2.2%) NS

Tableau 4 : Répartition des diagnostics de maladies auto-immunes et des maladies auto-inflammatoire + détails

de ces diagnostics

4.3. Valeurs prédictives positive et négative du TCR sanguin

concernant les hémopathies lymphoides

4.3.1. Diagnostics d’hémopathie retrouvés en fonction du TCR

sanguin

4.3.1.1. Diagnostics d’hémopathie TCR sang (tout dge)

Nous nous sommes ensuite intéressés plus particulierement aux diagnostics d’hémopathies
lymphoides chez les patients ayant bénéficiés d’'un TCR sang. On note une différence
significative entre les groupes TCR+ et TCR- concernant les diagnostics d’hémopathie

lymphoide au total (13 patients dans le groupe TCR+ et 4 dans le groupe TCR-). Il n’y a pas de
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différence significative entre les groupes TCR+ et TCR- concernant les hémopathies T et les

hémopathies B.
TCR sang
" . + TCR-

Diagnostics IE‘E? n=37 p
Hémopathies lymphoides totales 13 (27.7%) 4 (10.8%) 0.0006
Hémopathies B 7 (14.9%) 2 (5.4%) NS
- Lymphomes B 6(12.8% 2 (5.4% NS

* Lymphome B diffus a grandes cellules 2 (4.2%) 0 NS

* Lymphome B a petites cellules 2(4.2%) 0 NS

» Sans précision 1(2.1%) 0 NS

»  lymphome lymphocytique 1(2.1%) 0 NS

*  Lymphome folliculaire B 1(2.1%) 0 NS

* Lymphome de Hodgkin EBV+ 1(2.1%) 0 NS

* Lymphome plasmablastique 0 1(2.7%) NS

* Lymphome B (sans précision) 0 1(2.7%) NS

- LLC 1(2.1% 0 NS
Hémopathies T 5{10.6%) 2 (5.4%) NS
- lymphomesT 4(8.5%) 2(5.4% NS
*  Lymphome T (sans précision) 0 1(2.7%) NS

*  Lymphome de Sézary 1{2.1%) 0 NS

« LAIT 2 (4.2%) 0 NS

*  Probable lymphoprolifération T EBV 1(2.1%) 0 NS

induit

* Lymphome nasal EBV induit 0 1(2.7%) NS

- LALT 1(2.1%) a NS
Autres hémopathies lymphoides 1(2.1%) 0 NS
- Lymphomes (sans précision) 1(2.1% 0 NS
Hémopathies lymphoides confirmées 11 (23.4%) 4 (10.8%) NS
SAM hématologique 2 {4%) 0 NS
Hémopathies autres 3 (6.4%) 3(8,1%) NS

Tableau 4 : comparaison du nombre de diagnostics d’hémopathies dans les groupes TCR sang+ et TCR sang-

4.3.1.2. VPP et VPN TCR sang (tout dge)

A partir des données de ce tableau nous avons pu établir les valeurs prédictives positive (VPP)
et négative (VPN) respectivement des TCR sang + et TCR sang — concernant le diagnostic

d’hémopathie lymphoide.

La VPP TCR sang + pour les diagnostics d’hémopathies lymphoides totales est de 0.28 [0.16,
0.42].

La VPN TCR sang — pour les diagnostics d’hémopathies lymphoides totales est de 0.89 [0.76,
0.97].

Nous avons analysé le sous-groupe des patients de moins de 65 ans : il n’y a pas de différences
TCR+ et TCR- dans ce sous-groupe et les valeurs de VPP/VPN sont du méme ordre que celles

calculées précédemment, avec peut-&tre une VPN plus forte encore (0.94 [0.77, 0.997]).
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4.4. Prise en compte du TCR+

La premiére étape pour évaluer I’'impact d’un réarrangement TCR positif dans la pratique
médicale est de savoir dans combien de cas ce résultat est pris en compte dans la démarche du

clinicien.

Sur les 55 TCR+ de notre cohorte, tous milieux, on retrouve la trace d’une prise en compte de
I’examen chez 24 patients (participation a la demande d’un examen morphologique, demande

d’avis spécialisé, contrdle du résultat...).

Si on se limite a la prise en compte de TCRsang+, sur 47 patients présentant un TCR positif

dans le sang, 20 ont été pris en compte.

Prise en compte TCR+
Demande5 tOtales _

TCR+

o

20 40 60 a0 100

M prisen compte (n=24) M non pris en compte (n=31) W TCR- (n=46)

Figure 5 : représentation des TCR+ pris en compte par rapport aux TCR+ et par rapport au total des demandes
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5. DISCUSSION

Les objectifs de notre étude concernent principalement la description de la population de
Meédecine Interne chez laquelle une demande de réarrangement TCR est réalisée, I’impact du
réarrangement TCR dans la prise en charge des malades et I’estimation de la valeur de cet

examen dans le sang en tant qu’aide au diagnostic des hémopathies lymphoides.

5.1. Population

Les principaux résultats de notre étude mettent en évidence que la population dans laquelle une
recherche de réarrangement TCR est réalisée en Médecine Interne est relativement agée avec

une médiane de 64 ans.

L’age de 65 ans est habituellement retenu dans la littérature comme étant le début d’une
contraction significative du répertoire TCR dans la population générale avec apparition d’une
ou plusieurs expansions clonales. Des expansions clonales sont retrouvées chez 30% des sujets
de plus de 65 ans'® avec une estimation allant jusqu’a 70% des patients Agés en extrapolant
ces résultats a la population agée en dehors de 1’étude. 11 est difficile de comparer ces résultats
aux données de la littérature étant donné les différences de techniques utilisées, néanmoins I’age

des patients de notre cohorte constitue probablement un biais pour I’interprétation des résultats.

Un nombre conséquent de patients présentent un antécédent de maladie auto-immune et auto-
inflammatoire. Ceci n’est pas surprenant pour une cohorte de Médecine Interne, cependant ces
antécédents sont en soit des contextes de possibles apparitions de clonalité. Ces ¢éléments
pourraient en partie expliquer le taux de positivité du réarrangement TCR retrouvé dans notre

cohorte.

Plus de la moitié de notre cohorte présente une lymphopénie : la lymphopénie, par le biais de
la LIP®% peut également étre a I’ origine d’une contraction du répertoire TCR dans la littérature,

en particulier chez les patients avec terrain auto-immun.
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Ces différents ¢éléments tendent & montrer qu’il n’est pas surprenant de retrouver des clones T
dans notre cohorte. Il y a quelques parametres qui sont possiblement liés a la présence d’un
clone T chez nos sujets : la thrombopénie, la présence d’une anomalie de I’immunophénotypage
et en particulier la présence de lymphocytes doubles négatifs, de diminution du CD7 et la
mention « étude TCR souhaitable ». Le phénotype double négatif, dans un contexte de
restriction du répertoire TCR, se retrouve dans la littérature notamment®® dans le cadre de
modeles murins de lupus, faisant suspecter un lien avec I’auto-immunité. La perte du CD7 quant
a elle se retrouve notamment dans plusieurs hémopathies T (telles que le LAIT, le lymphome
de Sézary, le lymphome anaplasique, I’ATLL), en méme temps que d’autres anomalies
spécifiques. La mention « étude TCR souhaitable» révele la forte suspicion de clonalité et il

n’est donc pas surprenant qu’elle puisse étre liée au TCR+.

On retrouve é¢galement une différence significative entre les groupes TCR+ et TCR- concernant
la présence d’adénopathies a I’imagerie et le diagnostic d’hémopathies lymphoides au total et
confirmés (avec plus grand nombre de patients dans le groupe TCR+). Il semble y avoir une
association entre la présence d’un clone sur les examens de sang, moelle ou biopsie tissulaire
et le diagnostic d’une hémopathie lymphoide, ce qui est en accord avec le fait que nous

retrouvons la présence d’adénopathies plus fréquemment chez ces patients.

Cependant, concernant I’ensemble de ces résultats, nous ne pouvons conclure quant a la
présence d’un lien significatif entre le résultat positif d’une recherche de réarrangement TCR
et la présence d’adénopathies, la présence d’une thrombopénie, la présence d’un
immunophénotypage pathologique étant donné le caractére rétrospectif de 1’étude et nos faibles

effectifs.

Notre population est donc une population relativement agée et qui présente des comorbidités
pouvant étre a 1’origine d’une restriction du répertoire TCR, témoignant de la difficulté

d’interpréter cet examen en Médecine Interne.
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5.2. Prise en compte de 1’examen et apport a la démarche

diagnostique

La prise en compte des résultats de TCR+ est partielle. Cette prise en compte partielle peut étre

expliquée par plusieurs raisons :

-Arrét des explorations/limitations de soins ou déces du patient en raison d’une altération trop

importante de I’état clinique avant d’obtenir le résultat

-TCR demandé¢ en méme temps que d’autres examens (sur biopsie d’adénopathie par exemple
ou en méme temps quune BOM) avec diagnostic établi par un autre biais, sans nécessité

d’intégrer le résultat du réarrangement dans la démarche diagnostique
-Perdus de vue

Le fait que le résultat ne soit pas directement disponible par voie informatique peut aussi limiter

la prise en compte de I’examen.

Concernant les 24 cas pris en compte, dans 7 cas d’autres examens (examen de moelle, TCR
sur moelle, biopsie de peau, TCR sur biopsie, PET scanner) ont été demandés en méme temps
que le TCR index (ou pendant que ce dernier €tait en cours). Dans 2 cas, des examens tels que

PET scanner ou examen de moelle précedent les demandes de TCR.

Il est possible que nous sous-estimions cette prise en compte. La démarche de prise en compte

du résultat TCR peut n’avoir pas fait I’objet d’une mise a 1’écrit.

Cependant, cette prise en compte partielle pose question quant a 1’utilit¢ de réaliser une
recherche de réarrangement TCR notamment lorsque d’autres examens tels que la biopsie ou la
BOM sont en cours. L’intérét de cet examen, notamment dans le sang, lorsqu’un examen de
référence pour étayer un diagnostic de certitude (en particulier une biopsie) est demandé reste
limité. Il ne semble pas, dans ces cas-la apporter des ¢léments pour les conclusions
diagnostiques car il s’agit de cas de forte suspicion d’hémopathie lymphoide (le recours a la

biopsie révélant une forte suspicion étant donné le caractére invasif de la chirurgie).

Toutefois il semble y avoir un possible intérét de la recherche du réarrangement TCR sang dans
le diagnostic d’hémopathies lymphoides étant donné qu’il existe dans notre cohorte une

différence significative entre les TCR sang+ et les TCR sang- pour ce parameétre. On ne retrouve
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pas en revanche de différence entre TCR sang+ et TCR sang- concernant les hémopathies B ou

T et ce méme chez les moins de 65 ans.

Nous avons donc ¢galement calculé la VPP du TCRsang+ et la VPN du TCRsang- concernant
le diagnostic d’hémopathie lymphoide : la VPP du paramétre TCRsang+ est médiocre, estimée

a 30%, alors que la VPN du TCRsang- est forte, a 94%.

Concernant les 13 cas d’hémopathies lymphoides TCRsang+, I’intensité du réarrangement TCR
est connu chez 6 patients : 1 patient présente un réarrangement de faible intensité et 5 patients
présentent un réarrangement de forte a trés forte intensité. 15 réarrangements parmi les
réarrangements TCRsang+ sont de forte a trés forte intensité : 5/15 de ces réarrangements avec

forte intensité sont accompagnés d’un diagnostic d’hémopathie lymphoide.

La présence d’un clone T ne permet pas de conclure quant a la nature T ou B de I’hémopathie.
Dans des cas de réarrangement TCR positif dans le cadre d’une hémopathie, les données de la
littérature montrent qu’il n’est pas possible de déterminer s’il s’agit d’une hémopathie T ou B
sur la seule présence de ce réarrangement en raison de l’existence de réarrangements

illégitimes(54) qui existent dans différents types d’hémopathies.

La faible VPP peut étre liée au fait qu’un clone T n’est pas synonyme d’hémopathie, mais elle
peut également étre liée au fait que le délais de latence entre la survenue d’un clone et
I’apparition d’une hémopathie peut étre de plusieurs années®®. Or le suivi est relativement court
dans notre cohorte, avec un maximum de 2,5 années de suivi, ce qui n’est pas suffisant pour
affirmer qu’il n’y a pas d’autres hémopathies de survenue ultérieure qui pourraient étre en lien
avec le clone T. Ceci, couplé au faible effectif de patients et au caractére rétrospectif de 1’étude

sont des biais qui limitent nos conclusions sur ce point.

Ces résultats suggerent que le réarrangement TCR sang n’est pas un bon examen pour prédire
le diagnostic d’hémopathie lymphoide chez les patients de Médecine Interne, a tout age et dans
le sous-groupe des patients de moins de 65 ans. Ceci est d’autant plus vrai que dans la littérature,
méme en cas de lymphome avéré (cutané dans ce cas), des clones sanguins sans rapport avec
I’hémopathie peuvent étre retrouvés, sans différence significative avec les patients ne présentant
pas de lymphome". La présence d’un clone en contexte d’hémopathie n’a donc pas forcément
de lien avec I’hémopathie sous-jacente. Néanmoins, un réarrangement TCR de forte intensité
aurait un intérét a étre contrdlé et surveillé plus étroitement étant donné que parmi tous les
réarrangements dont 1’intensité est connue, un tiers des cas d’intensité forte a trés forte sont

accompagnés d’un diagnostic d’hémopathie lymphoide.
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En revanche, il peut présenter un intérét pour des patients chez lesquels on souhaiterait limiter
les explorations : la forte VPN du paramétre TCRsang- pourrait peut-€tre permettre d’exclure
le diagnostic d’hémopathies lymphoides hors cas de forte suspicion. En effet, en cas de forte
suspicion, le TCRsang n’a que peu d’intérét et risque de ne pas €tre pris en compte. La valeur
de la VPN est a modérer tout de méme car certains types d’hémopathies’* comme le lymphome
T anaplasique, le réarrangement TCR n’est pas retrouvé sur la biopsie de maniére systématique-

on peut donc douter qu’un clone circulant soit retrouvé dans ces cas-la.

Ceci pourrait avoir un intérét notamment dans le cadre du suivi de certains patients : nous avons
notamment eu le cas dans notre cohorte d’un patient avec antécédent d’hémopathie lymphoide
et de dermatomyosite ; lors d’une poussée cutanée de sa maladie, la recherche d’un clone
sanguin et d’un clone cutané de maniére synchrone a permis d’écarter le diagnostic de
lymphome cutané (1 premier TCR sang négatif avec TCR peau positif, contrdle a distance :
TCR sang et TCR peau négatifs) et de conclure a une poussée de la dermatomyosite. Cela
pourrait également étre intéressant pour les suivis des patients atteints de Gougerot avec
cependant une réserve : le surrisque d’hémopathie présent chez ces patients ne permettrait peut-
étre pas, en cas de poussée d’adénopathies par exemple, de les classer en « faible suspicion
d’hémopathie »**3%. La VPN dans ce cas ne peut seule suffire a limiter les explorations, ce
d’autant que la transformation maligne peut avoir lieu plusieurs années aprés le début de la

maladie et que d’autres marqueurs prédictifs d’une évolution défavorables existent.

Etant donné I’ensemble de ces éléments, nous proposons donc de réserver le prélévement de
TCR sanguin aux patients n’ayant pas de forte suspicion d’hémopathie lymphoide, et ce plus
en vue de limiter les explorations plutdt qu’a visée de confirmation diagnostique. La encore
cependant, le faible délai de suivi dans notre cohorte nous invite a étre prudents car les résultats

de la VPN pourraient également étre biaisés en raison des perdus de vue.

5.3. Perspectives

L’intérét de I'utilisation de la recherche de réarrangement TCR comme aide au diagnostic des
hémopathies lymphoides chez une population autre que les malades d’hématologie n’a pas fait

I’objet de beaucoup d’études a notre connaissance. Certaines études ont posé la question de la
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transformation maligne dans le syndrome de Gougerot-Sjogren et la question du TCUS®Y chez
la population agée saine, mais le rdle du réarrangement TCR dans la démarche diagnostique
n’y est pas abordé. A cet égard, notre étude prend acte des pratiques actuelles qui ont cours dans
le service de Médecine Interne du CHU de Rouen et cela nous permet de proposer une
restriction des prescriptions, en particulier concernant les TCR sanguins. Toutefois, notre étude
est rétrospective et est soumise a de nombreux biais, parmi lesquels les perdus de vu, les biais

d’information et le faible effectif de patients.

Une étude prospective étudiant plusieurs parameétres chez tout patient entrant en Médecine
Interne et évaluant la survenue d’hémopathie lymphoide au cours du suivi pourrait permettre
de proposer un score diagnostic afin de limiter les explorations en fonction des résultats chez
les patients ayant une suspicion d’hémopathie lymphoide faible & modérée. Ce score
regrouperait des examens tels que I’immunophénotypage sanguin, la NFS, le réarrangement
TCR sanguin, le réarrangement IgH sanguin et I’¢lectrophoreése des protides. Ceci serait
intéressant en particulier les patients fragiles pour lesquels des explorations invasives sont a

risque d’effets indésirables graves.

Afin d’évaluer plus finement la VPP d’un TCRsang +, le devenir de cette population pourrait
étre comparé a une population d’hématologie dans laquelle les mémes examens initiaux seraient
systématiquement réalisés. Cela nous permettrait de comparer les résultats obtenus avec les
taux obtenus dans le sang chez des patients d’hématologie en appareillant éventuellement sur

d’autres facteurs.

Une telle étude permettrait également d’évaluer I’impact médico-économique du réarrangement
TCR, notamment dans la limitation des explorations (éviter la multiplication d’examens
spécialisés et plus ou moins couteux tels que des TEP scanner chez des patients a faible risque

d’hémopathie par exemple).

104



CONCLUSION

Le réarrangement TCR est un outil précieux dans 1’aide au diagnostic histologique des cas
litigieux d’hémopathies lymphoides, notamment pour les différencier de lymphoproliférations
réactionnelles. Il s’interpréte en concordance avec les données immunohistochimiques,
cliniques et biologiques. Son utilisation hors AMM dans notre service a pour but d’aider au
diagnostic d’hémopathies lymphoides chez des patients de Médecine Interne et cette pratique

n’avait pas été évaluée jusqu’a présent a notre connaissance.

Nos résultats ont montré que la population de Médecine Interne dans laquelle le réarrangement
TCR est demandé présente des caractéristiques qui pourraient orienter le résultat du
réarrangement vers une positivité (dge, antécédents). Ces caractéristiques et les explorations

faites dans les groupes TCR+ et TCR- ne présentent pas de différence significative.

En revanche, nous avons établi qu’il y a une différence significative entre les groupes
TCRsang+ et TCRsang- concernant le diagnostic d’hémopathies lymphoides, avec plus de
patients diagnostiqués dans le groupe TCRsang+. Cependant la VPP du TCRsang+ est
médiocre. La VPN du TCRsang- est, elle, forte. L’ensemble des données recueillies nous font
proposer de réaliser des TCR sanguins plutot chez des patients pour lesquels il n’y a pas de
forte suspicion d’hémopathie lymphoide et ce afin de limiter les explorations. Le TCRsang+ ne
doit pas a ce jour et d’apres les données que nous possédons étre réalis¢ afin d’affirmer un
diagnostic d’hémopathie lymphoide. Par ailleurs, il ne semble pas y avoir d’indication a le
réaliser lorsque la suspicion d’hémopathie lymphoide est forte car il ne serait probablement pas
pris en compte dans 1’évaluation diagnostique si un autre examen permet d’avoir un diagnostic
précis d’emblée (exemple : biopsie). Il peut en revanche servir de complément comme c’est
déja le cas sur des prélevements de moelle ou de biopsies, sans toutefois signer a lui seul le

caractére malin du clone retrouvé.
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Annexe 1 : profils d’'immunophénotypage des principaux syndromes
lymphoprolifératifs (laboratoire du CHU d’Anger, disponible sur le site internet

hematocell.fr, Document rédigé par Camille Ramirez, Interne en Biologie

ANNEXE

(septembre2011))
LLC FL SMZL/SLVL | LTricho | LTricha | MCL | DLBCL LB
v
€D19 + + [dim) + + + + + +
D5 *+ = -4 = = + -f1+) g
€D10 - + - -fi+) - - +/- +
€pD23 * » - - . - -ftv -
sig Low/- + + ligm) + ligM, + iG] * +t-) *
gG)

€D79b Low/- Low/- + + Low/- + + +
CD22 Low/- + + + + + +
<D103 - - -+ + + . . N
c€p2s -+ ® + * -+ - -+ .
€D20 +llow) + +- + + + +-) +
CD11c -1+ - +/- + -+ - - -
FMIC7 - +/- * + + +1-) +/- -/t+)
cDa3 + - - + + - -ty E

LLC : leucémie lymphoide chronigue ; FL : lymphome folliculaire ; SMZL/SLVL : lymphome de la zone marginale splénigue, lymphome
splénique a lymphocytes villeux ; L Tricho : leucémie a tricholeucocytes ; L Tricho V : leucémie & tricholeucocytes variante ; MCL : lymphome

du manteau ; DLBCL : lymphome B diffus & grandes cellules ; LB : lymphome de Burkitt.

CD11c, FMC7 et CD43 ne sont pas recommandés d'emblée dans le panel.

¥ o EN SECONDE INTENTION :

a.  Type de récepteur a I'Ag : expression du TCRab ou TCRgd

b.  Autres marqueurs également utiles : CD10, CD25, CD30, margueurs NK...

LAKT ynd ¥ h T ATLL LPL-T Expansions de LGL
de Sézary anaplasique - NK

sCD3 Low |+ + + + -
D2 + + CD4 4+, absence + + + +
€D4a + + d'exp des | * + - -
€Ds + Ag CD2, CD3, + - Low -

€Ds, €07
cD8 +/- - - + -1+

CD4+ CD8+]
D7 Low |- - +* Low ?
C€D16 - +/- +
€D56 - +/- - - +/- +
€D57 - - - +/- +
€D10 + -
€D25 +f- et + - - -
intensité fluo
hétérogéne

C€D26 Low/-
€D30
Mq granules + +
cytotoxiques

Alk-1 +f- Le + svt pas de

+f- expression profi phéno

d'Ag mydloides aberrant

LAI-T : lymphome T angio-immunoblastique ; ATLL :

large granular lymphocytes

leucémie/lymphome a cellules T de I'adulte ; LPL-T : leucémie prolymphocytaire T ; LGL :
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Annexe 2

: classification OMS des tumeurs lymphoides (issu de : Bruneau, J., Canioni,

D., & Jo Molina, T. (2017). Révision 2016/2017 de la classification OMS des

hémopathies lymphoides matures : ce qui va changer dans la pratique quotidienne.

Revue Francophone Des Laboratoires, 2017(488), 39-48. d0i:10.1016/51773-

035X(16)30418-X)

Néoplasinlymﬂlnﬁnﬁrﬂl__-l. Meapiasiea lymphoides T el MK malures

Leucemie lymphoide chronigque / Lymphorme hmphocytious

Leucemia pralymphocytame T

Lymphocytose B monoclonals *
Leucémie m-e;nmmaylalreﬂ
_Lymphc.me de Ia zone maqglnaae splénigue

Leucemie & Irldlalaumcﬂeg B

Lymphame / Lededmie 8 spmwue rlm e.'am
_Lyrmham&drm;sémm mmh&dempul‘pe rouge spiénigue
Leunsmis & ehoisucooytes - wanant

Lymphome ymphoplasmacytair

Macroglobulnemie de Waldenstrom

Gammapethie monoeionale de mmnn indetemminds (MGELUS)
IgM®

Maladie des chaines lourdes Mu
Maladie des chaines lourdes gamma
Maladle I:IEB chalnes Inurdes Slpha

Eammmmhla moncelonale da signification indétemirde. {HGIJB]
IgGAgA

Bylame multiple

Plaammyme SOUlaire 0BSEUX

Plaamoq,ma exira-ossein

Malzdie des d&pis dlimmuncgiobuling Monocicnaus™
Lymphams de la zone maminei extra-geglionnere du tisss
Iymphoide Essocié aux mugueuses (MALT)

Lympharne dn 2 zone marginaie ganglionnare
Lyrquhormﬂemzmanwmmg&rgﬁmmde tmepédsm
Lymphiome follicutaire

Neanlasle I'oﬂuculuﬁ i s

Lymphome folliculaire de type duodena

Lysnphoms folliculaire da tyoe pedistrigue”
meammsa@wrmm-
Lyrmphome cantro-foSoulane cutand pimild

Lymphome & cellules du manteau

Meoplasie & cetiules du ranteau i it

Lwnphnm& mr!ue.igﬂmi&emlum B |DLBCL), sans autre
speciicité (NOS)

e Lype B du| DenEre germinatit

det,rpa Active B

Lymphame & grandes cefules 8 riche en ymphooyles T/histiocyles '

DLBCL primits! dhu sy stéme nesveus r:.amm]
DLECL primild cutang, de type jambe

DLBCL EBV+, NOS"

Likcere cutandomugquess EBY+"

DLBCL associé 3 une inflammation ehronique.
Granuematese Iymmnmmuﬂe

Lymphoms &grmm-s cefules B primitit do médisstin thymigue)
Lymphorre & grandes celules B intravaseulaire
Lymphaine & grandes cefules B ALK posiit
Lymphome masmsmastque

Lymphome des séreuses

DLSCL HHVE+, sans aulre spécificid”
menmde Eluﬂult
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ABSTRACT

Introduction : Le réarrangement TCR permet de détecter la clonalité T dans les prélévements
¢tudiés (sang, moelle, biopsies). C’est un outil d’aide au diagnostic des hémopathies
lymphoides dans des cas de caractérisation anatomo-pathologique litigieux et cet examen
permet également de pouvoir suivre la maladie résiduelle chez des malades traités pour
hémopathies. La recherche de réarrangement TCR est prescrite dans le service de Médecine
Interne du CHU de Rouen dans des cas de suspicions d’hémopathie mais son impact sur la prise
en charge des malades n’a pas été évalué a ce jour.

Objectifs : Notre objectif en réalisant cette ¢tude a été¢ d’évaluer les pratiques quant a la
prescription des réarrangements TCR dans la population de Médecine Interne et évaluer
I’impact de cet examen sur la prise en charge des patients. Nous avons notamment cherché a
évaluer I'impact d’un TCR sanguin positif sur le diagnostic d’hémopathie lymphoide et
I’impact d’un TCR sanguin négatif sur I’exclusion d’un tel diagnostic.

Matériel et méthodes : Etude rétrospective qui concerne les patients pour lesquels un
réarrangement TCR a été demandé alors qu’ils étaient sous la responsabilité médicale d’un
praticien de Médecine interne entre 2017 et 2020. Tous les patients ayant eu au moins un
réarrangement TCR (sang, moelle, biopsie) ont été inclus, soit 101 patients. Les données ont
¢té analysées par comparaison des groupes TCR+ (présence d’un réarrangement) et TCR-
(absence de réarrangement) avec une attention particuliére concernant les TCR sanguins. Les
statistiques ont été réalisées par un test de Chi-deux ou test de Fischer en fonction des effectifs.

Résultats : Nous avons retrouvés une différence significative concernant nos groupes TCR+ et
TCR- pour les parametres tels que la présence d’une thrombopénie, la présence d’anomalie de
I’immunophénotypage, la présence d’adénopathies au scanner et le diagnostic d’hémopathie
lymphoide. L ensemble de ces différences retrouvaient un nombre plus important de patients
dans le groupe TCR+. L analyse de I’impact du TCR sang dans la prise en charge des patients
a permis de retrouver une différence significative entre les groupes TCR+ et TCR- concernant
le diagnostic des hémopathies lymphoides avec une valeur prédictive positive du TCR+ de 28%
et une valeur prédictive négative du TCR- de 89%.

Conclusion : La recherche de réarrangement TCR sanguin dans la population de Médecine
Interne présente une VPP médiocre et une VPN forte ; cet examen pourrait avoir un intérét pour
exclure un diagnostic d’hémopathie lymphoide chez des patients qui ne présentent une forte
suspicion clinique d’hémopathie.

Mots clés : clonalité TCR ; hémopathies lymphoides ; réarrangement TCR ; clonalité¢ T
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