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Introduction

Depuis Pasteur et les grandes avancées en immunologie du XIX® siécle, d’autres chercheurs ont
essay¢ d’identifier les éléments de la réponse immunitaire, aussi bien solubles que cellulaires. Avec
la microscopie optique, il a été possible de distinguer les cellules sanguines, appelées Globules
Blancs, des Globules Rouges. Ces cellules nucléées sont de différents types et certaines colorations
permettent d’identifier par exemple, différents sous-groupes comme les polynucléaires, les
monocytes et les lymphocytes. Ainsi, I’hémogramme, ou numération formule sanguine, s’établissait
a I’aide du microscope et permettait, en comptant cent globules blancs sur un frottis sanguin
(étalement d’une goutte de sang sur une lame de verre) d’établir des pourcentages pour chaque sous-
population. Or cette technique est longue et fastidieuse, ainsi des automates de formulation ont vu le
jour dés les années 30. En effet, en 1934, Moldovan publie dans le célébre journal scientifique
Science, le premier article expliquant le comptage de cellules circulant dans un tube capillaire devant
un détecteur photoélectrique, qu’on appellera plus tard la cytométrie de flux (CF) (Moldovan, 1934 ;
Davey, 2000).

Les techniques d’immunomarquages voient le jour en 1906, quand Obermayer et Pick visualisent un
antigene (Ag) au moyen d’un anticorps (Ac) marqué par un colorant. Mais ¢’est a partir des années
1940 que I’'immunofluorescence connait son évolution en une technique exacte (Federlin, 1965). Les
fluorochromes ou sondes fluorescentes sont des colorants activés par une stimulation lumineuse a une
longueur d’onde d’excitation donnée et émettent a une longueur d’onde d’émission donnée propre a
chaque fluorochrome. Ils peuvent étre fixes sur des Ac dirigés contre les structures ou molécules
d’intérét dans les tissus a la surface des cellules ou en intracellulaire. En utilisant des filtres sélectifs,
seule la lumiére émise par les fluorochromes est visible (Stern, 2017).

La cytométrie en flux (CF) est I’étude précise de particules isolées entrainées par un flux liquide. Elle
permet la caractérisation individuelle de chaque cellule contenue dans un échantillon liquide, en les
faisant passer une par une devant un laser. La lumiére diffusée ainsi que 1’émission fluorescente (lors
d’utilisation de fluorochromes) sont mesurées. Un systeme informatique transforme ces signaux
lumineux en signaux électronique. Les résultats donnent ensuite des informations sur la taille de la
cellule, sa complexité interne, ainsi que la présence et la quantité de fluorochromes marquant des Ag
spécifiques a sa surface (Tarrant, 2005).

Les progres de la science ont mené progressivement aux cytometres actuels. En 1953, un appareil est
créé par Crosland-Taylor qui utilise pour la premiére fois la focalisation hydrodynamique. Elle permet
une délivrance reproductible de cellules en suspension dans un fluide, a travers le capillaire. Le détail
de cet appareil est présenté dans la Figure 1 ci-dessous (Crosland-Taylor, 1953). Brievement,
I’appareil est rempli d’eau distillée qui entre par les tubes (2) et (2a) et passe dans les tubes (3) puis
(4) puis le vortex (5). Les cellules a analyser sont en suspension et passent a travers 1’aiguille (1) puis
le tube (3) pour étre analysées en (4). Le flux de ces cellules s’affine et sa vitesse augmente a mesure
qu’il se rapproche du vortex. Une pression négative de 25 mmHg est appliquée sur le vortex. La
méme année, Coulter breveta un appareil de comptage des cellules sanguines par détection de
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conductivité électrique dans la solution lors du passage de particules. L’amplitude de cette variation
est proportionnelle au volume de la cellule (Coulter, 1949). En effet, les médecins avaient besoin de
moyens rapides, précis et faciles d’utilisation, pour dénombrer les cellules sanguines afin de poser
des diagnostics. Le compteur Coulter fut rapidement utilisé largement pour compter les globules
rouges chez ’humain (Brecher et al., 1956 ; Shapiro, 2004).

. Ext. diam.
0-012 in.

Ext. diam.
0-028 in,

Figure 1 : Détail de la chambre d’hydrofocalisation (Crosland-Taylor, 1953)

En 1965, la spectrophotométrie est utilisée par Kamentsky et al. afin de permettre la mesure du taux
d’acide nucléique, coloré par de 1’orange acridine, au sein de chaque cellule traversant un faisceau
laser. Moins le photodétecteur recevait de lumiere, plus la cellule était riche en acide nucléique. La
taille des cellules était également mesurée grace a la diffusion de la lumiere. Les résultats étaient
donnés sur un oscilloscope sur lequel chaque cellule était représentée par un point. Le résultat de
I’analyse d’un échantillon était représenté par un nuage de points répartis sur deux axes représentant
la quantité d’acide nucléique présent dans la cellule et la taille de celle-ci. La figure 2 est une
représentation de I’appareil. La figure 3 présente les résultats obtenus par I’analyse de différentes
cellules (Kamentsky et al., 1965).
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Figure 2: Diagramme de I'appareil (Kamentsky et al., 1965). AMP : photoamplificateur,
PMT : photomultiplicateur, d/dt : circuit différentiel, X et Y : entrées du signal, Z :
Modulateur d’intensité.

Figure 3: Résultats obtenus aprés I’analyse de cellules métastatiques, kératinisées a pH 2,1
d’un carcinome épidermoide(a), les mémes cellules a un pH 3,8 (b), cellules épithéliales saines
du colon (c), cellules épithéliales vaginales saines (d) et des cellules d’un carcinome
épidermoide du col de ’utérus (e). L’absorption est représentée en ordonnée et la taille de la
cellule en abscisse (Kamentsky et al., 1965).

En 1974, la cytométrie de flux moderne apparait avec le trieur de cellules activées par fluorescence
(FACS), mis sur le marché par Becton Dickinson® (BD®), il utilise un laser a I’argon et deux
détecteurs optiques permettant de mesurer respectivement la fluorescence et la dispersion lumineuse.
La composition simplifiée du FACS est présentée en Figure 4 (Herzenberg et al., 1976).
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Figure 4: Composants principaux du FACS (Herzenberg et al., 1976)

Au méme moment, Kohler et Mildstein réussissent a produire des Ac monoclonaux spécifiques a
partir d’hybridomes de plasmocytes murins (Kohler et Milstein, 1975). Ces Ac monoclonaux sont
trés spécifiques pour leur Ag respectif et sont ensuite trés facilement couplés a des fluorochromes.
Cette découverte permit le développement massif de la CF en tant que standard tant dans le domaine
de la recherche que dans le domaine de la médecine clinique. C’est ainsi qu’il fut découvert, grace au
FACS, une centaine d’Ag présents a la surface ou dans les cellules. Le FACS permit également le
développement de nouveaux Ac monoclonaux en triant les hybridomes obtenus suite a une nouvelle
fusion, permettant ainsi la conservation de clones sécrétant de nouveaux Ac monoclonaux, méme
présents en faible quantité (Herzenberg et al., 2002). C’est ainsi que les connaissances sur les sous-
populations de lymphocytes ont grandement avancé. Le FACS permet alors d’avancer dans la
distinction des sous-populations de lymphocytes, qui sont morphologiquement et structurellement
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tres proches mais fonctionnellement différents et dont les différences de constitutions membranaires
sont infimes (Herzenberg et al., 1976). La combinaison des glycoprotéines membranaires, utilisées
comme marqueurs, forme le phénotype de la cellule. Ces marqueurs membranaires sont détectés a
1’aide d’Ac monoclonaux, couplés a des fluorochromes et révélés par 1’analyse dans un cytométre en
flux, on parle d’immunomarquages. Ces marqueurs sont appelés « classe de différenciation » (CD) et
ont été regroupés dans une nomenclature pour la premiere fois en 1982. L’immunophénotype des
cellules est alors désigné par la combinaison des CD exprimés (CD") et des CD absents (CD")
(Fanfano, 2018).

Ainsi les cellules sanguines ont été immunophénotypées et peuvent étre décrites sous forme de
combinaison de CD. Les leucocytes sont porteurs de CD45. Les lymphocytes se divisent en
lymphocytes B (LB) caractérisés par CD21+ et en lymphocytes T (LT) caractérisés par CD3+. Les
LT se divisent quant a eux en LT cytotoxiques porteurs de CD8+ et en LT helper porteur de CD4+.
Le tableau 1 reprend les principaux CD utilisés chez le chien.

Tableau 1: Principaux CD utilises chez le chien (Feldman et al., 2000 ; Wilkerson et al., 2005 ;
Antibodies-online, 2021)

Ag Spécificité

CD3 LT

CD4 LT helper

CD8 LT cytotoxiques

CD14 Monocytes

CD21 LB mature

CD34 Cellules souches et cellules précurseurs

CD41/CD61 | Plaquettes

CD45 Leucocytes
CDA49 LB
CD172a Granulocytes et monocytes
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Premiere partie : CYTOMETRIE EN FLUX :
PRINCIPES ET FONCTIONNEMENT

A-  Principes de fonctionnement

La CF est une technique de mesure et d’analyse multiparamétrique de particules en suspension. Les
caractéristiques de chaque particule sont mesurées grace a un systéme optique, couplé a un systeme
électronique qui enregistre la dispersion de la lumiére incidente et I’émission de fluorescence par les
particules exposées a une source d’excitation laser. Les particules sont séparées les unes des autres et
mises en suspension grace au principe d’hydro-focalisation.

1- Composition d’un cytometre

Un cytomeétre en flux est une machine complexe qui présente trois systéemes : un systeme fluidique,
un systéme optique et un systéme électronique (Figure 5). Un systéme de tri cellulaire peut s’ajouter
a cette base.

Principe de fonctionnement d'un cytometre en flux

Systéme électronique

m + informatique
LASER | > M

Détecteurdy
FSG~

: 7 .~ Systéme optique

/\‘\ Filtre :

/ 2 P | v coante
/ \_ bande-passante

Poubelle Systéme de tri

Figure 5: Composition d'un cytometre en flux (Nicoletti, 2013)
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a- Le systeme fluidique

Le systéme fluidique entraine les particules depuis le tube de 1’échantillon jusqu’au point
d’interrogation, « focus point » en anglais, point auquel la particule est soumise au laser (Figure 6).
La solution de particules en suspension est amenée par un injecteur au centre d’une buse, dans laquelle
le liquide dit « de gaine » est poussé avec une pression plus ou moins élevée (Figure 7). Les deux flux
sont laminaires, co-axiaux mais ne se mélangent pas. La vitesse de défilement peut étre modifiée en
modulant la pression du liquide de gaine. La qualité des mesures est affectée par la pression du liquide
de gaine ainsi que par sa nature. En effet si la vitesse de défilement des cellules est trop élevee, la
qualité des mesures ainsi que le centrage du flux diminuent, ce qui induit une modification de la
fluorescence (Shapiro, 2005 ; Ronot et al., 2006 ; Nicoletti et al., 2013).

Focus point

-

Figure 6: Le point d'interrogation ou "*focus point™ : lieu de rencontre entre le faisceau
lumineux et le flux de cellules (Nicoletti, 2013)
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« Laminar *  Laminat
Flow Flow
5 .

~

Sheath I Sheath Sheath | Sheath

Sample Sample

Figure 7: Principe d'hydrofocalisation (Nicoletti, 2013)
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b- Le systeme optique

Le systeme optique comprend les sources lumineuses ainsi que les filtres optiques qui séparent la
lumiére émise par la cellule et la dirigent vers les détecteurs (Ronot et al., 2006).

La source lumineuse est constituée d’un laser et de lentilles optiques qui focalisent le rayon lumineux.
Le laser se caractérise par sa longueur d’onde qui est spécifique du gaz utilisé dans le laser. Le laser
le plus fréquemment utilisé est le laser a I’argon, émettant a une longueur d’onde de 488nm. Les
cytometres peuvent étre équipés de plusieurs lasers permettant d’étendre le spectre d’activation des
fluorochromes utilisés. On retrouve trés freqguemment la diode laser rouge émettant a 635nm, le laser
violet a 405nm, 1’ultraviolet a 375nm ou le vert-jaune a 540n (Nicoletti et al., 2013).

C’est au « focus point » que le faisceau lumineux rencontre la particule a analyser et subit des
modifications tant en intensité qu’en direction et en couleur. Ces nouveaux signaux émis par la
particule sont regus et enregistrés par des détecteurs. Ils peuvent étre de différents types : photodiode,
récepteur optique qui transforme le signal lumineux en signal électrique, et des photomultiplicateurs,
récepteurs optiques qui transforment les photons émis par la fluorescence en signal électrique. Les
photomultiplicateurs sont equipés de filtres optiques qui permettent de séparer les différentes
longueurs d’onde, ainsi que d’amplificateurs qui permettent la détection des signaux issus de la
fluorescence qui sont souvent trop faibles pour étre detectés et enregistrés sans amplification
(Nicoletti et al., 2013). Le banc optique du FACScalibur™ commercialisé par BD Biosciences® est
schématisé dans la Figure 8. Les lasers bleu et rouge sont focalisés sur le flux de particules, apres
passage dans une lentille convergente. Une photodiode capte les signaux lumineux faiblement déviés.
Les signaux lumineux fortement déviés sont ensuite filtrés en fonction de leur longueur d’onde pour
étre distribués a leurs photomultiplicateurs respectifs.

Figure 8: Banc optique du FACScalibur™ de BD Biosciences® (Nicoletti et al., 2013)
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c- Le systeme électronique

Le systeme électronique convertit la lumiére recue en signaux électroniques analysables par
I’ordinateur. Le premier élément de ce systéme est un détecteur (photodiode ou photomultiplicateur)
qui transforme les photons recus en courant électrique. La numérisation du signal se fait au moyen
d’un convertisseur qui transforme un voltage en valeur numérique. Les données sont ensuite
enregistrées sous forme de liste de valeur pour chaque paramétre (issus des différents détecteurs :
taille, granulométrie...) et pour chaque cellule (Ronot et al., 2006).

2- Les différents signaux optiques cellulaires collectés
Les cytométres en flux mesurent les signaux lumineux émis par la particule (Figure 9) :

e Par dispersion. Lorsqu’une particule croise le faisceau laser, la lumiére incidente se disperse. La
dispersion aux petits angles donne le paramétre Forward Scatter (FSC) et se mesure dans 1’axe de
la lumiere incidente. Le FSC est proportionnelle a la taille de la particule. La dispersion aux grands
angles (90°) de la lumiere diffractée donne le parameétre Side Scater (SSC) qui est dépendante de
la granularité et de la complexité relative de la particule. Cela permet d’identifier les lymphocytes,
les monocytes et les granulocytes. Ces différents signaux lumineux sont représentes sur la figure
9.

e Par fluorescence. Les fluorochromes absorbent 1’énergie du laser et la restitue en produisant un
rayon lumineux d’une longueur d’onde supérieure a celle de la lumicre regue. Des Ac
monoclonaux couplés a des fluorochromes sont ajoutés a 1’échantillon, afin de réaliser des
immunomarquages révélant des Ag d’intérét. Ces signaux lumineux sont ensuite dirigés par des
filtres optiques vers les détecteurs (Nicoletti et al., 2013).

Side scatter
(90° Light scatter)
¢ Granularity

A A

Forward scatter
* Size

Laser beam

Figure 9: Définition du FSC et du SSC (Adan et al., 2017)
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3- Analyse des resultats

Les résultats peuvent étre présentés sous formes d’histogrammes mono-parametriques. La Figure 10
représente en abscisses 1’ intensité du signal analysé et en ordonnées le nombre de cellules. 1ls peuvent
également étre représentés par un diagramme de nuage de points appelé « dot plot » en anglais, ils
représentent alors deux parametres simultanément. Il est alors possible de réaliser des analyses
statistiques sur les sous-populations cellulaires. Chaque cellule est représentée par un point et se place
dans le diagramme en fonction de ses caractéristiques. La figure 11 représente les différentes
populations de leucocytes en fonction de leur taille et de leur granulosité puis les différentes sous
populations de lymphocytes en fonction qu’ils sont porteurs des marqueurs CD3, marqueurs des
lymphocytes T, et de CD4. Les lymphocytes CD3 sont donc les lymphocytes B ainsi que les natural
killer (NK). Les lymphocytes CD3*, situés au-dessus de la barre horizontale sont donc des
lymphocytes T, ceux CD4" sont les LT CD4", les LT CD4 sont les LT CD8".

E P 1 Paramitre 2 Paramé ire 4 Paramétre §
FSC SSC FITC PE APC
1 100 500 10 650 4
2 110 505 700 700 6
3 90 480 670 10
4 95 490 15 700 15

Création
d’histogramme

Intensité de fluorescence FITC

Stockage en
fichier List
Mode

Figure 10 : Création d'un histogramme mono-paramétrique représentant I'intensité de
fluorescence de la sonde FITC a partir des résultats présents dans le tableau (Duperray, 2020)
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Figure 11 : Identification des sous populations lymphocytaires dans des dot plot bi-

paramétriques grace a un marquage CD3/CD4 (Zafrani et al., 2017)
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4- Le tri cellulaire

Les analyseurs permettent d’identifier des populations cellulaires particuliéres mais ne permettent pas
de les isoler pour approfondir les recherches dessus. Ainsi des analyseurs-trieurs ont été mis au point.
IIs sont capables de réaliser un tri dans les cellules de I’échantillon et de mettre de c6té une sous-
population cellulaire définie au préalable par [I’utilisateur. Toute cellule présentant des
caractéristiques comprises dans ’intervalle défini seront alors isolées. Ces cellules peuvent ensuite
étre réinjectées dans des modeles murins ou étre etudiés in vitro, lorsque le tri est réalisé de maniere
sterile.

Pour cela, I’échantillon cellulaire est injecté cellule par cellule dans la buse dans laquelle il est soumis
aune onde de vibration d’amplitude et de fréquence déterminées grace a un systeme piézo-électrique.
Le jet laminaire est alors rompu et forme ainsi des gouttelettes en un point précis appelé « point of
break » (Figure 12). Ce point se situe en aval du focus point et la distance entre les deux est appelé
« drop delay » ou « retard de charge ». Si une gouttelette contient une cellule d’intérét, alors elle est
chargée électriquement par le cytomeétre et se trouve déviée du flux rectiligne en passant dans un
champ électrostatique et est récupérée dans un récipient collecteur. Si la cellule n’appartient pas a
une sous-population sélectionnée ou si la gouttelette ne contient pas de cellule, elle n’est pas chargée
électriqguement et continue sa progression vers un récipient « poubelle ». Selon les cytometres en flux,
il est aujourd’hui possible d’isoler d’une a six populations cellulaires différentes simultanément dans
des tubes ou en plaques de culture avec un nombre de puits variables (Duperray, 2020).

Diffusion grands angles Buse mise en vibration
+ Fluorescence - par un systéme

piezo-électrique

Diffusion l 3t - n
petits angles Dl : AASER--Analyse

Retard
de charge

---------------------- Charge du jet

Plaques
de déviation

Tubes de collection

Figure 12: Principe du tri cellulaire dans un cytomeétre en flux (Duperray,
2020)
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B- Les différents modeles de cytometres

Au fil des années, les analyseurs de CF se sont perfectionnés en gagnant en nombre de lasers,
permettant ainsi la quantification de plus de marqueurs fluorescents et ainsi 1’identification et la
découverte d’un plus grand nombre de populations cellulaires.

Le premier analyseur (FACS™) a été commercialisé en 1974 par la société BD Biosciences®. La
source lumineuse était un laser a I’argon. Il permettait de recueillir des informations issues de la
diffusion (FSC et SSC) ainsi que la fluorescence émise avec une longueur d’onde supérieure a 530nm
par des fluorochromes (la rhodamine et la fluorescéine).

Dans les années 1980, les cytométres de pointe possédaient 2 lasers et détectaient les fluorochromes
tels que la fluorescéine, la phycoérythrine et 1’allophycocyanine (Parks et al., 1984).

De nos jours, les analyseurs les plus simples sont composés au minimum de 2 lasers et de plusieurs
photomultiplicateurs. Par exemple, ’ACCURI™ C6 Plus (figure 13) commercialisé par BD
Biosciences® et utilisé par le BioPdle de I’ENVA en routine, est composé de 2 lasers (488nm et
635nm) et de quatre détecteurs a fluorescence avec filtres optiques optimisés pour la détection de
nombreux fluorochromes populaires ainsi que des nouveaux polymeres colorants tels que le BD
Horizon Brilliant® Blue 515. Il permet 1’analyse de 10 000 cellules a la seconde (BD Biosciences,
2019a) .

Des analyseurs plus performants ont également été mis au point. Certains permettent I’analyse jusqu’a
10 paramétres en simultané. C’est le cas de la gamme FACSCanto™ (figure 14) composée de 3 lasers
(bleu (488 nm), rouge (633 nm), et violet (405 nm)) et de 3 photomultiplicateurs pour les lasers violet
et rouge et de 5 pour le laser bleu. Ceci lui confére une meilleure sensibilité. Sa vitesse maximale
d’exécution est de 10 000 événements par seconde (BD Biosciences, 2019b).

wwwwwwwwwww
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Figure 13: L'ACCURI™ C6 Plus (BD Figure 14: L e FACSCanto™ (BD Biosciences,
Biosciences, 2019a) 2019b)

Pour répondre aux besoins actuels de la recherche, de nombreux colorants et substrats fluorescents
ont ét¢ mis au point. Les derniers analyseurs sont capables d’analyser jusqu’a 18 couleurs
simultanément grace a ces colorants et donc 18 marqueurs différents. Le LSRFortessa” (figure 15)
de BD Biosciences® posséde pour cela 7 lasers (bleu, rouge, violet, jaune, vert et ultra-violet) associés
a de nombreux filtres (BD Biosciences, 2019c¢).
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8D LSRFortessa

Figure 15: Le LSRFortessa™ (BD Biosciences, 2019¢)

C- Avantages et limites de la CF

1- Vitesse d’analyse

Grace a la CF, il est possible d’analyser de maniére fiable en moyenne 10 000 cellules par seconde et
méme jusqu’a 40 000 cellules par seconde avec les analyseurs les plus récents, notamment le
FACSymphony™ A5 (BD Biosciences, 2019.). Cette vitesse d’analyse permet d’avoir une
signification statistique bien plus importante qu’avec la microcopie optique, méme pour une sous-
population cellulaire trés minoritaire dans 1’¢chantillon (Robinson, 2005). Par exemple, le typage
d’un lymphome B ou T chez le chien au BioPdle, laboratoire de ’ENVA, peut se réaliser par CF ou
immunocytochimie. La premiere technique donne les résultats en 48h en moyenne quand la seconde
prend 3 a 4 jours avant de rendre ses résultats (Biopble ENVA, 2021). Cette rapidité de rendu de
résultat permet une prise en charge précoce.

La CF permet également 1’analyse simultanée de plusieurs parametres. Avec les meilleurs instruments
de cytométrie utilisés dans les laboratoires de recherche, il est possible d’analyser jusqu’a 17
parametres en méme temps, cette polyvalence n’est atteinte par aucune autre méthode d’analyse
qu’elle soit physico-chimique ou immunologique. En laboratoire d’analyse clinique, les cytométres
utilisés classiquement peuvent aller jusqu’a 8 marquages différents.

Cependant, I’utilisation d’un cytomeétre trieur ralentit grandement les analyses. En effet, la grande
pureté des cellules triées par la CF nécessite un temps d’analyse non négligeable : pour obtenir un
million de cellules d’une sous population représentant 0,5% de la population initiale, il faudrait 3h de
tri, a la vitesse théorique de 20 000 cellules par seconde. Ce temps d’analyse risque d’altérer les
cellules ce qui représente un inconvénient lorsque les cellules doivent étre réutilisées pour d’autres
analyses ou étre utilisé dans des manipulations in vitro (Robinson, 2005).

Dans les laboratoires de recherche, 1’analyse d’un échantillon prend moins de 30 minutes. Entre la
réception du préléevement par le laboratoire et 1I’obtention des résultats, il est possible qu’il ne s’écoule
qu’une a deux heures au plus rapide. Dans les cas les plus longs, les résultats sont rendus en 48 heures.
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Jamais ces résultats ne pourraient étre atteint avec I’immunocytochimie ou I’immunohistochimie qui
nécessite des temps de préparation de 1’échantillon assez longs (Cell Signaling Technology, 2021).

2- Types de prélevement

La CF ne peut analyser que des cellules séparées les unes des autres, ce qui la rend trés facile a
appliquer pour les milieux en suspension : sanguins (sur tube EDTA), des aspirations de moelles
osseuses (sur tube hépariné ou milieu de culture RPMI-1640 additionné d’héparine et de sérum), des
liquides biologiques (liquide céphalo-rachidien, liquide d’épanchement pleural etc. ...) ou
d’aspirations a 1’aiguille fine de tissus comme par exemple des nceuds lymphatiques (Terra, 2012).
Les échantillons solides provenant de biopsie par exemple ou de cultures cellulaires comme des
macrophages par exemple, peuvent également étre analyseés, grace a I’utilisation de nouveaux
protocoles de séparation cellulaire enzymatique utilisant notamment la trypsine, permettant de mettre
les cellules du tissu biopsié en suspension (Tsuji et al., 2017).

Parmi ces protocoles, il existe I’utilisation de trypsine, et des protocoles de dissociation physique tels
que la dilacération ou le broyage qui présentent 1’inconvénient d’abimer les cellules tant d’un point
de vue phénotypique que de la viabilité cellulaire (Fujiyama et al., 2019). L’ application d’ultrasons
sur le tissu est a 1’étude comme procedé de dissociation cellulaire sur des feuilles de cellules cultivées
in vitro et semble montrer une conservation totale de la viabilité cellulaire ainsi que des marqueurs
membranaires (Imashiro et al., 2020).

L’équipe du Dr Tsuji a comparé en 2017 I’efficacité de la trypsine porcine, le trypLE (trypsine
synthétique vendue par ThermoFisher Scientific®), la collagénase & 3mg/mL et un réactif de
dissociation cellulaire non enzymatique (C5789; Sigma-Aldrich®), sur la dissociation de cellules
souches mésenchymateuses. Il ressort de cette étude que la TrypLE et la trypsine ont été trés rapides
pour dissocier le tissu (moins de cinqg minutes alors qu’il faut 60 minutes a la collagénase et au
C5789). IlIs ont aussi montré que le choix de la TrypLE était préférable, car son activité n’a pas eu
d’impact sur ’expression des Ag de surface méme apres 30 minutes, alors que la trypsine a
significativement réduit le nombre de cellules CD44", CD55", CD73", CD105*, CD140a*, CD140b"
et CD201"* en moins de 30 minutes (Tsuji et al., 2017). Fujiyama et son équipe ont montré en 2019,
I’efficacité d’un protocole d’isolation cellulaire fondé sur un cocktail de trois enzymes (Collagenase
D, Dispase I and DNase 1) afin d’isoler les différentes sous-populations de macrophages contenues
dans la rate (Fujiyama et al., 2019).

Il est important pour la validité du résultat ainsi que la précision du diagnostic que les déterminants
antigéniques ainsi que 1’intégrité cellulaire soient conservés intacts. Ainsi les échantillons doivent
étre manipulés frais (dans les 24h qui suivent le prélevement) (Robinson, 2005).

Il existe maintenant des protocoles qui permettent de fixer les échantillons et de les analyser
ultérieurement. Lorsque 1’analyse cytométrique se focalise sur des marqueurs membranaires, les
laboratoires utilisent un protocole de fixation au paraformaldéhyde (PFA). Ce protocole s’exécute
dans des tubes de culture en plastique de 12x75mm contenant un million de cellules par tube et
intervient aprés 1’étape de marquage aux Ac. Dans chaque tube, il faut introduire 0,5 a 1mL de
solution froide de PFA a 1% et mélanger immédiatement. Ensuite, la solution fixée doit étre conservée
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a I’obscurité a 4°C. Il permet une analyse dans la semaine qui suit la fixation (Lanier et Warner,
1981).

Cela permet aux laboratoires de récolter les échantillons par exemple en début de semaine et de tous
les analyser en fin de semaine, afin de ne faire tourner le cytomeétre qu’un seul jour par semaine.

3- Résultats fournis par la CF

La CF présente un avantage majeur sur la microscopie optique, elle permet une analyse quantitative
des parametres mesurés. La ou la microscopie ne peut classer des cellules en plus de quatre niveaux
semi- quantitatif de fluorescence : « négatif », « faible », « moyen » et « fort », un cytometre avec
amplificateur logarithmique permet de quantifier précisément chaque critére optique sur une échelle
de 1 a plusieurs centaines de milliers d’unités arbitraires de fluorescence (Robinson, 2005).

L’inconvénient majeur en termes de résultat fourni par la CF est qu’il ne donne de réponse que sur
les marqueurs utilisés. Les cellules sont positives ou négatives pour les marqueurs choisis dans le
panel mais si le panel est mal choisi et que toutes les cellules sont négatives, alors le phénotype des
cellules testées reste inconnu.

A cause de I’hétérogénéité des propriétés antigéniques des cellules néoplasiques et 1’absence d’une
spécificité absolue des Ag pour une lignée donnée, il est donc nécessaire d’établir un algorithme a
suivre et un panel d’Ac a utiliser en fonction de I’information clinique accompagnant 1’échantillon.
En médecine humaine, il existe environ 400 Ac monoclonaux disponibles (Craig et Foon, 2017).

La sélection du panel devrait étre basée principalement sur le type d'échantillon en tenant compte des
informations fournies sur la morphologie, I'indication médicale et/ ou les antécédents cliniques. Toute
réduction du panel recommandé pour ce type d’échantillon doit étre évitée, sauf indication médicale
spécifique, question morphologique ciblée, diagnostic récent de néoplasie hématopoiétique, quantité
limitée d’échantillon ou autre circonstance atténuante. Cette approche multidisciplinaire peut dans
certains cas permettre de réduire les couts d’analyse en réduisant le panel d’Ac utilisé (Wood et al.,
2007).

Il n’y a pas de consensus sur le nombre d’Ac a utiliser mais il est admis qu’un nombre limité d’Ac
peut affecter la précision du diagnostic. Il est fortement suggéré d’inclure dans un méme panel des
Ac de lignées différentes a cause des signatures immunophénotypiques de certaines néoplasies ainsi
que d’introduire une certaine redondance dans les Ac utilisés afin d’éviter le manque de dépistage
d’un type cellulaire suite a une perte d’expression par une cellule néoplasique (Terra, 2012).

4- Le colt d’analyse

Afin de comprendre le prix d’une analyse par CF, il faut prendre en compte le prix d’achat et
d’entretien de I’appareil de CF, des réactifs ainsi que celui de la main d’ceuvre.
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Par la démocratisation de la technique, le prix des cytometres de flux a diminué et les laboratoires
d’analyses vétérinaires peuvent de plus en plus s’équiper de cytométres en flux, cependant un
cytometre en flux reste encore tres onéreux. A I’heure actuelle, I’ACCURI C6 Plus coute environ
62 000€ HT (Dutscher, 2021). Il faut compter en plus le cout de la maintenance annuelle qui
représente environ 10% du prix d’achat de 1’appareil.

Les Ac monoclonaux utilisés afin de marquer les Ag d’intérét sont également couteux. A 1’heure
actuelle, un échantillon d’Ac anti-CD4 conjugués a 1’isothiocyanate de fluorescéine (FITC) et anti-
CD8 canins conjugué au Phycoerythrin (PE), permettant de faire cent analyses coute 454 € HT (Bio-
Rad Antibodies, 2021), ce qui représente 4,54€ pour une analyse de typage d’un lymphome par
exemple. Ce tarif correspond a des Ac monoclonaux a usage restreint a la recherche. A ce prix, il faut
rajouter le prix d’achat de tous les Ac du panel utilisé dans 1’analyse, le prix d’achat des réactifs, ainsi
que le cout de la main d’ceuvre spécialisée et I'utilisation de I’appareil.

La CF nécessite moins de manipulations lors de la préparation de 1’échantillon pour I’analyse que la
préparation d’une lame analysée en immunocytochimie. La préparation dure ainsi moins longtemps
et coute moins cher. La CF nécessite la bonne configuration du logiciel d’analyse des résultats et
I’interprétation par une personne qualifié, alors que I’immunocytochimie nécessite qu’un cytologiste
analyse une ou plusieurs lames pour le méme patient afin d’arriver au résultat de la méme analyse,
cela demande plus de temps.

Au BioPdle, le tarif pour le typage d’un lymphome B ou T, par CF, chez le chien et le chat est de 70€
TTC. Le méme résultat obtenu par immunocytochimie coute 91€ TTC (Biopdle ENVA, 2021). Ainsi
pour la méme analyse, la CF est moins chére que I’immunocytochimie.

Page 29



Page 30



Deuxiéme partie : CYTOMETRIE EN FLUX
ET ONCOLOGIE

Historiquement les classifications des hémopathies malignes reposaient sur la cytomorphologie
réalisées par des cytopathologistes en microscopie optique. La cytomorphologie est un outil
indispensable en oncologie en premiere intention car elle permet d’orienter le diagnostic. Cependant,
dans certains cas, la cytomorphologie ne permet pas 1’identification des cellules, notamment dans les
premiers stades de développement cellulaire ou lorsque les cellules malignes présentent des atypies
morphologiques. Il faut alors compléter ces observations avec de la cytochimie et/ou de
I’immunophénotypage afin d’obtenir I’identification précise des cellules impliquées. Néanmoins
cette technique prend du temps pour aller au bout du diagnostic car elle nécessite différentes
colorations. Dans ce genre de situations, la CF présente 1’avantage de pouvoir donner un phénotype
complet des cellules incriminées en une seule analyse et donc d’obtenir un diagnostic précis qui
permet de donner un pronostic fiable ainsi que d’orienter sur une prise en charge optimale tres
rapidement.

A-  Pour le diagnostic des lymphomes et leucémies chez le chien et le
chat

1- Généralités

Il est intéressant de connaitre le processus de différenciation des différentes lignées médullaires ainsi
que leurs phénotypes afin de pouvoir classer précisément les hémopathies malignes et ainsi pouvoir
déterminer le traitement le plus adapté et le pronostic associé.

a- Hématopoiése

i- Dans la moelle osseuse

Les cellules de I’immunité sont produites dans la moelle osseuse hématopoiétique. Cette moelle
produit également les lignées conduisant aux globules rouges ainsi qu’aux plaquettes.

Dans la moelle osseuse se trouvent des cellules souches multipotentes a 1’origine des différentes
cellules sanguines. Ces cellules souches se différencient dans une premiére étape en cellules souches
myeéloides ou lymphoides (Figure 16).

Les cellules souches pluripotentes sont en contact avec les travées osseuses dans la moelle
hématopoiétique, et posseédent la capacité d’auto-renouvellement. Cette capacité est perdue lorsque
ces cellules ne sont plus en contact avec les ostéoblastes présents a la surface des travées. Elles
commencent alors a se différencier en se déplacant vers les sinus veineux médullaires.
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Au stade le plus indifférencié, la perte de la capacité d’auto-renouvellement se refléte par I’apparition
du récepteur Fms-like tyrosine kinase 3 (FLT3). La cellule souche multipotente est maintenant
devenue un précurseur multipotent (Plonquet, 2013). La spécialisation vers ’'une ou ’autre des
lignées sanguines se réalise vraisemblablement par la perte progressive d’une potentialité a la fois.
Les cellules multipotentes se spécialiseraient donc en perdant d’abord leur capacité a s’engager vers

la lignée érythrocytaire puis vers la lignée macrophagique (Chatenoud, 2012).

Les précurseurs multipotents qui se dirigent vers la voie lymphoide, se différencient en progéniteurs
lymphocytaires trés précoces qui expriment les enzyme « recombination activating gene » 1 et 2
(RAG1 et RAG2), responsable des processus de réarrangement des différents segments des genes
codant pour les chaines d’immunoglobulines. Lorsque RAG s’exprime, la cellule subit des
réarrangements des segments D et J du gene de la chaine lourde. Cette cellule peut alors devenir :

Un progéniteur T précoce qui rejoindra le thymus,

Un progéniteur lymphoide commun (PLC) qui est encore capable de se différencier en

lymphocyte T (LT) ou en LB (LB) ou NK.
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La population de PLC est hétérogene avec pour certaines cellules un potentiel de différenciation en
LT, LB ou en NK, pour d’autres avec un fort potentiel de différenciation en LB et un faible potentiel
pour évoluer en LT et une perte de la potentialité de se différencier en NK. Ils sont porteurs chez
I’homme des marqueurs CD34*, CD10", Lin" (Galy et al., 1995 ; Plonquet, 2013).

ii- Différenciation lymphocytaire B
v’ Stades précoces

Les PLC CD34*, CD10*, Lin" se différencient ensuite en pro-B porteur de CD19 et des réarrangements
ont lieu au sein des segments géniques codant pour les parties variables des chaines lourdes des
immunoglobulines (Ig). Le role de ces réarrangements géniques est de créer un panel de spécificités
antigéniques dont certains seront sélectionnes et amplifiés. Puis la protéine de surface Paired Box 5
(PAXD) est exprimée, cette protéine ne se retrouve que dans les cellules de lignée B, son expression
est corrélée a une impossibilité de quitter cette voie de différenciation (Plonquet, 2013).

Au stade pré-B, une phase de prolifération est enclenchée. Elle est accompagnée d’une réduction
progressive de la taille des cellules ainsi que du réarrangement des segments de géne de la chaine
légere. C’est a ce stade qu’émerge a la surface de la cellule une immunoglobuline M compléte
(chaines lourde et légére) qui forme le récepteur des LB (BCR) avec sa spécificité antigénique
(Plonquet, 2013).

A cette étape, la cellule est un LB immature. Cette population cellulaire subit une sélection négative
c’est-a-dire qu’il y a élimination des cellules potentiellement auto-réactives. Il se produit alors un
épissage alternatif permettant la co-expression d’IgM et d’IgD a la surface de la cellule,
caractéristique du stade LB mature naif qui sort de la moelle osseuse pour rejoindre les tissus
lymphoides secondaires par le flot circulatoire (Plonquet, 2013).

L’un des marqueurs précoces de la lignée B est le CD79a (également appelé Iga) qui est une des sous-
unités du BCR. Le peptide CD19 exprimé plus précocement continue de I’étre sur 1I’ensemble des
cellules B a I’exception des plasmocytes. D’autres marqueurs B viennent compléter les molécules de
différenciation, notamment CD24, CD21 et CD20.

Dans les nceuds lymphatiques, les LB se retrouvent dans la zone corticale superficielle des follicules
en état de quiescence, ils sont alors appelés lymphocytes du manteau. Tant qu’ils ne sont pas stimulés,
ils expriment a leur surface des IgM ainsi que des IgD, des Ag spécifiques a la lignées B (CD19,
CD20, CD21 et CD22). lls sont également porteurs de CD5, marqueur des lymphocytes, on le trouve
également associé au LT (Burrows et Cooper, 1997 ; Plonquet, 2013 ; Eibel et al., 2014). La
chronologie d’apparition des différents marqueurs en fonction des stades précoces de différenciation
des LB est reprise dans la figure 17.
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Figure 17: Hématopoiése de la lignée B avec I'expression des differents CD en fonction du
stade de différenciation dans la moelle osseuse (Plonquet, 2013)

v Modifications morphologiques et phénotypiques a la suite
d’une stimulation antigénique

Lors de la réponse immunitaire B primaire T-dépendante, initiée dans la zone T interfolliculaire, le
LB fixe son Ag grace au BCR et il recoit des signaux positifs du LT auxiliaire (ou « helper ») CD4*
possédant le TCR qui reconnait un peptide issus du méme Ag, il prolifere et forme un foyer primaire
de prolifération B. Les centroblastes subissent le « switch » ou commutation isotypique, c¢’est-a-dire
qu’ils produisent désormais une Ig d’une autre classe (G, A ou E), avec la méme partie variable donc
spécifique du méme Ag ce qui modifie les propriétés effectrices de 1’Ac. Ce switch résulte d’une
recombinaison somatique dans I’ADN grace a une enzyme spécifique des LB, 1’ Activation-Induced
cytidine Deaminase (AID). La cellule ne pourra plus synthétiser d’IgM ni d’IgD. La figure 18
présente le mécanisme de commutation isotypique. D’autres centrocytes terminent leur
différenciation soit en LB mémoire qui resteront dans les organes lymphoides secondaires soit en
plasmocytes qui rejoignent la moelle osseuse (Feuillard et Raphaél, 2000 ; Plonquet, 2013). Enfin,
les centres germinatifs involuent en laissant persister quelques centrocytes au sein du réseau de
cellules folliculaires dendritiques (MacLennan et al., 1992).

Lorsque I’Ag est T-indépendant, 1’Ag se fixe au BCR ainsi qu’au récepteur de type Toll (TLR) qui
enclenche un deuxieme signal activateur. La figure 19 reprend les deux mécanismes d’activation des
LB naifs. Les cellules clones formées par la prolifération peuvent se différencier en cellules
productrices d’Ac 1gG et migrer dans la médullaire du nceud lymphatique ou rejoindre un follicule
pour y former un centre germinatif et deviennent ainsi des centroblastes (Plonquet, 2013). Dans cette
réponse immunitaire des LB T-indépendante, aucune mémoire immunologique ne se met en place.
En effet, ¢’est le switch isotypique qui induit cette mémoire immunitaire avec la production d’Ac plus
efficient et ce dernier n’a pas lieu en raison de I’absence d’interaction avec un LT helper.
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Figure 199: Voies d'activation des LB lors de la rencontre avec un AgT-dépendant et un Ag
T-indépendant (Cancro et al., 2017). Un premier signal d’activation du LB est obtenu par
fixation de I’Ag sur le BCR. Pour les Ag T-dépendants, un second signal est délivré par un LT
auxilliaire qui reconnait ’Ag présenté par le CMH II. Pour les Ag T-indépendants, le second
signal est délivré par ’activation des TLR par des ligands des TLR associés a ’Ag.
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Lors des différentes étapes de différenciation, les marqueurs cellulaires évoluent et signent ces
différentes etapes (Tableau 2). Chez I’'Homme, ces marqueurs sont bien connus. Avant 1’entrée dans
le centre germinatif, ¢’est-a-dire les lymphocytes B naifs circulants sont IgM™ IgD*. Les lymphocytes
B-blastiques des zones interfolliculaires et les plasmocytes sécréteurs d’IgM apparaissent IgM*, IgD",
CD107, CD38", Bcl2*, Bel6™. Lors de la formation des centres germinatifs et 1’établissement de la
réponse immunitaire B secondaire, les centroblastes et centrocytes sont porteurs de CD10, CD38 et
Bcl6. La distinction entre centroblastes et centrocytes peut se faire grace au niveau d’expression de
CD77. Les lymphocytes B mémoires expriment CD10°, CD27%, CD38", Bcl2" et Bcl6". Les cellules
plasmocytaires quant a elles sont CD45°, CD10", CD38" et CD138" et excrétent une immunoglobuline
détectable en intracytoplasmique. Les plasmocytes IgM* pré et post centre germinatif partagent ce
phénotype (Feuillard et Raphaél, 2000).

Tableau 2: Chronologie d'apparition des différents marqueurs lymphocytaires B (Chatenoud,

2012)
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La figure 20 reprend les différents stades de différenciation de la lignée B ainsi que les hémopathies
malignes associées.
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Figure 20: Difféerenciation lymphocytaire B et désordres lymphoprolifératifs associés chez le
chien (Deleglise, 2010)

iii- Différenciation lymphocytaire T
v’ Stades précoces

Les cellules précurseurs lymphoides T issus des cellules souches multipotentes migrent de la moelle
osseuse ou le foie feetal vers le thymus, lieu de leur maturation. Cette phase de maturation permet la
sélection de lymphocytes capables de ne pas réagir avec les molécules du soi et qui ont acquis un
récepteur a I’Ag fonctionnel (Galy et al., 1995).

Le thymus est peuplé de précurseurs CD34*, CD44*, CD71*, CD38™"®"* provenant de la moelle
hématopoiétique, qui ne sont pas encore engagés dans la voie de différenciation T quand ils entrent
dans le thymus (Plonquet, 2004). Ils n’expriment pas encore les récepteurs membranaires
caractéristiques des cellules T matures, c’est-a-dire le TCR, CD3 et CD4 ou CD8. Ils sont dits « triples
négatifs » et les genes codant pour le TCR ne sont pas encore réarranges. C’est le contact avec le
stroma thymique qui enclenche la différenciation en cellules pro-T porteuses et I’expression des
premiers marqueurs spécifiques des cellules T CD2 et CD7 puis CD25 (Chatenoud, 2012). Il y alors
réarrangement génique pour les chaines variables f, y et & du TCR. Ce réarrangement génique marque
le passage au stade de LT naif. Les cellules n’expriment plus CD44 et commencent & exprimer CD4
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et a synthétiser la chaine B du TCR qui s’associe a la chaine a invariante. On parle alors du stade
« simple positif ». La synthése de la chaine a est concomitante a 1’expression de CD3. Cette étape est
marquée par une forte prolifération des thymocytes ainsi que I’apoptose de nombre d’entre eux qui
n’ont pu générer de réarrangement productif (Plonquet, 2004).

Le stade « double positif » représente 85% des cellules du thymus. Lors de cette étape, on observe
I’apparition de CD1 et I’expression de CD4 et CD8, ainsi que la poursuite des réarrangements
géniques pour le TCR qui va s’exprimer en complexe avec CD3. C’est également a ce stade que la
double sélection (positive et négative) des thymocytes a lieu. Plus de 95% de ces cellules vont mourir
par apoptose (Plonquet, 2004).

La sélection positive correspond a la sélection des thymocytes capable de reconnaitre des peptides du
CMH du soi. Les cellules non sélectionnées meurent par apoptose et sont éliminées par les
macrophages. Les cellules restantes n’expriment alors plus qu’un des co-récepteurs CD4 ou CD8 :
CD4 pour les cellules reconnaissant les peptides du CMH de classe |1, CD8 pour celles reconnaissant
les peptides du CMH de classe I.

La sélection négative se deroule dans la partie médullaire du thymus. Elle consiste en 1’élimination
des cellules dont le TCR interagit trop fortement avec les peptides du CMH, c’est-a-dire les cellules
qui s’attaqueraient aux cellules de I’organisme, dites auto-réactives. Les mécanismes de sélections
des LT double positifs sont repris dans la figure 21.
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Figure 21: Sélection positive et négative des LT double positif dans le thymus (Abbas et al.,
2010)

§

Les thymocytes survivants sont donc des « simple positifs » CD4*, CD8 ou CD4", CD8". Lors de
cette étape d’importantes modifications phénotypiques apparaissent, comme 1’augmentation
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d’expression du complexe TCR/CD3, la perte de CD1, CD38 et CD71. Ils sont presque indistingables
des LT matures périphériques. Une fois cette maturation finie, les LT quittent le thymus pour gagner
les organes lymphoides secondaires (Plonquet, 2004 ; Chabanne, 2006 ; Chatenoud, 2012).

Le tableau 3 recense les différents marqueurs cellulaires portés au cours de la maturation des LT dans
le thymus.

Tableau 3 : Chronologie d'expression des différents marqueurs lors de la maturation des LT
(Plonquet, 2004)
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CD8p s & - - +
cD25 i = + b - o
CD44 - - s + = - -
CD45RA S + - - -
CD127 (IL~7Ra) + + + R
Réarrangements ~Aucun  ° | Génomique Expression Expression | Expression
loci TCR : B, v.etd B/pTa PlpTa OU | TCRof
T Sp : voie ¥ (ID3) | définitif
f:faible.

v" Maodifications morphologiques et phénotypiques a la suite
d’une stimulation antigénique

Les LT naifs circulent en permanence du flux sanguin aux organes lymphoides secondaires (noeuds
lymphatiques, rate ou encore aux tissus lymphoides associés aux muqueuses (MALT)) et retournent
dans le sang. Cela favorise les rencontres entre les LT naifs et les Ag des pathogénes. Pour qu’un
pathogene ou ses Ag déclenchent une réaction immunitaire mediée par les LT, il faut qu’ils soient
transportés vers 1’organe lymphoide secondaire le plus proche, soit par la lymphe vers les nceuds
lymphatiques ou les MALT soit vers la rate par la circulation sanguine (Carbone et al., 2017).

Arrivés dans les nceuds lymphatiques, les LT matures se logent dans la zone para-corticale se trouvant
entre les cordons de la médullaire et le cortex superficiel avec les follicules. Cette zone se compose
de LT CD4" et de cellules dendritiques dérivées des lignées monocytaires (Chatenoud, 2012).

Ces cellules dendritiques captent les Ag en provenance des régions drainées par le nceud lymphatique
dans lequel elles se trouvent. Cette captation entraine leur différenciation en cellule présentatrice
d’Ag (CPA) qui activent les LT spécifiques de cet antigene, ainsi que la sécrétion de cytokines qui
entrainent une réponse inflammatoire non spécifique, dont le recrutement de macrophages et de
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lymphocytes B, eux-mémes pouvant étre CPA dans un second temps (Chatenoud, 2012 ; Carbone et
al., 2017).

Lorsque le TCR se lie & au peptide antigénique présenté par la CPA, il y a transduction d’un premier
signal induisant I’activation du LT naif. Pour que cette activation soit effective, la CPA envoie un
signal co-activateur par le biais du récepteur CD28 qui entraine une augmentation du taux de survie
et de prolifération de ce LT spécifique. Enfin la CPA sécréte des cytokines notamment IL-2, qui
dirigent la différenciation des cellules T dans I’un des sous-ensembles de LT effecteurs. Ces étapes
sont représentées dans la figure 22 (Carbone et al., 2017).

La différenciation des LT naifs leur confére la capacité de synthétiser les molécules requises pour
remplir leur fonction, ainsi que la capacité a déclencher une attaque immunitaire sans co-activation
spécifique lorsqu’ils rencontreront a nouveau 1’antigéne.

Active effector T cells kill

Stimulation of naive T cell Proliferating T cell virus-infected target cells

IL-2

MHC class | | g receptor
T-cell
receptor CD28 K ‘\A
IL-2 »—" Noe

Nl@lnle

RECOGNITION > PROLIFERATION DIFFERENTIATION EFFECTOR FUNCTION

< =

Figure 22: Stimulation, prolifération, differenciation des LT naifs (ici en LT cytotoxiques)
(Carbone et al., 2017)

Les LT matures du sang et des organes lymphoides sont porteur de CD2 et CD7. En fonction des
marqueurs exprimes, on distingue différentes sous populations aux fonctions différentes :

e Les LT porteur de CD8 sont dit « cytotoxiques ». En effet, lors d’une rencontre avec une
cellule porteuse d’un Ag présenté par le CMH de classe | issu d’un pathogene intracellulaire,
le plus souvent un virus, le LT CD8" libére des molécules qui perforent ou désorganisent la
membrane plasmique de la cellule infectée.

e LesLT CD4" sont dits « auxiliaires » car ils apportent une aide dans 1’éradication des agents
pathogenes a différentes classes cellulaires en favorisant leur prolifération, leur maturation et
leurs fonctions immunologiques grace aux cytokines qu’ils sécrétent. Il existe plusieurs sous-
catégories de LT CD4" :

o Les LT «helper» (LTh) qui améliorent les fonctions effectrices d’autres classes
cellulaires. Il en existe également différentes classes qui possédent chacune leurs
propriétés.

= Les LThl activent les macrophages notamment par 1’intermédiaire d’IFNy et
les aident a détruire les bactéries extracellulaires.
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= Les LTh2 sécrétent I’IL-4 qui active les mastocytes et les basophiles, 1’1L-5
qui active les éosinophiles, et 1’IL-13 qui favorise une meilleure immunité aux
interfaces muqueuses dans la lutte contre les parasites.

= Les LTh17 sécretent I’IL-17 qui induit la production de cytokines par les
cellules épitheliales et stromales localement, induisant le recrutement de
neutrophiles dans les sites d’infection. Les LTh17 produisent également IL-22
qui, associée a IL-17, peut activer les cellules epithéliales aux interfaces
mugqueuses pour produire des peptides antimicrobiens qui tuent les bactéries.

o Les LTfh se fixent aux LB naifs grace au BCR pour induire leur switch isotypique.
Ils sécretent IFNy qui active la production d’Ac a trés fort caractére opsonisant
(IgG). Lorsqu’ils sécrétent IL-4, ils induisent un switch isotypique vers les IgE qui
activent les dégranulations des mastocytes et des basophiles.

o Les LT regulateurs (LTreg) ont pour réle de réguler I’action de 1’immunité
cellulaire pour prevenir le développement de reaction auto-immune. Ainsi les
LTreg suppriment I’activité des LT (Carbone et al., 2017).

La figure 23 reprend les differentes étapes de la différenciation de la lignée lymphocytaire T ainsi
que les hémopathies malignes associees a ces stades de différenciation.

Tissu lymphoide central

Tissu lymphoide périphérique

Cellules T précurseurs

Cellules T et NK périphériques (matures)

Thymocyte '-’

ordinaire CD4+
CDér

Thymus

Systeme i
adaptatif

pmunitaire . ’

Rate
Muqueuses
Sang périphérique

\'Dl Peau ]

Systeme immunitaire

innée Cellule T effectrice

Cellule T naive Blaste l’

Celhde T mémoire

l o ©
—~®

Cellule T mémoire

Cellule T naive Blaste T

Follicule

Lymphome/leucémie
lymphoblastique T

Lymphome/leucémie T et NK périphérique (mature)

Figure 23: Différenciation lymphocytaire T et les désordres lymphoprolifératifs associés chez
le chien (Deleglise, 2010)
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iv- Les cellules NK

Les cellules naturelles tueuses dites NK pour Natural Killer, découlent de progéniteurs lymphoides
dans la moelle osseuse et ont une évolution commune avec les lymphocytes jusque dans le thymus.
Cependant, ce ne sont ni des lymphocytes B ni des lymphocytes T. En effet, ces cellules ne portent
ni BCR ni TCR ou CD3, car ces cellules ne font pas le réarrangement génique. Elles se caractérisent
par I’expression de CD56 (Chatenoud, 2012).

Les NK se trouvent a la fois dans les tissus et dans la circulation sanguine. Elles sont de plus grande
taille que les LT et les LB et possedent des granules cytoplasmiques contenant des protéines
cytotoxiques (perforine, granzyme...) qui produisent les mémes effets que les LT CD8" cytotoxiques
(Shizuo et al., 2017).

Les NK ont la capacité de reconnaitre les cellules infectées des cellules saines. En effet, elles
possedent des récepteurs activateurs (KAR) ainsi que des récepteurs inhibiteurs (KIR). Ces récepteurs
sont des protéines transmembranaires dont les domaines extracellulaires présentent des similitudes,
alors que leurs domaines intracellulaires présentent des différences induisant leur rdle inhibiteur ou
activateur. Il suffit de I’activation d’un seul KIR pour que la NK ne s’active pas, alors qu’il faut
plusieurs signaux activateurs pour mener a I’activation. Les KIR reconnaissent le CMH de classe |
porté par les cellules du soi. Les cellules non porteuses du CMH de classe | sont alors deétruites, ce
qui est le cas des cellules infectées par un virus ou une bactérie intracellulaire ainsi des parasites
extracellulaires, ce mode de fonctionnement est repris dans la figure 24. Il existe une autre voie
d’activation des NK, la cytotoxicité cellulaire dépendante des Ac (ADCC). Les NK possedent des
récepteurs CD16 qui sont spécifiques des fragments constants (Fc) des 1gG qui leur permettent de se
fixer a des cellules attaquées par la reponse immunitaire humorale (Shizuo et al., 2017).
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Figure 24: Récepteurs intervenant dans I'activation des NK (Institut National de Recherche
Pédagogique , 2002).
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b- Définition des hémopathies malignes : lymphomes et

leucémies.

Les premiéres classifications de ces hémopathies étaient fondées sur des criteres morphologiques, les
notions de lignées B et T étaient encore inconnues. Il'y a donc eu distinction entre les proliférations
lymphocytaires a expression tissulaire lymphoide secondaire prédominante, c’est-a-dire les
lymphomes, et celles a expression hématologique prédominante, ¢’est-a-dire les leucémies. Ces deux
termes étaient classiqguement opposes et la leucémie désignait une prolifération de cellules
cancéreuses des lignées myéloides ou lymphoides localisée dans la moelle osseuse hématopoiétique
avec un envahissement sanguin possible. Aujourd’hui, ces deux entités sont regroupées sous le terme
d’hémopathies malignes. En effet, le sang et la moelle osseuse peuvent étre atteints secondairement
par des cellules tumorales en cas de lymphome, et les nceuds lymphatiques peuvent étre envahis au
cours de 1’évolutions de certaines leucémies.

Chez les animaux, les hémopathies malignes sont catégorisées selon des classifications issues des
connaissances chez I’Homme. En effet, les connaissances médicales relatives aux chiens et aux chats
sont restreintes en comparaison a celles relatives a I’Homme et en sont souvent inspirées, tant au
niveau de la genese des pathologies, que des données cytogénétiques ou des marqueurs moléculaires
(Gisselbrecht, 2009).

Chez les animaux, les lymphomes se caractérisent par une prolifération clonale de cellules
lymphoides. Ils regroupent des entités anatomo-cliniques hétérogénes ayant chacun leur spécificité
morphologique, immunologique, cytogénétique. Chaque entité a un pronostic propre (Gisselbrecht,
2009).

Les leucémies sont des hémopathies malignes intéressant dans un premier temps la moelle osseuse
puis le sang avant d’étre multicentriques. Elles se distinguent par la prolifération de cellules
hématopoiétique blastiques ou matures. En fonction du stade de développement de ces cellules, la
leucémie sera qualifiée d’aigiie lorsque que les cellules sont trés immatures avec un fort pouvoir
prolifératif, et de chronique lorsque les cellules proliférant sont a un stade différencié avec un faible
pouvoir prolifératif (Fournel-Fleury et al., 1992).

c- Classification des différentes hémopathies malignes

i- Classification actuelle des hémopathies malignes en médecine
humaine

En médecine humaine, la classification actuelle des hémopathies malignes est la classification de
I’OMS réalisée en 2001 et corrigée en 2008 puis 2016. C’est la premicre classification a faire
consensus a 1’échelle mondiale. Elle reprend les mémes principes que la classification REAL
(Revised European American Lymphoma Classification) de 1994 qui séparait les tumeurs
lymphoides en trois grandes catégories :
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- Les lymphomes ou leucémies lymphoides a cellules B
- Les lymphomes ou leucémies lymphoides a cellules T
- Maladie de Hodgkin

La classification REAL prend en compte la localisation anatomique et rattache les cellules
cancéreuses a leur lignée d’origine. De plus, cette classification insiste sur la notion de grade basée
sur des caractéristiques histologiques, ainsi que sur la notion d’agressivité basée sur le comportement
clinique de la tumeur (Harris et al., 1994).

La classification de I’OMS organise les tumeurs en fonction de leur lignée d’origine (myéloides,
lymphoides, mastocytes, macrophages). Les différentes entités comprises dans chacune de ces
catégories se distinguent par des données morphologiques, immunophénotypiques, génétiques et
cliniques (Campo et al., 2011).

ii- Classification des lymphomes chez les animaux

v' Classification anatomique des lymphomes non-hodgkiniens

Chez le chien, les lymphomes non-hodgkiniens sont dans 75% des cas des lymphomes
ganglionnaires. Il existe 5 stades : le premier, pour les lymphomes ganglionnaires, étant une atteinte
d’un seul nceud lymphatique et le cinquieme, le plus avancé, une atteinte généralisée avec
envahissement du secteur sanguin ou de la moelle osseuse (Ponce et al., 2010 ; Vezzali et al., 2010).
Chez les jeunes chiens, le lymphome le plus fréquent est le lymphome médiastinal a cellules T qui
entraine un cedéme du cou et de la face et une dyspnée liés a la présence d’une masse dans le médiastin
ainsi qu’une polyuro/polydypsie (PU/PD) entrainée par une hypercalcémie néoplasique (Day, 1997).
On trouve également des lymphomes digestifs, cutanés, hépatique, oculaire, pulmonaire ou encore
nerveux. D’autres localisations ont été décrites mais restent trés atypiques (Zandvliet, 2016).

Chez le chat, I’atteinte nodale est assez peu fréquente. Les chats atteints de lymphomes présentent
des formes extranodales seules ou en association avec des atteintes de nceuds lymphatiques (Moore,
2013). Le site le plus fréquemment touché est le tractus digestif. Le lymphome digestif présente une
durée de survie moyenne plus courte que les lymphomes médiastinaux ou nasaux (Moore, 2013 ; Sato
et al., 2014). Il existe également chez le chat des formes cutanées (Rook, 2019), rénales, nerveuses,
oculaires, laryngées (Moore, 2013).

Cette classification est facilement applicable mais présente le désavantage majeur de regrouper des
lymphomes trés hétérogénes d’un point de vue clinique, histologique ou pronostique. Elle est donc
insuffisante (Teske, 1994).

v’ Classification de Kiel actualisée

La classification de Kiel actualisée se fonde essentiellement sur des criteres morphologiques,
immunophénotypiques et sur la nature de la cellule d’origine pour classer les lymphomes. Cette
classification est facilement applicable en médecine canine. Il a été montré que cette classification
présente un intérét concernant le pronostic, car les lymphomes B et T présentent des durées de survie

Page 44



significativement différentes (Ponce et al., 2004). Cependant 1’utilisation d’une classification clinico-
morphologique ne permet plus de faire le paralléle avec les lymphomes chez I’Homme.

Chez le chien, il existe peu de lymphome de bas grade, c’est-a-dire faiblement agressif : entre 20 et
26,1% selon les études contre 73,9 et 80% de lymphome de haut grade (Fournel-Fleury et al., 1997 ;
Sozmen et al., 2005 ; Ponce et al., 2010).

v’ Classification de ’OMS

En 2016, I’OMS a publié une révision de sa classification des tumeurs hématopoiétiques chez les
animaux domestiques fondée sur la classification REAL. Elle utilise des criteres histologiques et
immunophénotypiques. Cette classification semble étre utile mais pas totalement adaptée. En effet
elle est prévue pour plusieurs espéces qui présentent chacune des particularités (Wolfesberger et al.,
2018).

iii- Classification des leucémies chez le chien et le chat

v’ Les leucémies aigues

Les leucémies aigues (LA) proviennent de la prolifération de cellules hématopoiétiques trés
immatures appelées blastes qui se caractérisent par un fort pouvoir prolifératif. Ce type de leucémie
évolue trés rapidement, en 1’absence de traitement sur environ un mois chez le chien (Fournel-Fleury
et al., 1992). Les blastes envahissent rapidement la moelle osseuse et « étouffent » les autres lignées
sanguines ce qui crée une cytopénie sévere et il est possible de trouver une blastose sanguine si les
blastes possedent les récepteurs cellulaires nécessaire au passage dans le sang (Gorman et Evans,
1987).

Les LA se divisent en leucémie aigie myéloide (LAM) et en leucémie aigue lymphoide (LAL) en
fonction de la lignée cellulaire impliquée. Cette distinction se fait sur des criteres morphologiques
quand cela est possible, ou par des techniques d’immunocytochimie (Fournel-Fleury et al., 1992).

On retrouve chez le chien, les LAL de type 1, LAL-1, caractérisées par des cellules de petites tailles
a noyau régulier et nucléole peu visible et les LAL de type 2, LAL-2, plus fréquentes que la
précédente, se caractérisent par des blastes de plus grandes tailles a noyau irrégulier nettement
nucléolé (Fournel-Fleury et al., 1992).

Les LAM regroupent les leucémies liées aux lignées granulocytaire, monocytaire, érythrocytaire et
mégacaryocytaire. Les LAM ont été classées selon les lignées cellulaires impliquées ainsi que le stade
de maturation cellulaire, elle est reprise dans le tableau 4.

- Leucémie aigué indifférenciée : LAI : les cellules impliquées ne sont engagées dans aucune
lignée cellulaire. Elles ne sont reconnaissables ni par des critéres morphologiques ni par
marquages immuno- ou cyto-chimique. Ces cellules présentent un noyau excentré, un
nucléole distinct, quelques granulations cytoplasmiques azurophiles, un cytoplasme
modérément basophile et parfois des pseudopodes (Feldman et al., 2000)
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- Leucémie aigué myeloide sans maturation : LAM- MO : les cellules impliquées, les
myéloblastes, sont engagees dans une lignée cellulaire mais n’ont pas encore subit de
maturation qui les rendrait morphologiquement distinguables. Il faut proceéder a de
I’immunophénotypage pour les reconnaitre et écarter I’appartenance a la lignée lymphoide
(Feldman et al., 2000),

- Leucémies aigués granulocytaires : LAM-M1, LAM-M2, LAM-M3 : on distingue 3 stades de
maturation dans les LA granulocytaires. Le stade LAM-M1 est le stade myéloblastique
maturation granuleuse minimale ; la LAM-M2, myéloblastique avec maturation granuleuse ;
la LAM-M3, promyeélocytaire. Chez le chien, on rencontre essentiellement les sous-types M1
et M2 (Jain et al., 1991). Dans la plupart des cas et notamment pour les formes tres
indifférenciées, il faut rechercher des marqueurs d’immunophénotypage ou recourir a la
cytoenzymologie afin d’identifier la lignée cellulaire impliquée (Fournel-Fleury et al., 1992),

- Leucémie aigué myélomonocytaire : LAM-M4 : prolifération de deux populations de blastes,
I’une d’aspect myéloblastique avec un fort rapport noyau/cytoplasme avec une chromatine
dentelee, un nucléole proéminent et des granules azurophile, I’autre d’aspect monoblastique
avec un noyau rond a légérement irrégulier avec une chromatine fine, un cytoplasme basophile
et sans granulation (Feldman et al., 2000).

- Leucémie aigué monocytaire : LAM-M5 : Prolifération de cellules monocytaires plus ou
moins différenciées (monoblastes ou monocytes). Dans la moelle osseuse on retrouve plus de
80% de cellules issues de la lignée monocytaire parmi les cellules non érythroides. Les
monocytes présentent de nombreuses anomalies morphologiques (Jain et al., 1991).

- Leucémie aigué érythroblastique : LAM-M6 : Prolifération d’érythroblastes (supéricure a
50%) avec un contingent de blastes myéloides représentant au moins 30% des cellules non
érythroides de la moelle osseuse (Jain et al., 1991).

- Leucémie mégacaryoblastique : LAM-M?7 : prolifération de mégacaryocytes immatures ou de
leurs précurseurs dans la moelle osseuse et les autres tissus hématopoiétiques. L’hémogramme
se caractérise par une thrombocytopénie sévére accompagnée de plaquettes anormales
morphologiquement et fonctionnellement (Jain et al., 1991).
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Tableau 4: Classification des leucémies aigués myéloides (Jain et al, 1991)

Abréviation Caractéristiques

LAI Blastes négatifs pour toutes les réactions cytochimiques et les marqueurs
phénotypiques
LAM-MO Blastes dont la différenciation myéloide ne peut étre certifiée que par

microscopie électrique ou d’aprés immunophénotypage

LAM-M1 Blastes = 90% des CNE : granulocytes ou monocytes < 10% :
blastes PO ou NS positifs > 3%

LAM-M2 Blastes = 30% ANC et < 90% CNE : granulocytes > 10% : monocytes < 20%

LAM-M3 Promyélocytaire : non rapportée chez les carnivores domestiques

LAM-M4 Myéloblastes + monoblastes > 30% ANC et CNE : granulocytes > 20% :
monocytes > 20% : cellules ENS positives = 20% CNE
LAM-MS Monocytes + monoblastes = 80% CNE
MS5a Monoblastes = 80% CNE
MS5b Monoblastes = 30% et < 80% CNE
LAM-M6 Erythroblastes = 50% ANC : myéloblastes > 30% CNE
M6 Er Erythroblastes > 50% ANC :

blastes non érythroides + pro-érythroblastes = 30% ANC

LAM-M7 Meégacaryocytes > 30% CNE : mégacaryocytes atypiques :
blastes Facteur VIII et GplIIb-IIla positifs

ANC : total des cellules nuclées, CNE : Cellules non-érythroides, ENS : Estérase Non-
Spécifique, Er : Erythroides, FAB : Franco-américano-britannique, LAI : leucémies aigues
indifférenciee, LAM : leucémie aigué myéloides, PO : Péroxydases, NS : Noir Soudan.

v" Les leucémies chroniques

Les leucémies chroniques (LC) se caractérisent par la prolifération de cellules en fin de différenciation
dont 1’évolution spontanée est beaucoup plus longue que celle des leucémies aigiies. Ces cellules
différenciées ont toujours la capacité de gagner le compartiment sanguin ou elles s’accumulent
progressivement. De ce fait, il n’y a pas d’étouffement des autres lignées médullaires et donc pas de
cytopénies sanguines (Harvey, 2015a).

Comme pour les LA, les LC se distinguent en leucémie chronique lymphoides (LLC) et en leucémie
chronique myéloide (LMC). Les LMC sont le plus souvent neutrophiliques chez le chien et le chat.
Les LLC se distinguent en LLC-T et en LLC-B chez le chien (Harvey, 2015a). Une entité
supplémentaire a été appelé LLC atypiques par Vail lorsque la lignée B ou T n’a pu étre établie (Vail
et al., 2013).
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Iv- Les lymphomes et leucémies chez le chien et le chat
v Lymphome hodgkinien

Le lymphome Hodgkinien a été décrit chez le chat et le chien en comparaison avec le lymphome
hodgkinien humain. Cette pathologie est décrite comme un cancer d’évolution lente se développant
dans un nceud lymphatique et se propageant aux nceuds lymphatiques contigus, puis dans les cas les
plus avancés jusque dans le foie et la rate et dans les phases terminales, atteint la moelle osseuse.
Histologiquement, le lymphome hodgkinien se caractérise par la présence de cellules lymphoides et
inflammatoires avec une minorité de cellules malignes de Reed-Sternberg (RS) dispersées dans le
tissu. Une étude de 2001 présente 20 cas chez le chat entre 1992 et 1999 (Walton et Hendrick, 2001).
Deux cas de lymphomes hodgkinien extranodaux ont également été décrits, 1’un conjonctival (Holt
et al., 2006), I’autre cérébelleux (Yoshino et al., 2017). Chez le chien, de rares cas de lymphomes
« Hodgkin-like » ont été décrits. En 1973, Wells rapporte qu’avant lui seulement une trentaine de cas
ont éteé décrits et étaient assez peu documentés en géneral (Wells, 1974).

v Lymphomes non-hodgkiniens

> Lymphomes a cellules B

Les classifications des différents lymphomes essayent le plus possible de rattacher les différentes
pathologies aux cellules normales dont elles dérivent. Les lymphomes B sont plus fréquents chez le
chien que les lymphomes T (Teske, 1994 ; Fournel-Fleury et al., 1997 ; Ponce et al., 2010). La figure
20 présentée précedemment page 37, fait le lien entre les différents stades de différenciation des LB
et les lymphomes associés.

Dérivant des cellules B naives, se trouve le lymphome du manteau. Classé parmi les lymphomes
indolents nodaux a cellules B, il est rapporté freqguemment dans les lymphomes spléniques canins. Ils
sont, en histologie, morphologiquement identifiables par la prolifération des cellules de la coiffe du
manteau, 1’atrophie de la paracorticale et la dégenéerescence des centres germinatifs. Les cellules
néoplasiques chez le chien sont porteuses de CD5, CD20, CD45, CD79a et Bcl-2 et dans 80% des
cas de Pax-5, ce qui donne un immunophénotype proche de son homologue humain (Stein et al.,
2019). La distinction morphologique avec un lymphome folliculaire n’est pas toujours simple et la
distinction peut se faire sur la base de la recherche CD5/CD10. Le lymphome du manteau est
CD5%/CD10  alors que le lymphome folliculaire est CD5/CD10"* (Sriganeshan et al., 2008)

Lorsque le lymphome a pour origine des cellules centrofolliculaires, on trouve trois types de
lymphome : le lymphome folliculaire, ainsi que la plupart des lymphomes B diffus a grandes cellules
et le lymphome de Burkitt.

Les lymphomes folliculaires sont rares chez le chien, représentant entre 0 et 6,25% des lymphomes
ce qui s’expliquerait par un diagnostic plus tardif de la maladie lui laissant le temps d’évoluer. Ils se
retrouvent dans les organes lymphoides secondaires : nceuds lymphatiques et rate essentiellement
(Teske et al., 1994 ; Fournel-Fleury et al., 1997). Chez le chat, les lymphomes folliculaires sont tout
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aussi rares que chez le chien (0,9%) (Valli et al., 2000) et contrairement a I’Homme les lymphocytes
malins ne sont pas porteur de Bcl2 (Henrich et al., 2019).

Le lymphome de Burkitt, chez I’Homme est un lymphome de haut grade et le virus d’Epstein-Barr
(VEB), le virus de I’'immunodéficience humain (VIH) ou la malaria sont des facteurs de risque
connus. C’est un lymphome extranodal a développement extrémement rapide avec un taux de
multiplication cellulaire trés élevée (proche de 100%). Les LB tumoraux sont de taille moyenne avec
un noyau contenant de la chromatine grossiére, des nucléoles basophiles volumineux et un
cytoplasme trés basophile. On trouve également en coupe histologique une population de
macrophages répartis « en ciel étoilé ». Le phénotype des lymphocytes tumoraux est généralement
CD79a", CD10", Bcl2,, Bcl6*(Molyneux et al., 2012). Le lymphome de Burkitt chez le chien se
définit par sa ressemblance avec son homologue humain.

Les lymphomes diffus a grandes cellules B (DLBCL) sont des lymphomes de haut grade. Ils semblent
étre les lymphomes les plus présents (40,0% des cas de lymphomes) chez le chien (Guija de
Arespacochaga et al., 2007 ; Deleglise, 2010). Ce type de lymphome se caractérise par une
hypertrophie modérée a sévére des nceuds lymphatiques péripherique. Les cellules tumorales sont de
grandes cellules dont le noyau fait deux fois la taille d’'une hématie avec une chromatine fine et un
cytoplasme peu abondant. Les nucléoles sont toujours multiples et visibles. Ces cellules expriment
CD79a, CD20 et Pax5. Certains DLBCL semblent provenir de 1’évolution de lymphomes folliculaires
et de lymphomes de la zone marginale. Par ailleurs, il est a noter que la durée médiane de survie
semble varier en fonction de I’index mitotique. Au-dessus de 20 mitoses pour 10 champs au
grossissement 400, la médiane de survie est de 31jours. En dessous de ce nombre de mitoses,la
médiane de survie est de 188 jours (Aresu, 2016). Le pronostic pour ce type de lymphomes est sombre
avec une courte réponse a une chimiothérapie (protocole CHOP : cyclophosphamide-doxorubicine-
vincristine-prednisone) et une durée de survie moyenne de 10 mois (Keller et al., 1993).

Lorsque les cellules a I’origine de la tumeur sont post-centre germinatif, les lymphomes associées sont
le lymphome des zones marginales et certains lymphomes B diffus a grandes cellules qui en découlent
ou encore les plasmocytomes.

Le lymphome de la zone marginale (MZL) est composé de cellules de taille intermédiaire avec un
cytoplasme abondant situées en périphérie des centres germinatifs. Ces cellules peuvent étre entieres
ou clivées (Valli et al., 2000). Lorsqu’il se situe dans la rate ¢’est un lymphome indolent avec un
faible index mitotique de bon pronostic aprés splénectomie. Les MZL des nceuds lymphatiques ont
été assez peu étudiés, en 2017 une étude de Cozzi et al. a montré que les 35 chiens compris dans
I’étude présentaient une lymphadénopathie généralisée au moment du diagnostic, un tiers présentaient
une implication extranodale. De plus un tiers des chiens présentaient des symptomes généraux. Les
lymphocytes tumoraux sont des cellules de taille moyenne porteuses de CD21. La durée de survie
médiane était de 259 jours, ce qui est un pronostic sombre malgré la caractérisation de ce lymphome
comme « indolent » (Cozzi et al., 2018).

Chez le chat, de nombreux lymphomes extra-nodaux sont a LT, notamment les lymphomes nasaux,
et rénaux (Moore, 2013). Les lymphomes intraoculaires sont majoritairement des lymphomes diffus
a grandes cellules B (Assenmacher et al., 2019). Les lymphomes pulmonaires sont majoritairement a
grandes cellules qu’ils soient primaires ou métastatiques (Santagostino et al., 2015)
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Les lymphomes lymphoplasmocytaires se définissent comme des lymphomes a lymphocytes
plasmocytoides. Ils touchent souvent la moelle osseuse mais peuvent parfois se développer dans la
rate et les nceuds lymphatiques. Ce sont des lymphomes de bas grade (Fournel-Fleury et al., 1997 ;
Sueiro et al., 2004). lIs sont regroupés dans la classification humaine de I’OMS avec les lymphomes
a petits lymphocytes B et les plasmocytomes (Jaillardon et Fournel-Fleury, 2011). Chez le chat et le
chien, ce type de lymphomes est assez rare et représente 2% des lymphomes chez le chat (Valli et al.,
2000), entre 1,5% et 3,4% chez le chien (Greenlee et al., 1990 ; Fournel-Fleury et al., 1997 ; Vezzali
et al., 2010)

Les plasmocytomes regroupent les plasmocytomes indolents extramédullaires et les myélomes
multiples, qui sont des plasmocytomes multicentriques de localisation primitive medullaire osseuse
et a développement systémique possible. Ils sont la cause la plus fréquente de gammapathie
monoclonale chez les carnivores domestiques (Fina, 2009).

> Les lymphomes T

On trouve difféerents lymphomes T, en fonction du stade cellulaire atteint. La figure 23 présentée
précédemment page 42, fait le lien entre les étapes de différenciation et les lymphomes T associés.
D’une maniére générale, les lymphomes T sont de moins bon pronostic que les lymphomes B (Ponce
et al., 2004 ; Valli et al., 2013). Les lymphomes lymphoblastiques T sont diffus avec de fort index
mitotiques, ils présentent des lymphoblastes T de taille moyenne avec des noyaux ronds ou
legerement irrégulier, leur cytoplasme est étendu et basophile. Ce lymphome touche plutdt des
animaux d’age moyen entre 5 et 7 ans selon les études. Les chiens présentaient au moment du
diagnostic une adénomegalie (localisée ou généralisée), 80% présentaient une masse médiastinale et
30% une hypercalcémie. Des signes cliniques importants étaient rapportés comme de la faiblesse, de
I’anorexie, une perte de poids, de la dyspnée ainsi que des vomissements. Ces symptdmes se mettent
en place sur une durée allant de 1 a 4 semaines (Fournel-Fleury et al., 2002 ; Ponce et al., 2004 ;
Ponce et al., 2010). Ce sont des lymphomes de haut grade qui répondent assez mal au traitement
(Valli et al., 2013). Leur immunophénotype est soit double négatif (CD4/CD8") soit double positif
(CD4*/CD8") (Fournel-Fleury et al., 2002).

Dans les lymphomes T de bas grade, il y a les lymphomes pléomorphes a petites cellules qui se
composent de petites cellules avec des noyaux dentelés avec une chromatine plus ou moins
agglomérée et un cytoplasme peu visible, I’atteinte ganglionnaire est diffuse. L’index mitotique est
faible (Fournel-Fleury et al., 2002). Il y a également les lymphomes des zones T qui sont des
lymphomes & petites cellules claires, localisés dans la paracorticale des nceuds lymphatiques,
comparable a leur homologue humain par leurs caractéristiques histologiques, cytologiques ainsi que
par leur évolution plus indolente que les autres lymphomes T périphériques (Ponce et al., 2010). Dans
I’étude de Valli et al. les chiens atteints de ce type de lymphome avaient la médiane de survie la plus
longue (622 jours) et il semble que les chiens sont diagnostiqués a des stades avancés de la maladie
en raison du peu de symptomes (Valli et al., 2013).

Dans les lymphomes de haut grade, on trouve le plus fréguemment les lymphomes pléomorphes a
cellules de taille variable qui ont une architecture diffuse avec des cellules atypiques de petite,
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moyenne et grande taille avec des noyaux irréguliers et une chromatine fine. Leur index mitotique est
moyen a élevé (Fournel-Fleury et al., 2002 ; Ponce et al., 2010). Les chiens présentent une
adénomégalie avec des signes cliniqgue comme de la léthargie, des pertes de poids et de la faiblesse
(Ponce et al., 2004). Les lymphomes pléeomorphes a grandes cellules ressemblent aux lymphomes
pléomorphes a cellules variables mais avec des cellules de grande taille avec un index mitotique
toujours élevé (Fournel-Fleury et al., 2002). Ces deux types de lymphomes sont regroupés parmi les
lymphomes périphériques non précisés et touchent des chiens d’age moyen (6-8 ans en moyenne)
(Fournel-Fleury et al., 2002).

Chez le chat, les lymphomes digestifs sont prédominants avec dans 70% des cas selon une étude de
Moore en 2012, des lymphomes T modifiant la structure de la muqueuse intestinale par des infiltrats
diffus de cellules de taille petite @ moyenne dans 1’épithélium et le chorion villositaire, exprimant
CDa3. La durée médiane de survie était de 29 mois (Moore et al., 2012).

v’ Les leucémies aigues

La distinction entre LAL et LAM est importante car le pronostic et le traitement sont différents. Chez
le chien, les LAM semblent étre plus frequentes que les LAL (Vernau et Moore, 1999 ; Adam et al.,
2009).

Chez le chat, les leucémies aigues sont beaucoup plus fréquentes que chez le chien (Fournel-Fleury
et al., 1992). Le virus leucémogene félin (FeLV) est impliqué dans 100% des LAL et 90% des LAM
(Leifer et Matus, 1985). Une étude réalisée au Brésil en 2019 a trouvé une implication legérement
moindre du FeLV dans les leucémies aigués chez le chat : 86,7% pour les LAL et 66,7% pour les
LAM (Cristo et al., 2019).

> Les LAL

Les LAL restent assez rares (11,9% des hémopathies malignes) (Weiss, 2006) et prédominent chez
les chiens d’dge moyen (5-6 ans) (Matus et al., 1983 ; Morris et Dobson, 2001), plus récemment
Adam et al. ont trouvé dans leur étude une moyenne d’age plus élevée (8,0 ans) pour I’apparition des
LAL (Adam et al., 2009). Les signes cliniques sont d’apparition brutale et 1I’évolution est trés rapide.
Chez les chiens atteints de LAL, on rencontre fréquemment une léthargie, un amaigrissement rapide
voire de la cachexie, ainsi que des symptomes liés aux cytopénies secondaires a 1’envahissement
médullaire tels que des muqueuses pales et une intolérance a 1I’effort causées par de I’anémie, des
infections avec hyperthermie causée par une neutropénie ou des pétéchies, ecchymoses voire une
CIVD causées par une thrombopénie (Presley et al., 2006 ; Dobson et al., 2006 ; Vail et al., 2013).
Le pronostic est sombre chez le chien et le chat, méme lors de chimiothérapie agressive, la durée de
survie chez le chien n’excedant pas les 4 mois (Matus et al., 1983). Chez le chat, la réponse au
traitement est également décevante avec un taux de rémission compléte de 27% des chats avec une
durée de survie de 1 a 7 mois variable en fonction du statut vis-a-vis du virus leucémogene félin
(FeLV) et du virus d’immunodéficience féline (FIV) de I’animal (Cotter, 1983 ; Presley et al., 2006).
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> Les LAM

Les LAM sont plus fréquentes que les LAL chez le chien avec une prévalence toute catégories
confondues de 21% (Weiss, 2006).

Le sous-type qui prédomine largement chez le chien est la LAM-M4 concernant la lignée
myélomonocytaire puis viennent les types granulocytaires M1 et M2 (Jain et al., 1991). Les LAM-
M6 sont exceptionnelles chez le chien et plus fréquentes chez le chat (Fournel-Fleury et al., 1992).
En effet les sous-types prédominants chez le chat sont M1, M2, M4 et M6 (Feldman et al., 2000).

Le pronostic des LAM est moins bon que celui des LAL avec des durées de survie apres diagnostic
en moyenne de I’ordre de quelques semaines et rarement supérieur a trois mois chez le chien (Couto,
1985 ; Mylonakis et al., 2008). Chez le chat, la durée de survie varie de deux a dix semaines (Couto,
2014).

v’ Les leucémies chroniques
» LesLLC

Chez le chien, les LLC sont rares (0,4% des hémopathies malignes sur 717 échantillons médullaires
(Weiss, 2006), mais elles sont surement sous diagnostiquées (Workman et Vernau, 2003). Les LLC
se manifestent a un age similaire aux LAL, entre 7 et 10 ans (Vail et al., 2013), mais il semblerait
qu’elles affectent des chiens un peu plus vieux (Leifer et Matus, 1985 ; Adam et al., 2009 ; Comazzi
et al., 2011). L’évolution des LLC est souvent silencieuse, leur découverte est souvent fortuite et il
n’est pas rare qu’aucun traitement ne soit proposé en absence de signes cliniques. Le pronostic des
LLC est meilleur que celui des LAL et des LMC. C’est I’insuffisance immunitaire qui cause le déces
des patients par le biais d’infections a répétition (Leifer et Matus, 1986; Fournel-Fleury et al., 1992;
Workman et Vernau, 2003). La moitié des cas de LLC sont asymptomatiques chez le chien
(Workman et Vernau, 2003), les autres présentent des signes trés généraux comme une baisse
d’appétit et une léthargie. Certains présentent de la PU/PD, des troubles digestifs sporadiques ou une
perte de poids (Leifer et Matus, 1986 ; Presley et al., 2006 ; Vail et al., 2013).

Le pronostic est meilleur que pour les autres leucémies. En effet, en ’absence de traitement une survie
de plusieurs années est possible (Harvey et al., 1981). Avec un traitement standard (Chlorambucil et
Prednisolone) la durée de rémission est comprise entre 10 et 30 mois (Couto et Sousa, 1986 ;
Kristensen et al., 1991). Une étude sur 17 chiens traités par 1’association de vincristine, chlorambucil
et prednisone montre une médiane de survie de 12 mois et un taux de survie a 24 mois de 30% (Leifer
et Matus, 1986).

Les LLC a cellules T (CD3") représentaient, dans une étude, 73% des LLC chez le chien et seraient
également plus présentes que les LLC a cellules B chez le chat (Vernau et Moore, 1999 ; Harvey,
2015a) mais I’étude de Adam et al. ne démontre pas de différence significative de prévalence selon
le typage des LLC(Adam et al., 2009). Une étude a montré que les LLC a cellules T (CD3" CD8")
étaient de meilleur pronostic que les LLC a cellules B (CD21%) avec une durée de survie 3 fois plus
longue (Comazzi et al., 2011).

Chez le chat, les LLC sont rarement rapportées (Thrall, 1981).
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> Les LMC

Les LMC semblent étre trés rares (Adam et al., 2009) et représentent 0,3% des hémopathies malignes
chez le chien dans une étude (Weiss, 2006). Comme pour les LLC, les LMC sont peu rapportées chez
le chat. Seuls des cas sont rapportés de maniere ponctuelle et prouvent leur existence. Ce sont les
LMC éosinophiles qui semblent étre les plus fréquentes (Finlay, 1985 ; Huibregtse et Turner, 1994 ;
Sharifi et al., 2008).

Comme pour les LLC, il n’est pas rare que les LMC soient asymptomatiques. Les signes cliniques
quand ils existent varient peu de ceux retrouvés dans les cas de LLC (Iéthargie, fatigabilité, dysorexie,
polydipsie...) et il est fréquent de trouver une anémie plus ou moins sévére, une adénomégalie
modérée, une splénomégalie, des signes variables d’infection notamment respiratoires ou cutanées
(Grindem et al., 1992 ; Fine et Tvedten, 1999 ; Feldman et al., 2000).

Le pronostic des LMC chez le chien est plus sombre que celui des LLC. En effet, les LMC ont un
plus grand risque de survenue de crises blastiques et donc de se transformer en leucémie aigué
(Dobson et al., 2006). Cette acutisation terminale a lieu dans un délai de quelques mois a deux ans
(Fournel-Fleury et al., 1992). La durée moyenne de survie varie avec le type cellulaire impliqué. Les
leucemies granulocytaires chroniques sont celles avec le pronostic le plus sombre, survie en moyenne
d’un an avec des extrémes allant de 41 jours a quatre ans et demi (Leifer et Matus, 1986 ; Grindem
et al., 1992) et I’usage de la chimiothérapie ne semble pas modifier le délai de survenue de la crise
blastique (Feldman et al., 2000). Chez le chat, deux cas de leucémies éosinophiles chroniques ont
survécu 30 et 40 mois avec un traitement adapté (Feldman et al., 2000).

2- Processus diagnostique

Afin d’arriver au diagnostic d’hémopathies malignes, un ensemble d’examens complémentaires de
routine sont réalisés.

a- Symptomes

Les motifs de consultation conduisant au diagnostic d’une hémopathie maligne sont souvent des
signes non spécifiques comme une dysorexie voire une anorexie, un abattement marque, une
hyperthermie persistante.

i- Les lymphomes

Les lymphomes chez le chien se présentent sous plusieurs formes soit sous forme nodale, le
lymphome se concentre dans un ou plusieurs nceuds lymphatiques, 1’animal présentant alors une
(poly)adénomégalie visible ou non si les nceuds lymphatiques touchés sont en surface ou profonds,
soit sous forme extranodale qui représente les formes issues d’une prolifération tumorale située hors
des nceuds lymphatiques initialement (peau, tube digestif, foie, rate...).
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Ces présentations peuvent également étre décrites en fonction de leur localisation anatomique et des
symptodmes associeés :

e La forme multicentrique, caractérisée par une adénomégalie superficielle. Le plus souvent il
s’agit des nceuds lymphatiques mandibulaires et préscapulaires. On peut noter une infiltration
pulmonaire ainsi qu’une hépatomégalie et une splénomégalie.

e La forme digestive qui infiltre le tractus digestif se manifeste par des symptomes digestifs
chroniques : vomissements, diarrhées, ainsi qu’une perte de poids.

e La forme médiastinale qui touche les nceuds lymphatiques médiastinaux craniaux ou le
thymus (Vail et al., 2013).

e La forme cutanée, qui peut étre isolée ou généralisée. On distingue une forme épithéliothrope
qui affecte la peau ou les jonctions cutanéo-mugqueuses avec une grande variété de signes
cliniques (érythéme, squames, alopécie, érosions, ulcéres, nodules, plaques, infiltration
gingivale, labiale, palpébrale, nasale, anale ou génitale, prurit parfois violent). La forme non-
épithéliothrope est rare chez le chien, mais plus fréquente chez le chat et se manifeste par de
multiples lésions infiltratives d’évolution rapide concernant le derme. L’évolution de ces
1ésions tend vers 1’ulcération et est trés rapide (Muller et al., 2014).

e Les formes atypiques peuvent toucher tous les organes qui contiennent des lymphocytes tels
que les reins, les yeux, le systéme nerveux et s’expriment par 1’altération du fonctionnement
de ces organes (Vail et al., 2013).

ii- Les leucémies

La présentation clinique typique d’une leucémie aigiie inclut des signes non spéecifiques comme dans
le cas des lymphomes. L hyperthermie réfractaire est li€ée aux substances pyrogenes libérées par les
cellules tumorales. Une hypothermie est possible lorsque 1’animal présente un abattement progressif
depuis plusieurs jours a plusieurs semaines.

Les animaux souffrant de leucémie aigue présentent également des signes cliniques associés :

e Aux troubles hématologiques induits par la leucémie (anémie, thrombocytopénie) tels que des
muqueuses pales voire « blanc porcelaine », du purpura, des ecchymoses ainsi que des
épanchements sanguins articulaires,

e A la prolifération des cellules tumorales dans certains organes : une hépatomégalie, une
splénomégalie parfois tres importante, une lymphadénopathie souvent peu marquée, une
infiltration rétinienne et des signes neurologiques. des symptdmes digestifs ainsi qu’urinaires
sont également décrits (Morris et al., 1993 ; Morris et Dobson, 2001 ; Vail et al., 2013).

Les leucémies chroniques, du fait de leur faible pouvoir proliférant, ont une présentation clinique trés
différente. En effet, les signes cliniques sont frustres et dans la moitié des cas de leucémies
chroniques, les animaux présentent un bon état général jusqu’en fin d’évolution de la maladie ou les
signes cliniques se rapprochent de ceux d’une leucémie aigiie (Fournel-Fleury, 2006). Le tableau 5
regroupe les complications des leucémies et les signes cliniques qu’elles impliquent chez les
carnivores domestiques.
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Tableau 5: Complications et signes cliniques associées dans les leucémies chez les carnivores
domestiques (Dobson et al., 2006)

Complications Signes cliniques

Cytopénie(s) : Léthargie

Anémie non régénérative Hyperthermie
Neutropénie

Thrombocytopénie Pétéchies, Ecchymoses

Saignements gingivaux

Coagulation intravasculaire disséminée | Saignements généralisés

(CIVD)

Hypercalcémie Polyurie, polydipsie
Anorexie, vomissements
Bradycardie

Hyperviscosité sanguine Signes neurologiques,

Signes oculaires (vaisseaux rétiniens de
taille augmentée et tortueux)

Signes d’insuffisance rénale

De nombreux cas sont découverts de maniére fortuite au cours d’un examen clinique et sanguin de
routine chez des animaux asymptomatiques : c’est le cas pour 50% des chiens atteints de leucémie
lymphoide chronique. Lorsqu’ils sont symptomatiques, les propriétaires rapportent une 1éthargie, une
anorexie, des vomissements et une perte de poids. Lors de leur examen clinique, on peut retrouver
une légere adénomégalie généralisée, une splénomégalie, une hépatomegalie, ainsi que rarement une
paleur des muqueuses et de ’hyperthermie. Ces signes cliniques sont variables et dépendent
directement du stade de 1’évolution de la maladie, c’est-a-dire, de I’importance de la lymphocytose
sanguine, de ’infiltration médullaire et de I’envahissement des organes périphériques (rate et foie
notamment) (Workman et Vernau, 2003 ; Nelson et Couto, 2014).

En fin d’évolution, lorsque la prolifération de la lignée tumorale a conduit a la cytopénie des autres
lignées, on observe des infections secondaires et récurrentes touchant divers appareils : pyodermites,
entérites, bronchopneumonies évoluant parfois vers une septicémie (Leifer et Matus, 1986).

Quelques rares cas de leucémie lymphoide chronique concernant la lignée lymphocytaire B
présentent un syndrome d’hyperviscosité sanguine causée par une gammapathie monoclonale, qui se
traduit par des saignements oculaires, des saignements des muqueuses, une épistaxis (Leifer et Matus,
1985).
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Il est rarement possible d’établir le diagnostic de leucémie sur la base de I’historique de I’animal ou
I’examen clinique.

b- Hémogramme et frottis sanguin

Pour arriver au diagnostic définitif de leucémie ou de lymphome, il faut réaliser des examens
complémentaires qui permettent également de détecter la présence et la sévérité des complications
associées.

i- Les leucémies

Un hémogramme donne deja les premiéres pistes en faveur d’une leucémie. En effet, il permet de
mettre en évidence la prolifération de la lignée cellulaire tumorale et la diminution des lignées
sanguines saines. Ces modifications peuvent ne pas étre détectables dans les phases aleucémiques et
subleucémiques (Dobson et al., 2006).

Lors de LAL, la lymphocytose peut soit étre trés importante (>100 000 cellules/mm?) soit discréte a
normale (<4 000 cellulessmm?). Il convient alors d’exclure toute lymphocytose causée par un stress
ou une excitation (de 10 000 & 15 000 cellules/mm?®) en suivant ’évolution de cette lymphocytose
dans le temps. Si elle est stable ou qu’elle augmente, ¢’est en faveur d’une LAL (Médaille et Briend-
Marchal, 2008).

Lors de LLC, I’hémogramme révele systématiquement une leucocytose, causée par une lymphocytose
entre 6 000 et 100 000 cellules/mm?. Les cytopénies associées sont plus discrétes et plus tardives que
lors de LAL. On retrouve une anémie dans 80% des cas, normochrome, normocytaire et
arégenérative, légere a modéree, une thrombocytopénie fréquente, les neutropénies sont quant a elles
rares (Vail et al., 2013).

Le frottis sanguin est complémentaire des données chiffrées données par I’hémogramme et permet
I’apport d’informations essentielles pour le diagnostic du type de leucémie.

Pour les leucémies aigues, les cellules tumorales sont des cellules non différenciées (blastes) que I’on
retrouve anormalement en grand nombre (Feldman et al., 2000). En effet les lymphoblastes observés
dans les cas de LAL sont deux a trois plus grands que les cellules lymphoides normales avec un
cytoplasme basophile (figure 25). Leur noyau est Iégérement indenté et 1’on observe également un ou
plusieurs nucléoles ainsi qu’une chromatine immature mouchetée (Presley et al., 2006 ; Cowell et
Tyler, 2006).
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Figure 25: Lymphoblastes présents dans le sang d’un chien atteint de LAL - coloration
Wright-Giemsa. (Harvey, 2015a)

Lors de leucémie compliquée d’anémie, I’hématologue doit rechercher des parasites érythrocytaires
tels que Babesia, des bactéries telles que les Hemobartonella, Ehrlichia, ou Rickettsia de sorte
d’¢liminer I’hypothése infectieuse. Il convient également d’¢liminer les causes virales, notamment
chez le chat, dont le FIV et le FeLV qui sont des causes de leucémies (Feldman et al., 2000).

En revanche, le frottis ne permet pas la distinction entre LAL et LAM car les cellules tumorales étant
au stade blastique, elles sont morphologiquement trés proches. |l faut pour les distinguer réaliser des
marquages cytochimiques (Grindem et Buoen, 1986). Il existe un algorithme qui permet de distinguer
les différentes LA utilisant la peroxydase ainsi que le noir Soudan B afin de distinguer les LAM a
I’exception de LAM M7 des LAL et des LAI. L’utilisation d’autres marquages tels que la leucocyte
alcaline phosphatase (LAP) et la chloracétate estérase (CAE) permet de distinguer les LAM M5 des
autres types de LAM. L’utilisation d’estérases non spécifiques telles que la naphtaline acétate estérase
(NAE) et la naphtaline butyrate estérase (NBE) permet de distinguer la LAM M4 des LAM M1, M2
et M6. Cet algorithme est illustré dans la figure 26.

Lors de LLC, les cellules tumorales sont peu différenciables des lymphocytes normaux matures.
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Cellules blastiques du sang et/ou de la moelle osseuse

Peroxydases et noir Soudan B

Positif

M1, M2, M4, M3, M6

Neégarif

LAI M7, M5® LAI®

LAP et CAE

Estérases non spécifiques : NAE et

NBE

M1, M2, M4, M6

Positif

Négatif

M5

Positif et focal
LAT®

Positif et diffus
M5

1

Estérases non

specifiques : NAE et

NBE
Négari
Positif bty
M1, M2,
M4
Mé6°

LAP: leucocyte alcaline phosphatase ; CAE : chloracetate estérase ; NAE : naphraline acétate estérase ;
NBE : naphtzline buryrate estérase ; ACP : phosphatase acide ; BG : béta glucuronidase ; PAS : acide périodique
de Schiff.

a : marquage possible avec PAS ;

b : marquage diffus possible avec LAP :
¢ : distinguable de M1 et M2 par 1z présence de précurseurs

erythroides ;

d: colorable occasionnellement par ACP et G, il est
préférsble  dutiliser des Immunomarqueurs pour une
meilleure identification :

Figure 26: Algorithme de marquages cytochimiques utilisé dans la distinction des différentes
LA (Feldman et al., 2000)
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Ii- Les lymphomes

Une lymphocytose est observée dans moins de 20% des cas de lymphomes. Cependant chez le chien,
on peut retrouver une lymphocytose pouvant évoquer une LAL, dans des cas de lymphome de stade
V, mais généralement elle n’est que modérée (entre 10 000 et 20 000 cellules/mm?). Par ailleurs, les
lymphomes de stade V se distinguent des LAL par la présence d’une lymphadénopathie importante
et une infiltration médullaire modérée a absente (Dobson et al., 2006 ; Vail et al., 2013 ; Nelson et
Couto, 2014).

c- Autres examens sanguins

D’autres analyses sanguines peuvent étre réalisées dans le but de rechercher la présence de
complications liées a la leucémie, telles qu'une hypercalcémie, une déficience organique ainsi qu’une
coagulation intravasculaire disséminée (CIVD) (Dobson et al., 2006). La calcémie reste modérée
dans les cas de leucémie primaire et survient dans 20 a 40% des cas de lymphomes (Dhaliwal et al.,
2003). L’augmentation des parametres hépatiques (alanine transaminase (ALAT), phosphatases
alcalines (PAL), gamma-glutamyltransferase (GGT)) traduit 1’atteinte du foie souvent atteint en
premier par I’envahissement tumoral. La réalisation des temps de coagulation, des tests de
coagulation sur lame et dans le cas de suspicion de CIVD, le dosage des produits de dégradation de
la fibrine (PDF) et de la fibrine permettent d’évaluer la fonction hémostatique qui peut étre altérer
par une CIVD et une atteinte hépatique (Dobson et al., 2006).

d- Cytologie et histologie

i- Myélogramme

Lors d’une leucocytose marquée et persistante, le myélogramme est I’examen de choix pour
diagnostiquer une leucémie du fait méme de la définition de la maladie. Le diagnostic de leucémie
aigle est posé dés lors que 30% ou plus des cellules médullaires sont des cellules blastiques (Grindem
et al., 2002).

Le myélogramme se réalise a partir de ponctions cellulaires de moelle osseuse réalisées dans 1’0s

spongieux. Différents sites de prélévements sont possibles en fonction de la taille de I’animal (Figure
27) :

- Les crétes iliaques chez le chat et les grands chiens,

- Latéte humérale chez le chien et le chat,

- La fosse trochantérienne pour les chats, les chiens de petites races et animaux en croissance,

- Les 3°™ et 5™ sternébres chez les jeunes chiens de grande taille (Grindem et al., 2002;
Abella-Bourgeés et al., 2005).
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Figure 27: Sites de prelevement de moelle osseuse représentés sur un squelette de chien A:
créte iliaque en dorsal, aile de I’ilium en latéral. B : fosse trochantérienne. C : téte humérale
(Grindem et al., 2002)

Le nombre de blastes est rapporté a celui de toutes les cellules nucléées de la moelle osseuse (incluant
les lymphocytes, les macrophages, les mastocytes et les plasmocytes) ainsi qu’a celui des cellules non
érythroides. Puis ils sont caractérisés a 1’aide de marqueurs cytochimiques (Feldman et al., 2000).

Le myélogramme est particulierement utile dans les cas de leucémies aleucémiques ou
subleucémiques, c’est-a-dire lorsque les cellules blastiques ne sont pas ou peu passées dans le sang
(Grindem et Buoen, 1986).

Comme pour le frottis sanguin, déterminer le type de LA sur un myélogramme avec seulement des
criteres morphologiques est tres rarement possible. 1l est nécessaire d’utiliser des techniques
complémentaires comme les marquages immunocytochimiques lisibles en microscopie optique ou
les marquages immunofluorescents lisibles par la CF. L’ immunophénotypage est incontournable
(Fournel-Fleury et al., 1994).

Lorsque le myélogramme montre 30% ou plus de lymphocytes matures alors il est possible de
conclure a une leucémie lymphoide chronique, a condition d’avoir écarté I’hypotheése d’un lymphome
métastasé dans la moelle osseuse (Workman et Vernau, 2003). Lors de LLC, la lymphocytose est
majeure et une cytopénie discréte des lignées cellulaires non lymphoides est observée (Leifer et
Matus, 1986).

Le myélogramme peut également présenter une hypergranulocytose, c’est-a-dire un rapport M/E
augmenté, ou M est le nombre de cellules des différentes lignées granuleuses et E le nombre de
cellules érythroides. Physiologiquement, M/E est compris entre 0,75 et 2,5 (Grindem et al., 2002).
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Ce rapport varie entre 3 et 24 dans les cas de leucémie myéloide chronique (Fournel-Fleury et al.,
1994).

ii- La cytologie sur cytoponction a I’aiguille fine
v' Généralités

Il s’agit de I’ observation au fort grossissement microscopique des cellules prélevées par aspiration au
sein d’une 1ésion. Le processus d’obtention de ces cellules est repris dans la figure 28.

fine de la lésion sur lame

Y

<:| Coloration May-
Grunwald et Giemsa

Aspiration a l'aiguille 1E> [Etalement et fixation ‘

Observation morphologique
au microscope

Figure 28 : Différentes étapes menant a la cytologie sur cytoponction a I’aiguille fine

Les informations fournies par cet examen sont toujours utiles, c’est d’ailleurs 1’examen de choix et
de premiére intention dans la démarche diagnostique lors d’adénomégalie sans cause évidente. Par
ailleurs, le développement de 1’échographie en routine permet la réalisation de cytoponctions
échoguidées de lésions présentes sur les organes internes. Ces informations peuvent ainsi permettre
de poser un diagnostic de lymphome, les formes digestives étant fréquemment diagnostiquees par
cette méthode (May, 2001).

v’ Avantages et limites

La cytoponction a I’aiguille fine présente plusieurs avantages en comparaison avec la biopsie. En
effet, elle ne nécessite généralement pas d’anesthésie générale sauf pour les animaux les plus agités
(May, 2001). Elle permet la ponction d’organe de petite taille alors que pour réaliser des biopsies a
I’aide de pistolet a biopsie, il faut des organes d’une taille minimale correspondant a la taille du
pistolet (May, 2001 ; Ramery et Layssol, 2016).

La cytoponction est préférée a la biopsie dans le cas de tissus richement vascularisés comme la rate
ou des tumeurs hypervascularisées ou de tissus présentant un risque septique lors de leur prélevement,
afin de limiter les risques de saignements ou de péritonite lors d’un passage transluminal (May, 2001).

La cytologie apres ponction a I’aiguille fine présente des limites. En effet, la qualité du diagnostic
dépend de la représentativité, de la richesse cellulaire et de la qualité de 1’échantillon. Celles-ci
dépendent quant a elles de la qualité du prélévement, du bon repérage de la zone de ponction et d’un
étalement correct sur la lame.
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Le diagnostic différentiel de I’adénomégalie comprend notamment une lymphadénite, rare chez le
chien, une hyperplasie et un lymphome. Le lymphome se caractérise par un monomorphisme de la
population cellulaire suspecte, une répétition d’anomalies cytonucléaires, 1’absence de plasmocytes
et une disparition des blastes (Fournel-Fleury et al., 1994).

Malgré ces limites, la cytologie a 1’aiguille fine est un examen fiable, avec un pouvoir diagnostique
d’environ 90% quand 1’échantillon est qualitatif (Ramery et Layssol, 2016).

e- Immunomarquage

L’immunomarquage est une technique d’immunophénotypage cellulaire qui consiste en la mise en
¢vidence d’enzymes ou de molécules spécifiques d’un type cellulaire que 1’on retrouve dans les
cellules tumorales ainsi que dans les cellules saines, grace a des Ac spécifiques. Le choix des
marqueurs utilisés se fait en fonction des informations recueillies par la cytologie. Ainsi, cette
technique permet la caractérisation d’une population cellulaire d’aprés ses marqueurs et de déterminer
le type de cellules impliquées. Elle affine freqguemment le diagnostic formuleé lors de la cytologie et
le modifie parfois (Brousse et al., 1997).

Ces marquages peuvent étre réalisés soit sur une coupe de tissu, c’est alors de I’'immunohistochimie
qui nécessite la préparation des échantillons pour I’histologie, soit sur un prélévement cytologique a
la suite d’une ponction a I’aiguille fine, on parle alors d’immunocytochimie (Brousse et al., 1997).

Cette technique permet de différencier les lymphomes des autres proliférations ganglionnaires non
néoplasiques. En effet dans les structures lymphoides, les populations lymphocytaires sont
habituellement variées. Dans le cas d’'un immunomarquage de nceuds lymphatiques présentant une
population homogene de lymphocytes positifs pour les mémes marqueurs, le diagnostic est en faveur
d’un lymphome (Magnol, 1998).

Par immunocytochimie, il est possible aujourd’hui de distinguer les LB des LT ainsi que de préciser
le caractéere CD4/CD8 de ceux-ci, afin de typer précisément les lymphomes ce qui est d’un grand
intérét pronostique et pour 1’orientation du traitement.

3- Les apports de la cytométrie en flux
a- Précision du diagnostic

L’immunophénotypage permet de différencier les types cellulaires sanguins grace a leurs Ag de
surface. La CF est devenue la référence en médecine humaine dans le diagnostic des leucémies aigles
grace a une meilleure sensibilité que la cytochimie (Kheiri et al., 1998). Différents marqueurs chez
les animaux ont été identifiés (Tableau 6) et différentes études les jugent fiables dans un processus
diagnostique (Danilenko et al., 1992 ; Cobbold et Metcalfe, 1994 ; Vernau et Moore, 1999). La CF
permet d’obtenir un diagnostic fiable, méme dans le cadre de pathologies particulierement difficiles
a diagnostiquer a 1’aide de la cytologie en microscopie optique, comme par exemple la leucémie
éosinophile chronique chez le chat (Sharifi et al., 2008).
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Large panel de marqueurs utilisé

L’utilisation de large panel d’Ac monoclonaux permet la description précise des cellules étudiées.

Lors d’analyses sur prélévements sanguins, le CD34 est utilisé pour marquer une origine médullaire
des cellules et ainsi un caractére leucemique. Les marqueurs CD3 et CD21 permettent de distinguer
les lymphocytes T (CD3*/CD21°) des lymphocytes B (CD3/CD21%). Les LT peuvent ensuite étre
marqués avec CD4 et CD8 afin de préciser le type de lymphome. Lorsque les LT sont CD4/CD8, il
est nécessaire de les tester avec des marqueurs de NK comme CD69+ ou CD11b+ ou CD3'aD*CD8u".
Le caractere myeéloide des cellules est souvent défini par I’absence de marqueurs lymphoides et
I’expression variable de différents marqueurs tels que CD1c, CD11b, CDl1l1c, CD11d, CD14. Le
caractéere non différencié des cellules impliquées se définit par la présence de marqueurs trés généraux
de leucocytes tels que CD45, CD11a, CD18, CD49d et CD90 (Vernau et Moore, 1999 ; Workman et

Vernau, 2003).

Tableau 6: Différents Ag CD identifiés chez les animaux d’aprés Feldman et al., 2000.

Antigénes Espéce canine Espéce féeline  Distribution
Thymocytes corticaux, cellules dendritiques,
CDy - X )
cellules de Langerhans, pré-lymphocytes B ;
CDy X X Lymphocytes T helper, monocytes, macrophages ;
CDs X X Lymphocytes T, pré-lymphocytes B ;
CDg X X Lymphocytes T cytotoxiques ;
CDy - X Thrombocytes, monocytes, pré-lymphocytes B ;
CD1a X - Leucocytes ;
CD1p X - Granulocytes, monocytes, NK ;
Granulocytes, monocytes, NK, pré-lymphocytes
CDi1e X -
T, pré-lymphocytes B ;
CD2y X X Lymphocytes B ;
CDss - X Lymphocytes T activeés ;
Cellules souches et cellules précurseurs
CD3y X X o
hématolymphopoiétique ;
CDyy61 X - Thrombocytes, mégacaryocytes ;
CDyy X - Leucocytes, érythrocytes ;
CDys X X Leucocytes ;
CDy:sp X - Lymphocytes B, pré-lymphocytes T ;
Lymphocytes B, pré-lymphocytes T, monocytes,
CDy X -
thrombocytes ;
CDygo X - Lymphocytes T et B activés, NK.

CD : cluster of differentiation ; NK : cellules natural killer.
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ii- Méthode de détection des hémopathies malignes.

Différentes études ont permis de déterminer des valeurs de références en CF chez le chien et le chat
quant aux différents marqueurs membranaires des lymphocytes dans le sang (Tableau 7 et 8) (Dean
etal., 1991 ; Byrne et al., 2000 ; Winnicka et al., 2002 ; Gibson et al., 2004 ; Reis et al., 2005).

En ayant fixé des valeurs de référence, il est ainsi facile de déceler des anomalies de composition lors
de prélévements par cytoponction dans les nceuds lymphatiques ou par prélévement sanguin.

Tableau 7 : Valeurs de référence des différents marqueurs de lymphocytes dans le sang chez

le chien sain

Marqueurs chez le

D’apreés Byrne et al, | D’apres Winnicka

D’apreés Reis et al,
2005

chien en fonction de 2000 et al. 2002 (Chiens males sans
la classe d’age différence statistique avec
les femelles de méme &ge)
CD5 (LT) 83,3% £ 3,5% 61,56% =* 3,04%

Jeunes chiens (=4 mois)

57,5% +12,1%

Chien d’age moyen (2-6
ans)

74,6% % 6,1%

Chiens agés (= 9ans)

CD4 45,0% = 8,3% 40,77% £ 2,04%

Jeunes chiens (=4 mois) 39,9% £ 9,7%
Chiens d’age moyen (2-6 45,1% + 5,4% 44,6% £ 5,3%
ans)

Chiens agés (= 9ans) 30,9% + 8,7%

CD8 28,8% * 5,6% 26,44 £ 17%

Jeunes chiens(=4 mois) 24.9% + 4,6%

Chiens d’age moyen (2-6
ans)

17,0% + 5,5%

28,9% + 8,7%

Chiens aggés (= 9ans)

18,9 % = 8%

CD21-Like (LB)

12,9% + 3,9% 5,12% + 0,2%

Jeunes chiens (=4 mois)

21,1% +9,2%

Chiens d’age moyen (2-6
ans)

22,7% £ 5,2%

10,1% + 3,7%

Chiens agés (=9ans)

13,8% + 2,5%
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Ratio CD4/CD8

1,87% + 0,48%

Jeunes chiens (=4 mois)

1,7% +0,6%

Chiens d’age moyen (2-6
ans)

3,17% % 0,96%

1,7% +0,5%

Chiens agés (=9ans)

2,21% +1,41%

Tableau 8: valeurs de référence des différents marqueurs de lymphocytes dans le sang chez le

chat sain

Marqueurs chez le chat | D’aprés Dean etal. 1991 | D’aprés Byrne et al.
2000

LT Marqueur F43 :55,3% + | Marqueur Pan T1

11,5% (CF54A): 77,3% =

3,9%

CD4 32,1% + 7,9% 44,5% + 6,7%

CDS8 22,8 % + 5,8% 25,7% + 6,5%

CD21 / 24,1% + 11,4%

D’autres études ont permis la création de valeur de référence en CF pour différents marqueurs
cellulaires des lymphocytes dans les nceuds lymphatiques chez le chien (Tableau 9).

Dans le cas des lymphomes B, il n’y a pas encore de consensus sur une valeur seuil de pourcentage
de LB dans une aspiration a 1’aiguille fine pour les différencier d’une prolifération de LB réactifs
(Riondato et Comazzi, 2021). Certaines études proposent la valeur de 60% de cellules porteuses de
CD21 (Wilkerson et al., 2005 ; Pinheiro et al., 2014), d’autres 65% (Pawlak et al., 2016). Etudier la
taille de ces LB aide a faire cette distinction. En effet les LB réactionnels sont généralement de petite
taille (Figure 29). Ce parametre est évalué par le FSC et il a été montré que les lymphomes B diffus
a grandes cellules présentaient une FSC supérieure a 469 U, seuls les lymphomes folliculaires et les
lymphomes B diffus a petites cellules présentaient des LB de taille inférieure (Wolf-Ringwall et al.,

2020).
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Figure 29: diagramme mesurant le SSC et FSC des LB apres une aspiration a I’aiguille fine. A
gauche dans le cas d'un nceud lymphatique réactionnel, a droite dans le cas d'un lymphome a
grandes cellules B (Riondato et Comazzi, 2021)

Tableau 9: Valeur de référence en pourcentage des différents marqueurs de lymphocytes dans
un neeud lymphatique de chien sain (Gibson et al., 2004 ; Ritgen et al., 2015)

Marqueurs | D’apres Riitgen et al. 2015 D’apres Gibson et al. 2004

CD3+ (LT) | 55,0% * 14.1% 54,5% + 23,3%
Dont CD4+ | 58,7 + 9%

Dont CD8+ | 21,3% +7,8%

CD4+ 22,1% = 8,7%
CD8+ 9,0+4,4%
CD5+ 52,3% + 12,7%

CD21+ 33,9% + 11,8% 31,4%+17,4%
(LB)

CD14+ 5,5 % *+6,8% 2,4% +1,7%

La deuxiéme méthode, plus fiable, pour diagnostiquer une néoplasie reste d’identifier une population
cellulaire avec un phénotype aberrant (Comazzi et Gelain, 2011), avec ajout ou suppression d’un
marqueur sur une population cellulaire (Figure 30) comme par exemple 1’expression de marqueurs
de cellules T sur des lymphocytes B ou la diminution d’expression d’un marqueur comme le CD79a
(Gelain et al., 2008).
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Figure 30 : phénotype aberrant lors d’un lymphome B sur une cytoponction de nceud
lymphatique : la population CD21+CD45- presente un phénotype aberrant par I’absence de
CD45 (Comazzi et Gelain, 2011).

lii-  Représentativité de ’analyse

L’usage de la CF permet 1’analyse d’un plus grand nombre de cellules. En effet ’ensemble des
cellules de 1’échantillon est marqué puis analysé par le cytometre soit plusieurs centaines de milliers
de cellules. Alors que I’immunocytochimie ne permet la description que d’un nombre limité de
cellules par le cytologiste.

b- Rapidité d’analyse

Dans le diagnostic de lymphome ou de leucémie, la CF remplace I’immunocytochimie, qui nécessite
de nombreuses étapes entre la préparation de I’échantillon, la coloration de la lame avec des Ac
couplés a des fluorochromes et ensuite la lecture de la lame au microscope par un cytologiste. Les
laboratoires mettent en moyenne, en immunocytochimie, entre 1 a 2 semaines a rendre leur résultat
apres réception des échantillons, contre 24 a 48h pour la CF.

Grace a la CF, les mémes informations sont obtenues avec une rapidité bien plus importante.
L’analyse nécessite moins de préparation et prend moins de temps, de plus elle est réalisée par un
automate, donc le cytologiste peut se consacrer a 1’étude des résultats. C’est pourquoi, les résultats
sont disponibles en général dans les 48h aprées réception des échantillons (Biopdle ENVA, 2021).

Ces données fournissent des informations capitales couplées au tableau clinique ainsi qu’aux résultats
de la numération formule sanguine (NFS) et aux autres examens complémentaires réalisés.
L’ensemble des informations récoltées grace aux examens complémentaires permet d’établir un
diagnostic plus rapidement et ainsi d’informer le propriétaire de 1’animal du pronostic associé et des
différentes options thérapeutiques et de les mettre en place plus précocement, ce qui est primordial
dans le cas de pathologies extrémement agressives comme les leucémies aigues par exemple.
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c- Affinage du pronostic

La CF permet d’établir le phénotype précis des cellules. Cette identification permet d’orienter le
pathologiste et permet ensuite d’apporter un pronostic aux propriétaires des animaux malades.

I- En fonction du diagnostic
v’ Leucémie aigue

Les leucémies aigues sont les hémopathies malignes qui présentent les pronostics les plus sombres.
Ce pronostic sévere est li€ a un faible taux d’induction de rémission et a la difficulté de la maintenir,
aux déficiences organiques qui augmentent la toxicité du traitement et aux septicémies.

Chez le chien, le pronostic des LAL est légérement meilleur que celui des LAM, avec seulement 20
a 40% des cas de LAL qui entrent en rémission, et généralement des moyennes de survie entre 1 et 3
mois, parfois plus. Le temps de survie des chiens atteints de LAM ne dépasse que rarement les 3 mois
(Dobson et al., 2006 ; Couto, 2014). Chez le chat, les LAL sont d’aussi mauvais pronostic que chez
le chien. Une étude rétrospective menée sur 6 chats atteint de LAL et traité par chimiothérapie a mis
en évidence une médiane de survie de 55 jours (extrémes : 1- 115) (Tomiyasu et al., 2018).

v’ Leucémie chronique

Les leucémies chroniques présentent un pronostic plus favorable que les LA. Les moyennes de survie
peuvent dépasser un an pour les LLC qui ont souvent une évolution asymptomatique, et sont
géneralement plus courtes pour les LMC (Feldman et al., 2000 ; Dobson et al., 2006). Chez le chien
et le chat, les LLC serait entre 68% et 73% des LLC a LT (T-LLC) (Ruslander et al., 1997 ; Vernau
et Moore, 1999).

Chez le chien, le pronostic serait meilleur pour les T-LLC avec une durée de survie trois fois plus
longue que pour les LLC a cellules B (B-LLC) et 19 fois plus importante que pour les LLC atypiques
(Comazzi et al., 2011). Les B-LLC sont considérées comme une forme indolente de leucémie
chronique, mais les évolutions cliniques sont assez variables, notamment pour les chiens qui
présentent un Ki67 élevé et qui présentent une forme plus agressive (Rout et al., 2021). Chez le chat,
il existe assez peu d’études sur le pronostic des LLC.

v" Lymphome

Dans le cas des lymphomes canins, le taux de réponse aux traitements est assez élevé avec 80% des
chiens présentant une durée médiane de survie de 1 an, certains patients ont une rémission clinique
et une durée de survie trés courtes malgré les traitements parfois trés agressifs instaurés (Keller et al.,
1993). Avec I’évolution des connaissances, il a été mis en évidence que le lymphome canin est une
entité tres hétérogene avec des évolutions et des pronostics tres variés (Deravi et al., 2017).

Les lymphomes T sont de moins bons pronostics que les lymphomes B, en effet les durées de
rémission clinique et durée de survie moyenne sont plus courtes (Fournel-Fleury et al., 1997 ; Starrak
et al., 1997 ; Dobson et al., 2001).
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Par exemple dans le cas des lymphomes spléniques, 1’équipe de Van Stee a montré en 2015 que parmi
les chiens traités par splénectomie, ceux souffrant d’un lymphome a cellules B présentaient une survie
globale bien supérieure a ceux souffrant de lymphome T, en moyenne entre 377 jours pour les
lymphomes de la zone marginale et 561 jours pour les lymphomes a cellules B autres que le
lymphome du manteau et le lymphome de la zone marginale, pour une moyenne de 4 jours pour les
chiens atteints de lymphomes T périphériques et de 8 jours pour les lymphomes NK (van Stee et al.,
2015).

ii- Pronostic en fonction d’autres marqueurs

La CF permet d’identifier et de quantifier la présence de certains marqueurs a la surface des cellules
cancéreuses. Certains de ces marqueurs ont été identifiés comme facteurs pronostics dans le cas des
lymphomes.

v Ki67

Parmi cette hétérogenéité des lymphomes, il a été montré chez le chien que 1’Ag nucléaire Ki67
comme chez I’Homme est un indicateur du grade du lymphome. Lorsque que le pourcentage de
cellules exprimant Ki67 est supérieur a 12,2%, le lymphome est trés probablement de haut grade
(sensibilite = 96,3%, spécificité = 100%) (Poggi et al., 2015). Par ailleurs, le niveau d’intensité
d’expression de Ki67 est un facteur pronostic dans les lymphomes B de haut grade . En effet les
chiens atteints d’un lymphome B de haut grade et une intensité intermédiaire (20,1-40%) du Ki67
présentent une survie moyenne et un intervalle sans rechute plus longs que les chiens présentant une
intensité de Ki67 plus haute (Poggi et al., 2017). Cependant, en pratique pour le moment, ce marqueur
est essentiellement utilisé en immunohistochimie.

v' Ratio CD4/CD8

Le ratio CD4/CD8 dans le sang périphérique est un facteur pronostic dans le cadre des lymphomes
canins. Un ratio bas est associé a une durée de survie plus longue et un meilleur pronostic. Un ratio
CD4/CD8 élevé est également associé a une rechute du lymphome avant que les signes cliniques ne
soient détectés (O’Connor et al., 2012). Le ratio CD4/CD8 est un facteur pronostic dans nombre
d’autres néoplasies (Biller et al., 2010 ; Watabe et al., 2011).

v Immunophénotype des LT

Parmi les lymphomes multicentriques, les immunophénotypes CD4*/CD8 /MHCII,
CD47/CD8"/MHCII* et CD47/CD8*/MHCII™ ont une durée de survie moyenne plus longue que

I’immunophénotype CD4*/CD8 /MHCII~. Les immunophénotypes CD4*/CD8 /MHCII",
CD4 /CD8*/MHCII™ et CD4 /CD8 /MHCII* sont associés & des durées sans évolution de la

maladie, plus longues. Pour les lymphomes multicentriques, le poids, le sexe, la taille des cellules et
les différents protocoles de chimiothérapie n’ont pas montré de différences significatives en terme de
pronostic dans certaines études (Deravi et al., 2017).
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v  CMH Il

Au sein des lymphomes a cellules B, un faible niveau d’expression du complexe majeur
d'histocompatibilité de classe 11 (CMH I1) serait associé a un mauvais pronostic tant pour la mortalité
que pour la rechute (Sato et al., 2012).

v CD25

Il a été montré que les chiens atteint de lymphome diffus a grandes cellules B (DLBC) et de lymphome
de la zone T présentent un nombre cellules de CD25" plus important (respectivement 49% et 80,2%)
que les chiens sains (9,8%). Il a été montré également que la durée de survie sans aggravation est plus
courte chez les chiens atteint de lymphome diffus a grandes cellules B dont 1’expression de CD25
dans les nceuds lymphatiques est importante que chez les chiens pour lesquels elle est basse (Mizutani
et al., 2016). Ainsi le niveau d’expression de CD25 permettrait de préciser le pronostic associé a ces
types de néoplasie.

d- De nouvelles pistes de traitement

i- La chimiothérapie : traitement classique

La chimiothérapie reste 1’approche de base dans le traitement des leucémies et des lymphomes chez
le chien et le chat. De nombreux protocoles sont utilisées depuis des decennies. En fonction des
pathologies, il existe des protocoles plus efficaces que d’autres. Treés souvent, le traitement associe
plusieurs molécules anti-cancéreuses qui agissent a différentes étapes du cycle cellulaire, car les
populations cellulaires tumorales sont souvent hétérogenes avec des cellules a des phases différentes
du cycle cellulaire (Feldman et al., 2000). 11 convient de préciser qu’une rémission n’est pas une
guérison mais I’abaissement de la lymphocytose tumorale en dessous d’un seuil fixé par le thérapeute.
Pour cela, on suit I’évolution du nombre de cellules tumorales grace a la CF au cours et en fin de
traitement.

Un des protocoles les plus connus est le protocole COP (Cyclophosphamide, Oncovin®= vincristine
et Prednisolone). La vincristine (Oncovin®) est un alcaloide qui empéche la polymérisation des
microtubules, bloquant les cellules en phase de mitose (Dobson et al., 2008), diminuant ainsi
fortement la viabilité des cellules (Pawlak et al., 2014). Le cyclophasmide (Endoxan®) est un agent
alkylant immunodépresseur et anti-néoplasique cytostatique qui empéche toute réplication et
transcription de I’ADN, il agit ainsi a toutes les phases du cycle cellulaire. Il fait partie des meilleures
molécules induisant I’apoptose (Pawlak et al., 2014). Il peut s’administrer de fagon quotidienne par
voie orale a la dose de 50mg/m2 ou de facon hebdomadaire par voie intraveineuse a la dose de
250mg/m2 (Presley et al., 2006). Lorsque le protocole COP est complété par de la doxorubicine, il est
appelé CHOP.
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D’autres molécules sont classiquement utilisées :

e La L-asparaginase (Kidrolase®) qui agit sur le métabolisme protéique des cellules
cancéreuses. Cependant les cellules tumorales développent rapidement une résistance a cette
molécule (Dobson et al., 2008).

e La cytosine arabinoside, encore appelé cytarabine, est un antimétabolite qui empéche la
réplication de I’ADN en inhibant I’ADN polymérase (Dobson et al., 2008).

e Le chlorambucil, agent anticancéreux cytostatique alkylant qui empéche la réplication de
1I’ADN (Dobson et al., 2008)

ii- L’immunothérapie : vers de nouvelles pistes de traitement

L’immunothérapie consiste a agir sur le systtme immunitaire du patient afin de 1’aider a lutter contre
sa maladie. Ainsi dans le cadre du cancer, elle aide le systtme immunitaire a reconnaitre et a détruire
les cellules tumorales. En médecine humaine, les oncologues disposent de différents outils comme la
vaccination avec des cellules autologues, les cytokines, les Ac monoclonaux et les cellules
thérapeutiques. En médecine vétérinaire, toutes ces options ne sont pas encore disponibles.

Les différentes pistes thérapeutiques présentées ci-apres sont destinées aux lymphomes ou leucémie
a cellules B, c’est pourquoi il est important d’immunophénotyper, notamment gréace a la CF, les
lymphomes et les leucémies lymphoides. Ainsi on peut proposer une gamme plus large de traitements
aux propriétaires d’animaux souffrant d’hémopathies a cellules B.

v" Vaccins

Différents vaccins utilisant plusieurs approches ont été étudiés.

Les premiers se fondent sur I’activité de la télomérase reverse transcriptase (TERT), il s’agit d’une
enzyme a activité transcriptase inverse, qui assure la synthése de la séquence télomérique en utilisant
l'autre sous-unité ARN comme matrice (Peruzzi et al., 2010). Son activité est nécessaire a la
prolifération cellulaire et elle est présente dans plus de 90% des tumeurs canines (Impellizeri et al.,
2018). Ces vaccins ciblent la télomérase qui ne peut plus fonctionner normalement. Une premiere
étude a montré une augmentation de la durée médiane de survie chez les chiens vaccinés apres la
premiére rémission mais aucune ameélioration sur la durée de la premiere rémission (Gavazza et al.,
2013). Plus récemment une étude a montré que les chiens vaccinés avec le Tel-eVax, en plus d’avoir
une durée de survie plus longue, ont produit des Ac contre la télomérase (Impellizeri et al., 2018).

A ce jour, les vaccins autologues sont les plus utilisés et les plus efficaces, chez le chien. Il existe un
vaccin qui récolte les protéines de choc thermique tumorales pour les réinjecter ensuite (APAVAC)
ainsi que des vaccins fabriqués a partir des tissus tumoraux qui représentent ainsi toute la diversité
antigénique tumorale. Une étude rétrospective menée sur 5 ans dans deux centres italiens d’oncologie
vétérinaire, a montré que la vaccination avec APAVAC augmentait significativement la durée de
survie des chiens atteints de lymphome B traités par le protocole chimiothérapeutique CHOP par
rapport a ceux non vaccinés (médiane de 401 jours contre 220 jours). De plus, le taux de survie a 1
an est passé de 20% a 51% avec I’ajout de la vaccination a la chimiothérapie. Les bénéfices de
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I’immuno-chimiothérapie étaient les plus importants pour les chiens en stade V, qui n’ont pas été
traités préalablement par des stéroides et qui présentent un taux élevé de LDH dans le sang. Par
ailleurs cette étude a montré que cette immunothérapie est trés bien tolérée par les patients sans
réactions locales ni systémiques (Marconato et al., 2019). Les vaccins autologues a base de tissus
cancéreux autologues présentent peu d’effets secondaires comme une légeére hyperthermie, une
démangeaison au site d’injection ou une léthargie qui ont disparu sans intervention médicale
(Crossley et al., 2019).

Un vaccin a ADN xénogénique ciblant le CD20 canin est en cours d’étude. Sa technologie se fonde
sur le principe du vaccin Oncept® développé pour lutter contre les mélanomes canins. Le vaccin
contient un plasmide d’ADN murin codant pour le CD20. L’organisme synthétise ce CD20 murin et
produit en retour des Ac anti-CD20 capable de réagir envers le CD20 murin et le CD20 canin,
détruisant ainsi les LB malins. Ce vaccin s’administre par voie transdermique. Il devrait produire une
réponse Ac anti-CD20 similaire a celle observée chez ’'Homme (Thamm, 2019).

Ces différents vaccins ne sont étudiés que sur des chiens atteints de lymphomes B, en effet le chien
est un modele animal pour la recherche thérapeutique humaine avec une presentation de la maladie
spontanée proche de la présentation chez I’ Homme.

v' Les Ac monoclonaux

En médecine humaine, les Ac monoclonaux dirigés contre CD20 exprimé par la majorité des cas de
lymphomes a cellules B ont révolutionne le traitement de ces pathologies.

Chez le chien, un Ac anti-CD20 a éte mis au point en 2014, mais il a été retiré du marché apres que
les études n’aient montré aucune amélioration des résultats lors de son utilisation en adjuvant a une
chimiothérapie conventionnelle. Un autre Ac anti-CD20 semble prometteur sur la déplétion des LB
in vivo chez des chiens de laboratoire mais il est encore en phase de développement (Thamm, 2019).
En 2020, une nouvelle étude a généré un Ac chimérique anti-CD20 de chien (4E1-7-B_f) qui a montré
une cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des Ac ainsi qu’une cytotoxicité dépendante du
complément in vitro et une déplétion considérable sur des lymphocytes B de beagles sains in vivo.
C’est ainsi un bon candidat au traitement des lymphomes B chez le chien (Mizuno et al., 2020).

D’autres études sont en cours sur le sujet afin d’obtenir de nouvelles pistes thérapeutiques des chiens
atteints de lymphomes mais également pour la thérapeutique en médecine humaine. Une équipe a
généré un Ac anti-CD19 canin qui in vitro, se révéle étre spécifique du CD19 canin (Haran et al.,
2020).

Par ailleurs, des études se sont intéressées au blocage de certains points de contréle immunitaire
comme I’axe CD47/SIRPa qui régule I’activation des macrophages. CD47 est exprimé par les cellules
cancéreuses et leur permet d’éviter la phagocytose. Ainsi bloquer CD47 permet de stimuler la
phagocytose des cellules cancéreuses in vitro. Cette approche est plus efficace encore lorsque qu’elle
est associée a des Ac anti-CD20 (Weiskopf et al., 2016)

Les Ac monoclonaux restent une piste thérapeutique intéressante pour le traitement futur des
lymphomes B.
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v" Thérapies par les LT

En médecine humaine, 'une des derniéres avancées en mati¢re de traitement des hémopathies
lymphoides est la technologie des LT a récepteur antigénique chimérique (CAR-T). Ce sont des LT
modifiés génétiquement pour reconnaitre des Ag de surface portés par les cellules tumorales et qui
possedent un domaine d’activation propre. IIs ne nécessitent pas de second signal d’activation pour
s’activer (Thamm, 2019).

Chez le chien, quelques études ont déja été menées. Les premieres études montraient que les CAR-T
CD20 étaient spécifiques du CD20 et possédaient une cytotoxicité in vitro (Panjwani et al., 2016),
Elles ont montré leur efficacité dans le traitement du lymphome car elles avaient persisté et se
localisaient dans les tissus tumoraux, en obtenant de meilleurs résultats en complément du protocole
CHOP, que lorsque celui-ci étaient administré seul. En 2020, 1’équipe de Sakai a généré des CAR-T
de deuxieme et troisieme génération par transduction de gene rétroviral et les ont testées in vitro.
Elles ont présenté une cytotoxicité contre les cellules tumorales exprimant CD20 mais n’eurent aucun
impact sur les cellules ne I’exprimant pas (Sakai et al., 2020).

Afin de pouvoir utiliser cette technologie, il faut au préalable avoir identifié les Ag portés par les
cellules tumorales par CF afin d’utiliser les bonnes CAR-T.

v’ Transplantation de cellules hématopoiétiques autologues

Chez I’homme, la transplantation de cellules souches hématopoiétiques CD34" est utilisée
couramment chez des patients en rechute de lymphomes a grandes cellules B avec un taux de
rémission de 50%. Des études ont montré que ce protocole est applicable chez le chien. Les chiens
atteints de lymphomes B subissent un traitement a haute dose de cyclophosphamide et de stimulateur
des précurseurs sanguins. Puis un préléevement de cellules mononuclées dans le sang périphérique est
réalisé, grace a la CF, les cellules CD34" sont isolées pour étre réinjectées au patient aprés qu’il ait
subi une radiothérapie par irradiation corporelle totale. Sur 21 chiens ayant recu ce traitement,
I’intervalle médian sans maladie était de 271 jours et la durée de survie globale de 463 jours (Willcox
etal., 2012).

Une étude a ensuite été menée avec le méme protocole sur des chiens atteints de lymphome T et a
montré des résultats permettant de considérer la greffe de cellules souches hématopoiétiques
autologues comme une possibilité des traitement des lymphomes T chez le chien (Warry et al., 2014).

e- Suivi de la maladie résiduelle minimale

La maladie résiduelle minimale (MRD pour Minimal Residual Disease) est le nombre de cellules
malignes persistantes dans un tissu apres rémission clinique. Ce paramétre est utilisé dans le suivi des
patients atteints de leucémies et de lymphomes. En médecine humaine, il est utilisé comme facteur
pronostic. La quantité de MRD aprés chimiothérapie influe fortement sur le pronostic des patients,
mais n’est pas liée a la charge tumorale avant traitement (Sato et al., 2016).
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En médecine vétérinaire, son évaluation est classiquement réalisée par PCR pour réarrangement du
géne du récepteur (PARR), qui se fonde sur la clonalité de la lignée tumorale. La PARR amplifie les
régions variables des genes des récepteurs des LT et des LB (Vail et al., 2013).

La surveillance de son évolution et son réle pronostique par CF sont peu documentés chez le chien.
Une étude a montreé que plus le taux de cellules malignes résiduelles est élevé, moins le pronostic est
bon. Le temps de rechute est d’autant plus court que ce taux est ¢levé dans le cas des lymphomes a
grandes cellules B (Chalfon et al., 2019). Aucune ¢étude n’a été¢ menée sur les lymphomes T (Comazzi
et Riondato, 2021).

Si le taux de cellules résiduelles est trop bas, la CF peut manquer de sensibilité et ne pas les détecter
(Sato et al., 2016), ainsi I’évaluation de la maladie résiduelle minimale par CF est moins sensible que
par la méthode PARR mais 1’association de ces deux techniques est plus sensible et donne de
meilleurs résultats pronostiques (Aresu et al., 2014). La technique la plus sensible a ce jour est la
PCR quantitative en temps réel (RT-gPCR) : dans une étude menée sur 20 chiens atteints de
lymphome B, laRT-gPCR a pu mettre en évidence une augmentation de la MRD jusqu’a six semaines
avant la rechute clinique (Sato et al., 2016).

Cependant, la CF est d’une mise en ceuvre plus simple et plus rapide que la RT-gPCR. En effet, la
RT-gPCR nécessite un prélevement initial avant traitement pour typer le clone tumoral et le délai de
résultat est beaucoup plus long, de I’ordre de quelques jours, alors qu’il n’est que de quelques heures
pour la CF. La CF est certes moins sensible mais plus applicable que la méthode par RT-gPCR
(Gauthier et al., 2018).

La CF permet un diagnostic plus précis, en déterminant le type de lymphocyte impliqué (T ou B),
ainsi que la présence ou I’absence de bon nombre de marqueurs qui donnent des informations
précieuses notamment sur le pronostic attendu. Les résultats sont rendus plus rapidement que les
techniques par microscopie optique, comme I’immunocytochimie, ce qui permet de mettre en place
plus rapidement le traitement le plus complet possible vis-a-vis de la pathologie rencontrée, avec par
exemple, I’ajout d’immunothérapie.
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B- Pour la recherche de nouveaux biomarqueurs

1- Généralités

Dans la communauté scientifique, la définition donnée par le National Institut of Health (USA) est
utilisée actuellement pour définir un biomarqueur comme étant « une caractéristique biologique
mesurée de facon objective et évaluée comme un indicateur soit de processus biologiques hormaux
ou pathologiques, soit de réponses pharmacologiques résultant d’une intervention thérapeutique »
(Biomarkers Definitions Working Group, 2001).

Ils peuvent donc étre utilisés pour mesurer ou mettre en évidence des processus biologiques normaux
(fréquence cardiaque, pression artérielle, température), des processus pathologiques (la présence d’un
cancer) ou la réponse de 1’organisme a un traitement.

De nos jours les biomarqueurs sont utilisés dans différents domaines tels que la médecine clinique :

- pour le diagnostic. Par exemple, chez I’homme, la protéine-amyloide 1-45 et la protéine tau
hyperphosphorylée dans le LCR, sont des marqueurs biologiques utilisés dans le diagnostic
de la maladie d’ Alzheimer (P0le interministériel de prospective et d'anticipation des mutations
économiques, 2009).

- Pour donner un pronostic. Par exemple dans le cas du cancer colo-rectal chez I’homme, il est
mis en évidence par I’équipe des Dr Rauh et Dr Ziigel, que le taux d’expression de la protéine
MYO5B chez les patients en stade Il est un biomarqueur pronostique. En effet, lorsque
MY OS5B s’exprime fortement, les patients présentent un fort taux de survie a 5 ans, a I’'inverse
quand I’expression est faible le taux de survie a 5 ans est faible aussi. Ainsi ces derniers
patients sont de bons candidats a la chimiothérapie en complément de 1’exérése chirurgicale
(Letellier, 2018).

- Pour évaluer la réponse a un traitement, dans le cas d’une infection par le Vvirus
d’immunodéficience humain (VIH), le taux de lymphocytes CD4* est mesuré régulierement
afin d’adapter au mieux le traitement en fonction de la réponse de I’organisme ;

Ils sont utilisés également en développement pharmaceutique (P6le interministériel de prospective et
d'anticipation des mutations économiques, 2009).

Les biomarqueurs sont de nature physique variée (moléculaire, cellulaire, paramétre
physiologique...) ainsi que de forme biologique variée (ADN, ARN, protéine...). La CF met en
évidence des molécules présentes a la surface des cellules, ce qui permet d’identifier les différentes
populations cellulaires présentes dans des liquides ou des tissus. Ainsi grace a sa capacité a les
identifier et les dénombrer, il est possible d’étudier I’évolution de certains de ces sous-types
cellulaires dans certaines circonstances, comme 1’évolution d’une pathologie.
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2- Les MDSC : cellules myeloides suppressives (Myeloid Derived

Suppressor Cells

Un exemple de cellules identifiables en CF qui pourraient jouer le réle de biomarqueur dans la
recherche de néoplasies sont les MDSC.

a- Que sont ces cellules ?

Les cellules myéloides suppressives sont, comme leur nom 1’indique, des cellules myéloides mais
immatures. Leur différenciation normale devrait donner naissance a des macrophages ou a des
cellules dendritiques. Elles se trouvent physiologiquement dans la moelle osseuse. Chez la souris,
elles représentent moins de 4% des cellules sanguines et spléniques (Serafini et al., 2006).

Chez I’Homme, elles sont présentes en tres faible quantité dans le sang chez les individus en bonne
santé, mais leur nombre augmente chez les patients atteints d’infections chroniques ou de cancers
(Gabrilovich, 2017). Dans le cas de cancer, les MDSC ont été reconnues capable de supprimer la
réponse immunitaire de 1’organisme contre la tumeur. En effet, elles ont une forte activité
enzymatique notamment de 1’arginase qui dégrade la L-arginine ce qui induit un arrét de la
prolifération des LT (Rodriguez et Ochoa, 2008), et de I’iNOS (inducible nitric oxide synthase) qui
produit du monoxyde d’azote (NO) qui est a 1’origine de 1’apoptose des LT. Les MDSC sont
également capables de produire du peroxynitrite (ONOO), un des oxydants les plus puissants du
corps humain, qui provogue la nitration du TCR et des molécules CD8, ce qui rend non fonctionnel
la reconnaissance de 1’Ag spécifique par le LT (Gabrilovich et Nagaraj, 2009). Elles sont également
capables de provoquer le changement des macrophages M1 vers des macrophages M2 (Tizard, 2012).
Les MDSC ont également un réle prédominant dans 1’angiogenése des tumeurs et interviennent dans
la mauvaise réponse au traitement immunothérapeutique anticancéreux. Ainsi ces cellules semblent
étre une bonne cible thérapeutique. De plus les études montrent que les tumeurs infiltrées par un fort
taux de MDSC sont associées a un pronostic défavorable et a une résistance thérapeutique (Tizard,
2012 ; Gabrilovich, 2017). C’est en ce sens, que les MDSC pourraient étre utilisées en tant que
biomarqueurs reflétant un pronostic défavorable.

b- Phénotypes et marqueurs

Ce type cellulaire a été étudié chez la souris et ’homme et trés récemment chez le chien. Deux sous
types cellulaires ont été décrits dans ces espéces, celles de type granulocyte (G-MDSC) et celles de
type monocyte (M-MDSC).

i- Chez la souris

Initialement les MDSC étaient identifiées grace aux marqueurs de surface Grl et CD11b. Plus tard,
les recherches ont permis la mise en évidence de deux sous-types phénotypiquement différents
(Figure 31).
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Le type monocyte, de phénotype CD11b*Ly6G Ly6CM", produit de I’oxyde nitrique (NO) qui associé
a une forte activité de ’arginase inactiverait la réponse immunitaire au niveau du tissu tumoral.

Le type granulocyte, de phénotype CD11b*Ly6G*Ly6C'"Y, a également un role immunosuppresseur,
grace a de nombreux mécanismes d’action, notamment par la production de ROS (Reactive Oxygene
Species) qui est un facteur immunosuppresseur des LT CD8" qui perdent leur fonction cytolytique.
(Nagaraj et Gabrilovich, 2008)

CD11b* Gr-1*

CD11b* Ly-6G Ly-8C™"
Monocytic morphology

.
D ]

Stat1***INOS***NO

CD11b* Ly-6G *Ly-6C ™
Granulocytic morphology

70-80% 20-30%

ARG | ROSX

Figure 31: les sous-types de MDSCs (adapté de Gabrilovich et Nagaraj, 2009).

ii- Chez ’Homme

Chez I’Homme, en raison de I’'importance des MDSC dans 1’échappement tumoral, de nombreuses
études ont été réalisées dans le but de déterminer leur phénotype gréace a la CF. Il en résulte qu’il
dépendrait du type de cancer associé ce qui rend difficile la détermination de son phénotype.

Les MDSC sont caractérisées par le marqueur CD11b qui marque les monocytes/macrophages, le
marqueur de la lignée myéloide CD33 ainsi que 1’absence de HLA-DR habituellement porté par les
cellules myéloides. Comme chez la souris, il a été identifié un sous type monocytaire CD14" et un
sous-type granulocytaire CD15".

Ainsi chez ’Homme, deux phénotypes de MDSC sont observables :

Pour les G-MDSC : CD11b*CD14 CD15*HLA-DR™-CD33"
Pour les M-MDSC : CD11b*"CD14*CD151L4Ra*HLA-DR™CD33" (Parker et al., 2015)
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A I’heure actuelle, il n’existe pas de marqueur spécifique aux MDSC. Il faut donc prouver le caractere
immunosuppressif des cellules isolées.

Chez I’'Homme, le taux de MDSC est augmenté dans les tumeurs solides, comme dans le cas du
cancer du sein, du colon, de I’cesophage, de la prostate ou de la vessie, le cas des carcinomes
épidermoides de la téte et du cou, le cancer du poumon non a petites cellules, le carcinome rénal,
I’adénocarcinome pancréatique, le carcinome surrénalien, hépatocellulaire et thyroidien ou le cancer
gastrointestinal, ou dans le sang dans le cas de myélome multiple ou de lymphome non Hodgkinien
(Parker et al., 2015).

iii- Chez le chien

Le chien sert fréquemment de modéle pour 1’étude du développement et de la progression des tumeurs
de ’'Homme. C’est pourquoi des études portant sur les MDSC ont été menées récemment dans cette
espéce montrant que cette classification s’applique également.

En 2012, Goulart et son équipe ont mis en évidence des cellules sanguines de phénotype
CD11b*CD14 CMHII et dont la mise en culture, apres tri par CF, avec des LT hétérologues, mettait
en évidence leurs capacités immunosuppressives (Goulart et al., 2012). En parallele une seconde
équipe a montré avec un protocole similaire qu’il existe un second phénotype cellulaire ayant la
capacité de supprimer la prolifération des LT in vitro. Ce phénotype est CD11b'°CADO48A"
(Sherger et al., 2012) mais cette étude n’a pas permis de conclure quant au fait qu’il s’agisse d’une
population différente de celle identifiée par Goulart.

Plus tard, Goulart a réussi a isoler grace a la CF deux sous-populations de cellules CD5CD21
CD11b*CMHII™Y chez des chiens atteints de cancers. La premiére CADO48A*CD14™ qui serait le
sous-type granulocytaire et la deuxieme CADO48A CD14* qui serait le sous-type monocytaire.
L’étude de leur signature transcriptomique montre que les deux sous-groupes sont différents et révele
des similitudes significatives entre les G-MDSC humains et canins (Goulart et al., 2019).

c- Avancées recentes en oncologie vétérinaire

i- Dans les 10 derniéres années

Les études récentes réalisées chez le chien ont montré les mémes résultats que chez I’Homme quant
a la corrélation entre le pourcentage de MDSC circulantes et ’avancement du cancer dans le cas de
cancers solides comme les carcinomes, les sarcomes et les mastocytomes.

L’étude de Goulart et al. réalisée sur des tumeurs solides montre qu’il existe une différence
significative entre le taux de MDSC trouvées par analyse en CF dans la circulation sanguine de chiens
souffrant d’un cancer de stade avancé ou métastasé (36%) et ce méme taux chez des chiens sains ou
présentant un cancer de stade peu avancé, non métastasé (9%) (Goulart et al., 2012). L’équipe de
Sherger a montré la méme différence significative sur le pourcentage de MDSC entre les chiens sains
(3,6%) et les chiens atteints de cancers (8%) (Sherger et al., 2012). Dans cette étude, les cancers
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présentés étaient des carcinomes, des sarcomes et des melanomes buccaux. Les deux études
n’utilisaient pas la méme méthode d’identification des MDSC. En effet I’équipe de Sherger s’est
basée sur la détection en cytométrie de flux des marqueurs CD11b et CADO48A, qui ne représentent
que les MDSC granulocytaires alors que 1’équipe de Goulart a isolé des cellules CD11b"/CD14" qui
correspondent aux MDSC monocytaires, ce qui explique les différences entre les pourcentages
obtenus par les deux équipes.

Une étude plus récente a montré que le taux de MDSC (Gr1*/CD11b*/CD33") dans le sang des chiens
sains (0,35%) est significativement inférieur & celui de chiens diagnostiqués avec des tumeurs
mammaires malignes. De plus, le taux de MDSC circulantes le plus elevé était retrouvé chez les
chiens atteints de cancers mammaires avancés (5,94 % pour le stade | et 8,13% pour le stade Il contre
15,63% pour le stade 111 et 15,44 % pour le stade 1V) (Mucha et al., 2014). Cette étude permet de
s’interroger sur la possibilité que les MDSC soient un biomarqueur de stade élevé ou de processus
métastatique d’un cancer chez le chien.

Les etudes sur le sujet sont peu nombreuses et realisées avec de petits échantillons ne permettant pas
a ce jour de connaitre le statut d’un chien vis-a-vis du cancer en fonction du pourcentage de MDSCs
circulants, ni d’affirmer que les résultats obtenus sont représentatifs de I’espece canine. Cependant,
les études tendent a prouver que le taux de MDSC circulantes est significativement plus élevé dans
le sang de chiens atteints de cancers a un stade avance par rapport a un chien sain, et met en lumiére
I’intérét de la cytométrie de flux dans le suivi de ces cellules et leur potentiel intérét
diagnostic/pronostic.

ii- Etude réalisée au Biopdle a ’ENVA (Nadal, 2018)

C’est dans le but de démontrer que les MDSC peuvent étre un biomarqueur cellulaire d’avancée de
la pathologie cancéreuse chez le chien qu’une étude a été mené en 2018, au Centre Hospitalier
Vétérinaire d’Alfort (CHUVA) et ceci afin de confirmer les différences observées dans les autres
études sur le taux de MDSC dans le sang des chiens sains, des chiens atteints de cancers a des stades
peu avanceés et des chiens atteints de cancers a des stades avancés ou métastases. L’échantillon de
chiens atteints d’un cancer était de 22 chiens dont 8 a un stade avancé et celui de chiens sains se
composait de 18 chiens. Les chiens de plus de 7 ans étaient sur-représentés dans le groupe de chiens
malades par rapport a celui de chiens sains.

Les MDSC ont été identifiées par CF parmi les cellules mononuclées du sang périphériques, a I’aide
des marqueurs CD11b, CD14 et MHCII, que Goulart avait utilisé dans son étude de 2012. Le
cytometre utilisé était le BD Accuri C6 Plus (Becton, Dickinson and Company), équipé d’un laser
bleu (488nm) et d’un rouge (640nm). Les analyses ont été réalisées ensuite grace au logiciel Accuri
C6 Plus selon la méthode de « gating ».

Les résultats ont montré une différence significative entre les chiens sains (6%) et les chiens atteints
de cancer (31%). Il n’y avait pas de différence significative du taux de MDSC dans le sang des chiens
atteints de tumeur solide et ceux atteints de tumeur non solide, mais le nombre de ces derniers n’étant
que de 3, ce résultat serait a confirmer par une étude avec un échantillon de plus grande taille.
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Cependant, de facon inattendue le groupe de chiens avec un cancer avancé présentait un taux de
MDSC plus faible (22,8%) que ceux avec un cancer peu avancé (35,2%) mais cette différence n’était
pas statistiquement significative.

Cette absence de différence du taux de MDSC entre les deux groupes de chiens avec cancer peut
s’expliquer, ici, par la petite taille de 1’échantillon étudiée et par le fait que la moitié des chiens
présentant des métastases était sous traitement. Il est possible aussi qu’il y ait eu une erreur de
diagnostic entre une forme peu avancée et avancée par manque d’investigation compléte ou de
sensibilité des analyses chez certains chiens.

Ainsi I’étude a conclu qu’il existe un lien entre le statut pathologique (sain ou tumoral) et le taux de
MDSC circulantes chez le chien. Des études sur des cohortes bien plus grandes et menées sur de plus
longues périodes pourraient amener a définir une valeur seuil du taux de MDSC permettant de
déterminer lorsque la probabilité d’une atteinte tumorale est trés forte. Si les études a venir montrent
également une différence significative de taux de MDSC dans le sang entre les chiens atteints de
cancer peu avanceé et ceux atteint de cancer trés avancé, on peut imaginer de méme la détermination
d’une deuxiéme valeur seuil au-dela de laquelle il est tres probable que des métastases soient
présentes ou que le cancer soit de stade IV ou plus. Les MDSC pourraient alors étre utilisées comme
un biomarqueur d’atteinte tumorale chez le chien. Elles seraient un biomarqueur utilisable dans le
diagnostic et le pronostic des pathologies tumorales disponible par simple prise de sang sur tube
EDTA et analyse en CF.
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TROISIEME PARTIE : CYTOMETRIE EN
FLUX ET MALADIES AUTO-IMMUNES
TOUCHANT DES ELEMENTS FIGURES
DU SANG.

A-  Anémie hémolytique auto-immune

L’anémie hémolytique auto-immune est un déficit en hématies et en hémoglobine lié a une

érythrolyse précoce causée par la présence d’auto-Ac dirigés contre les érythrocytes de I’organisme
(Godeau et al., 2009).

1- Généralités

a- Erythropoieése et érythrolyse

i- Erythropoiése

Les hématies sont produites au cours de 1’érythropoiése dans la moelle osseuse dont les différentes
étapes sont présentées dans la figure 32. Issues de cellules souches pluripotentes, la premiere cellule
reconnaissable est le pro-érythroblaste, cellule de 15 a 20um de diametre avec un cytoplasme tres
basophile et un noyau sphérique occupant les % de la cellule contenant plusieurs nucléoles et de la
chromatine tres dispersée. Puis cette cellule se différencie en érythroblastes basophiles, de plus petite
taille, dont la chromatine se densifie et dont les nucléoles ont disparu. La synthese de la globine et de
I’héme apparait a ce stade. Ensuite, la cellule évolue en érythroblastes polychromatophiles avec la
coloration de Wright, de petite taille avec un cytoplasme de couleur bleue (basophile) ou bleu rosé
(polychromatophile) voire orange (orthochrome). Le changement de coloration du cytoplasme résulte
de la synthese débutante d’hémoglobine et de la réduction progressive de la quantité¢ d’acide
ribonucléique. Puis ces cellules deviennent des éerythroblastes acidophiles qui sont les plus petites
cellules nucléées de la lignée, avec un noyau est de petite taille ou pycnotique. Pour passer au stade
réticulocyte, la cellule expulse son noyau. Le réticulocyte est une cellule anucléée, polychromatophile
qui synthétise intensément de 1’hémoglobine. Sa maturation se déroule sur un ou deux jours puis il
passe dans la circulation sanguine par diapédeése. Il se différencie ensuite en hématie en 24 a 30
heures, durant lesquelles la synthése d’hémoglobine, le nombre de ribosomes et de mitochondries
ainsi que la taille cellulaire diminuent. La forme des cellules change pour devenir biconcave (Jain,
2000). La figure 33 montre un érythrocyte et un réticulocyte.
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Erythropo:ése précoce Différenciation érythroide terminale

‘V‘
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Erythroblastes
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Figure 32: Différentes étapes de I’érythropoiése (Arlet, 2013). BFU-Ep : progéniteur
immature d’unité d’éclatement , BFU-Em : progéniteur mature d’unité d’éclatement, CFU-
E : progéniteur le plus mature. ProE : Proérythrocyte, Baso : basophile, Poly :
poluychromatophile, Acido : Acidophile, Ret : réticulocyte, GR : erythrocyte.

Figure 33: Erythrocyte (fleche blanche) et réticulocyte (fleche noire) (Harvey, 2015)

ii- Erythrolyse

La durée de vie d’une hématie est de 73 jours chez le chat et est comprise entre 100 et 115 jours chez
le chien. En vieillissant, les hématies deviennent moins déformables a cause de la liaison entre
I’hémoglobine oxydée et la spectrine et de I’oxydation des lipides membranaires. Ces hématies ne
sont pas repérables sur un frottis sanguin (Christian, 2000).

L’érythrolyse a lieu par phagocytose par des macrophages dans la moelle osseuse, le foie et la rate.
Les érythrocytes portent a leur surface des protéines bande 3. Lors de leur sénescence, ces protéines
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se regroupent et forment un épitope reconnu par des 1gG. La fixation des IgG entraine la phagocytose
des érythrocytes (Rettig et al., 1999).

b- Etiopathogénie des anémies auto-immunes

i- Lyse des hématies

La lyse des hématies implique I’intervention d’auto-Ag portés par les hématies, notamment les
canaux ioniques bande 3 et les glycophorines, d’IgG, M et parfois A ainsi que le complément et de
lymphocytes T auto-réactifs : ils sont a la base de la pathogénie des anémies hémolytiques auto-
immunes. Ces lymphocytes sont présents mais inhibés chez les animaux sains. Leur perte de tolérance
contre les Ag du soi est la cause de I’anémie hémolytique (Barker et al., 1997 ; Day, 1999).

La lyse intravasculaire des hématies est plus rare que la lyse extravasculaire et se produit lors de
réaction immunitaire sévére. Celle-ci met en jeu I’ensemble des protéines du complément. En effet
lorsque des auto-Ac sont presents en trés grand nombre a la surface des hématies, le complément
s’active. Sa fixation sur les hématies est a 1’origine des sphérocytes et entraine la formation d’un
complexe C8CI9C5bC6C7 qui se lie a la membrane des hematies et favorise sa perforation, ce qui
engendre la lyse de la cellule. La lyse intravasculaire a pour conséquence la libération d’hémoglobine
dans le sang (figure 34) (McCullough, 2003 ; Balch et Mackin, 2007).

Globules rouges Complexes antigénes-anticorps Activation du complément

‘ »
.0“_’ (b R

Hémoglobine libre

Figure 34: Lyse intravasculaire des hématies, adapté de L’italien et Leblanc, 2008.

Lors de réaction immunitaire plus modérée, on observe la lyse extravasculaire des hématies dans la
rate et le foie. En effet, ces deux organes possédent des macrophages capables de reconnaitre a la
partie constante des 1gG, ce qui permet la phagocytose facilitée des hématies notamment par le biais
des 1gG. Le complément intervient également dans la lyse extravasculaire par I’intermédiaire du
facteur C3b. Quand il est lié a la membrane des hématies, celles-ci peuvent étre partiellement lysées
dans la rate et produisent des sphérocytes (figure 35). Dans ce processus, 1’hémoglobine est
métabolisée en bilirubine. Il n’y a donc pas de hémoglobinurie associée (McCullough, 2003 ; Balch
et Mackin, 2007).
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Figure 35: Lyse intravasculaire et intravasculaire des hématies (Petz et Garatty, 2003)

ii- Lyse des précurseurs d’hématies

Lors d’anémies arégénératives auto-immunes ou d’aplasies €rythrocytaires, ce sont les précurseurs
des hématies qui sont lysés par le systtme immunitaire. Différents mécanismes sont impliqués. Un
mécanisme a mediation immune semble impliqué avec des IgG dirigés contre les précurseurs
érythroides par lyse directe grace la fixation du complément chez ’Homme et le chien. Chez
I’Homme, des 1gG dirigés contre 1’érythropoiétine peuvent également intervenir en formant des
immuns complexes qui I’inactivent. Il existe un mécanisme cellulaire décrit chez 1’Homme
impliquant des LT cytotoxiques et des NK pouvant lyser directement les précurseurs des hématies
(Fisch et al., 2000). Stokol et son équipe ont mis en évidence que les stades principalement détruits
sont les érythroblastes acidophiles et les polychromatophiles (Stokol et al., 2000).

c- Classification des anémies auto-immunes

Pour qu’une anémie soit auto-immune, il faut que la réaction immunitaire implique un Ag du soi et
un auto-Ac (Day, 2011).

Les anémies hémolytiques auto-immunes (AHAI) périphériques se distinguent des AHAI centrales
par les cellules prises pour cible par le systeme immunitaire : les hématies dans le premier cas et les
précurseurs des érythrocytes dans le second.
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I- Les AHAI périphériques

Une classification des AHAI périphériques existe et repose sur la classe d’Ig impliquée, la
température optimale & laquelle les auto-Ac réagissent, sur le lieu de la lyse des hématies et sur
I’activité des Ac (agglutination ou hémolyse). Le tableau 10 reprend les différentes classes d’AHAL

Tableau 10: Les différentes classes d'anémie hémolytiques auto-immunes (Chabanne, 2006)

Classe . .. o . ) Site de :
1 Dénomination des | Température i Conséquence
Classe | d’immunoglo- ) ] destruction .
. anticorps optimale ] . clinique
buline des hématies
Agglutination
1 G>>M Auto-agglutinines 37°C Rate ARk
Anémie
Hémolyse
18 M Hémolysines 37°C Foie intravasculaire
Anémie
Anticorps ) )
i1 G ' 37°C Rate Anémie
« incomplets »
Cyanose et
1V M Agglutinines froides 4°C Foie nécrose des
extrémités
Hémolysine froide a : " ;
A4 M S 4°C Foie Anémie
activité incomplete

La classe IV des agglutinines froides provoque un tableau clinique dominé par des lésions cutanées
aux extrémités et non une anémie contrairement aux autres.

ii- Les AHAI centrales

Les AHAI centrales se classent en deux groupes en fonction du myelogramme associé. Soit la lignée
érythrocytaire est présente en tres faible nombre voire absente, il s’agit alors d’une aplasie de la lignée
érythrocytaire ; soit la lignée érythrocytaire est présente en grand nombre mais certains stades de
maturation sont en nombre trés réduit, on est alors dans le cas d’une anémie périphérique auto-
immune non régénérative malgré la présence d’une lignée érythrocytaire. Cette forme est beaucoup
plus répandue que I’aplasie de la lignée érythrocytaire (PRCA). En effet des études ont montré qu’elle
représentait 95% des cas (Scott-Moncrieff et al., 1995 ; Stokol et al., 2000).

Page 85



iii- Chez le chien

La plupart des anémies hémolytiques auto-immunes sont primaires chez le chien, les autres sont
secondaires a une maladie ou a un traitement (Chabanne, 2006). Pour les AHAI centrales et
périphériques, 1’age moyen d’apparition de la maladie est voisine de 6 ans (Stokol et al., 2000 ; Scott-
Moncrieff et al., 2001 ; McManus et Craig, 2001 ; Weiss, 2002 ; Weinkle et al., 2005).

Certaines races seraient prédisposées aux AHAI périphériques comme le Cocker Spaniel, le
Schnauzer miniature, le Colley et le Labrador, mais la maladie a été décrite dans de nombreuses autres
races (Burgess et al., 2000 ; McManus et Craig, 2001 ; Scott-Moncrieff et al., 2001 ; Weinkle et al.,
2005). Les AHAI centrales ne semblent pas présenter de prédispositions raciales et se retrouvent dans
de nombreuses races également (Stokol et al., 2000 ; Weiss, 2002).

iv- Chez le chat

Chez le chat, les anémies périphériques a médiation immune sont le plus souvent secondaires a une
infection au FeLV. Les AHAI sont beaucoup plus rares que chez le chien et ne représentent que 14%
des cas d’anémie hémolytique a médiation immune (Werner et Gorman, 1984 ; Kohn et al., 2006a ;
Paes et al., 2010). L’age moyen d’apparition est compris entre 3 et 6 ans. La maladie a été décrite
dans de nombreuses races telles que le British Shorthair, 1’Oriental, le Maine Coon, 1’abyssin (Kohn
et al., 2006a) ainsi que chez le Siamois, le Sacré de Birmanie et le Persan (Husbands et al., 2002).

Les AHAI centrales sont également rares et peu documentées, comme le montre 1’étude rétrospective
sur 8 ans de Stokol et Blue (1999) qui n’a recensé que 9 cas de PRCA, qui avaient entre huit mois et
3 ans. Les jeunes chats seraient donc prédisposés. Il n’est apparu aucune prédisposition raciale.

Afin de diagnostiquer une AHALI, il est nécessaire de s’appuyer sur la symptomatologie de I’individu
malade ainsi que sur des examens complémentaires qui permettent d’¢liminer d’autres causes
d’anémie hémolytique.

2- Processus diagnostic
a- Symptomatologie

Dans les symptémes liés aux anémies hémolytiques auto-immunes chez le chien et le chat, il y a les
symptomes engendrés par la présence d’une anémie tels que la paleur des muqueuses, une léthargie,
une faiblesse, une intolérance a I’effort, une tachycardie, une tachypnée, des vomissements et une
anorexie. Sur les cas d’anémie grave, on peut entendre un souffle systolique (Day, 1999 ; Stokol et
al., 2000 ; Weiss, 2002 ; Kohn et al., 2006a).

Le caractéere hémolytique confére des symptomes spécifiques aux anémies hémolytiques auto-
immune. En effet, la lyse des hématies peut étre a I’origine d’une hyperbilirubinémie se manifestant
par un ictére, d’une pigmenturie dont la nature devra étre déterminée, ainsi qu’une hépatomégalie et
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une splénomégalie. 1l peut y avoir parfois de la fievre (Werner et Gorman, 1984 ; Day, 1999 ; Reimer
et al., 1999 ; Husbands et al., 2002 ; Weiss, 2002 ; Weinkle et al., 2005 ; Kohn et al., 2006a ; Piek,
2011). Certains chats peuvent présenter aussi du pica (Kohn et al., 2006a).

b- Hématologie

Dans les cas de suspicion d’anémie, il faut déterminer le niveau de gravité de I’anémie en mesurant
le taux d’hémoglobine et rechercher des signes de régénération médullaire.

i- L’hématocrite

Quand il est inférieur a 36% chez le chien et 24% chez le chat, I’anémie est confirmée. Dans les cas
d’anémie hémolytique auto-immune lors de 1’admission, 1’anémie est souvent sévere, avec un
hématocrite en moyenne chez le chien entre 11 et 17,6% (Day, 1996 ; Burgess et al., 2000 ; Scott-
Moncrieff et al., 2001 ; Weinkle et al., 2005), chez le chat entre 9,3 et 12% (Scott et al., 1973 ;
Husbands et al., 2002 ; Kohn et al., 2006a)

ii- Signe de regenération médullaire

En routine, le frottis sanguin ainsi que le myélogramme sont utilisés pour rechercher des signes de
régenération médullaire. Désormais la CF peut également étre utilisée et nous verrons ce qu’elle
apporte dans ce domaine.

v’ Le frottis sanguin et la numération réticulaire

La réalisation d’un frottis sanguin devrait suivre chaque numération sanguine afin de confirmer le
décompte de I’automate. Apres coloration, il permet la mise en évidence d’une macrocytose et d’une
augmentation du nombre de réticulocytes, signant une anémie régénérative. Dans le cas des anémies
hémolytiques, il est possible d’observer également la présence de :

- Sphérocytes, petits erythrocytes trés colorés méme en leur centre. Ils ont perdu leur forme
biconcave. lls sont généralement associes a une lyse extravasculaire (Walker, 2006). Ils sont
un signe prédominant dans le début de la maladie. Chez le chien lors d’AHALI, ils représentent
plus de 50% des érythrocytes. Dans de rares cas cependant, ils peuvent étre absents. Chez le
chat, étant de petites tailles, ils sont difficile a identifier (Poitout et al., 1995), c¢’est pourquoi
dans les études, on les retrouve peu ou pas présents chez les chats souffrant d’AHAI (Scott et
al., 1973 ; Kohn et al., 2006a)

- Schizocytes : ce sont des fragments d’hématies de forme irréguliére qui présentent des
bordures découpées asymeétriques et des projections pointues (Walker, 2006).

I1 convient également d’exclure toute cause parasitaire. Ainsi chez le chien la présence de Babesia
canis et chez le chat de Mycoplasma haemofélis est souvent recherchée (Scott et al., 1973 ; Day,
1996).

Chez le chien, le comptage des réticulocytes peut se faire grace aux automates utilisant la CF, mais
chez le chat, I’idéal reste de faire un comptage sur frottis sanguin, en déterminant le nombre de
réticulocytes pour 200 a 300 hématies ce qui permet ensuite de déterminer la numération
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réticulocytaire (Guelfi et al., 1993). Il n’est pas toujours simple de calculer ce nombre, notamment
lors d’autoagglutination (McManus et Craig, 2001). En effet, il existe deux types de réticulocytes :
les agrégés qui deviennent ensuite les ponctués. Chez le chien, les deux types de réticulocytes sont
pris en compte, mais chez le chat, seuls les agrégés sont considéres, ce qui justifie le comptage manuel
(Trumel et al., 2004).

Pour que I’anémie soit considérée comme régénérative, les normes actuelles indiquent des valeurs
absolues d’environ 60000/uL chez le chien et 100000/uL chez le chat. Si I’on connait les valeurs
d’hématocrite physiologique de 1’animal mesuré lors d’un bilan de routine antérieur, il faut utiliser
avec precision le nombre de réticulocytes corrigé :

réticulose absolue X hématocrite anémiée

nbr réticulocytes corrigé = y - - -
4 g hématocrite physiologique

Si I’on a pas de valeur d’hématocrite physiologique de 1’animal,

Un indice supérieur a 1% chez le chien et 0,4% chez le chat confirme le caractére régénératif de
I’anémie (Trumel et al., 2004).

Face a une anémie arégenérative, il est necessaire de répéter cet examen 3 a 4 jours plus tard avant
de conclure a une anémie arégénérative. En effet il faut 3 a 4 jours a la moelle osseuse pour augmenter
1’érythropoiése (McManus et Craig, 2001)

Dans le cas des anémies hémolytiques auto-immunes, le caractere régéneratif est variable. Une étude
a montré en 2001 qu’il n’y avait pas de norme chez le chien : en effet sur 20 chiens, le nombre de
réticulocytes était compris entre 0 et 754 000 cellules/uL. Pour certains d’entre eux, 1’anémie est
fortement régénérative et pour d’autres elle est arégénérative (Scott-Moncrieff et al., 2001). Chez le
chat, les études ont meneé a la méme conclusion (Husbands et al., 2002 ; Kohn et al., 2006a).

v Le myélogramme

Le myélogramme permet de déterminer si 1’anémie est centrale ou périphérique. En effet, la lignée
érythrocytaire de la moelle osseuse peut étre 1’objet de réaction auto-immune et les anémies
hémolytiques auto-immunes peuvent étre régénératives ou non (Day, 1996).

Le myélogramme permet de faire la différence entre une PRCA et est 1’absence de précurseurs
érythrocytaire alors que les autres lignées cellulaires sont normales, d’une anémie hémolytique auto-
immune non régénérative. Connaitre le caractére régénératif ou non de I’anémie permet de réduire
les hypothéses diagnostiques. Des examens complémentaires immuno-hématologiques sont
nécessaires afin de préciser 1’étiologie de I’anémie.
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c- Immunologie

Il existe différents tests pour mettre en évidence le caractére auto-immun de 1’anémie. Cependant
aucun test ne permet de préjuger si I’anémie est a médiation immune primaire ou secondaire.

I- Autoagglutination et test de dilution saline
v" Principe

L’autoagglutination spontanée des érythrocytes peut se produire quand le sang est en contact avec de
I’EDTA ou qu’il est déposé sur une lame (Poitout et al., 1995). Cela peut étre lié a la formation
d’agglutinats d’origine immunitaire ou a la formation de rouleaux causée par une forte concentration
en protéines sériques. Il est donc crucial de les distinguer (Manev et Marincheva, 2018).

Le test de dilution saline des agglutinats se fonde sur le fait que les rouleaux disparaissent lorsqu’une
goutte de sang est diluée avec 3 a 4 gouttes de sérum physiologique. Dans le cas d’une anémie
hémolytique, 1’agglutination persiste. Pour lire correctement ce test, il faut observer la lame macro et
microscopiquement (Poitout et al., 1995). Lorsqu’une anémie hémolytique auto-immune est
suspectée, il faut réaliser ce test méme si aucune autoagglutination n’est observé macroscopiquement.
Dans ce cas, il faudra observer préférentiellement la zone d’étalement des hématies et la queue du
frottis (Poitout et al., 1995).

v' Résultats dans le cadre des AHAI

L’autoagglutination est présente chez 40 a 50% des chiens atteints d’AHAI (Scott-Moncrieff et al.,
1997 ; Scott-Moncrieff et al., 2001 ; McManus et Craig, 2001) et entre 20 et 50% chez le chat (Scott
et al., 1973 ; Husbands et al., 2002 ; Kohn et al., 2006a). La présence d’autoagglutination chez un
animal présentant des signes d’anémie hémolytique est caractéristique d’une maladie immunitaire
(Poitout et al., 1995). Lorsque le test se révele étre négatif, il faut réaliser un test de Coombs afin
d’exclure 1’origine immunitaire de I’anémie hémolytique (Honeckman et al., 1996).

ii- Test de Coombs

v" Principe et interprétation

Le test de Coombs se fonde sur I’agglutination des hématies lorsqu’elles sont mises en présence
d’antiglobuline (Figure 36). C’est pourquoi la mise en présence des hématies, portant sur leur
membrane des IgG ou IgM et des composants du complément dont le facteur C3b comme c’est le cas
lors d’AHALI, avec des Ac spécifiques des 1gG, des IgM ou du facteur C3b provoque une réaction
d’agglutination (Tissot et al., 1999 ; Zantek et al., 2012).

Il existe deux méthodes : 1’une dite en tube et I’autre en gel, mais la technique en gel serait moins
sensible (Tissot et al., 1999). Ce test est relativement spécifique aux AHAI. Cependant il ne permet
pas de distinguer une AHAI primaire d’'une AHAI secondaire. Le diagnostic d’AHAI primaire repose
sur I’exclusion de causes sous-jacente (Chabanne, 2006 ; Kohn et al., 2006a).
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Les résultats de ce test sont & interpréter a la lumiére des éléments cliniques et biologiques car il n’est
pas rare d’avoir des faux positifs, causés par des réactions croisées liées a des maladies inflammatoires
ou infectieuses, des néoplasies ou une transfusion antérieure, ou des faux négatifs essentiellement
causés par une administration de corticoides (Laboratoire Orbio, 2020).

No agglutination

=2 Anti-dog erythrocyte IgG
-{ Goat anti-dog IgG

Erythrocyte

Agglutination

Figure 36: Principe du test de Coombs (Harvey, 2015b)

v' Résultats dans le cas des AHAI

Chez le chien, le test de Coombs avec un antisérum polyspécifique, c¢’est-a-dire qu’il reconnait les
IgG, les IgM et la fraction C3 du complément est positif, dans 77 a 89% des cas (Burgess et al., 2000
; Carr et al., 2002 ; Weinkle et al., 2005). Les études utilisant des antisérum monospécifiques, ont
mis en évidence que la majorité des réponses positives étaient obtenues avec des Ac anti- 1gG (Klag
et al., 1993).

Chez le chat, I’étude de Kohn et al. en 2006 a montré que le test de Coombs était valide également
dans I’espece féline.

Ainsi grace au test d’auto-agglutination et au test de Coombs, le clinicien peut conclure au caractére
immunitaire de I’anémie. A ce stade, on peut donc parler d’anémie hémolytique a médiation immune
(AHMI), seule I’exclusion de causes sous-jacentes permet d’arriver au diagnostic d’AHAL

3- La cytométrie de flux

Les examens complémentaires précédant visaient a mettre en évidence la présence de réticulocytes
attestant du caractere régénératif de I’anémie, ainsi que la présence d’IgG et IgM a la surface des
hématies par le test de Coombs. Voyons maintenant les apports de la CF dans le diagnostic des AHMI.
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a- Possibilités apportées par la CF

I- Dénombrement des réticulocytes

Avec la CF, il est possible de mesurer le nombre de réticulocytes présent dans le sang, en les marquant
a I’aide d’orange thiazole qui est trés affine de I’ARN reticulaire dont les réticulocytes sont d’autant
plus riches qu’ils sont immatures. La CF permet également de connaitre le stade de maturation des
réticulocytes, en fonction de la quantité d’ARN contenue qui est révélée par le degré de fluorescence.
Ainsi la CF permet de connaitre la vitesse de régénération de la moelle osseuse (Riley et al., 2001).

La figure 37 présente le résultat d’une analyse de CF cherchant a quantifier les réticulocytes. L’orange
thiazole marque les réticulocytes ainsi que les plaquettes, la distinction se fait sur le critére de la taille.
La barre verticale sépare les cellules non fluorescentes des cellules fluorescentes. Ici en vert a droite
de la barre : les réticulocytes.

-
=
-

.y
THIAZOLE DRANGE

oy .
102 103 10

Figure 37: Résultat d'une analyse en CF visant a identifier les réticulocytes a I’aide d’orange
thiazole (Wilkerson, 2012).

ii- Alternative performante au test de Coombs

La CF permet de révéler la présence d’Ac ou du complément a la surface des hématies comme le test
de Coombs. En effet, les auto-Ac présents sur les hématies sont marqués a 1’aide d’Ac anti-
immunoglobulines et anti-complément porteurs d’un fluorochrome. La CF révéle ensuite la présence
des fluorochromes a la surface des hématies et permet de la quantifier (Tarrant, 2005). La figure 38
illustre le principe de cette analyse. Cette quantification permet d’évaluer la gravité de la maladie et
de pouvoir suivre son évolution (Quigley et al., 2001 ; Garden et al., 2019).
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Figure 38: Recherche des auto-Ac dirigés contre les hématies (Quigley et al, 2001)

Ce test a une sensibilité comprise entre 92 et 100% selon les auteurs. Sa specificité est d’environ 87
a 100% (Wilkerson et al., 2000 ; Garden et al., 2019). De ce fait, la cytométrie a une sensibilité bien
supérieure et une spécificité voisine du test de Coombs, ce qui en fait un outil diagnostique idéal pour
mettre en évidence la présence d’auto-Ac sur les hématies (Quigley et al., 2001). La CF permet de
diagnostiquer des patients dont le caractere immunitaire de 1’anémie ne pouvait étre diagnostiqué par
le test de Coombs dont le résultat est un faux négatif. En effet, la CF permet la détection d’auto-Ac a
des concentrations bien plus faibles que le test de Coombs, mais aussi la détection d’IgG de faible
affinité qui peuvent étre éliminées lors des lavages préparatoires et elle permet également de mettre
en évidence les hématies sensibilisées uniquement par des IgA ou plus rarement des IgM mais sans
fixation du compléement. Ces hématies ne peuvent étre détectées par le test de Coombs qui utilise des
anti-l1gG et anti-C3 (Segel et Lichtman, 2014). En médecine humaine, la CF a démontré son efficacité
et peut étre utilisé en nouvelle méthode de routine (Wang et al., 2001 ; Khunger et al., 2019). Par
ailleurs, le caractere quantitatif des résultats fournis par la CF pourrait permettre de suivre I’efficacité
du traitement. Certaines études ont montré des associations statistiques entre la clinique et le
pourcentage d’hématies porteuses d’auto-Ac (Garden et al., 2019).

De plus, cette méthode est également plus rapide et plus rentable pour quantifier I'immunoglobuline
et/ou le complément liés aux érythrocytes par rapport au test de Coombs actuellement utilisé. Le gain
¢conomique de la CF sur le test de Coombs résulte de la quantité d’antisérum utilisée. La CF utilise
seulement 10% de la quantité nécessaire a un test de Coombs. Elle nécessite également une quantité
moindre d’hématies ce qui peut étre pratique sur un animal anémié (Quigley et al., 2001).
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iii-  Détection des plaquettes activées

Les thrombo-embolies sont une complication courante des AHAI chez le chien, mais qui n’est pas
décrite chez le chat. Elle résulte d’un état d’hypercoagulabilité. Les éléments cliniques ne sont pas
specifiques, on note une dyspnée et une tachypnée grave apparues de maniére brutale (Scott-
Moncrieff et al., 2001 ; McCullough, 2003). Des examens complémentaires sont a réaliser afin de
rechercher des signes de thrombo-embolie, notamment la recherche de plaquettes activée. En effet
75% des chiens atteints de thrombo-embolie lors d’AHAI possédent des plaquettes activées (Weiss
et Brazzell, 2006).

L’activation des plaquettes est signée notamment par la présence de sélectine P (CD62p) a leur
surface (Tomer, 2004). Cette protéine est issue des granules alpha et est libérée lors de la
dégranulation des plaquettes. Sa détection par CF est sensible et est intéressante pour diagnostiquer
un état d’hypercoagulabilité avant la formation de thrombus (Weiss et Brazzell, 2006 ; Ridyard et al.,
2010). Il semblerait également que la détection des agrégats leucocytaires-plaquettaires et notamment
les monocytaires-plaquettaires, soit également un bon marqueur de I’activation plaquettaire,
recherchant 1’association CD45 et CD41 (Nagasawa et al., 2013). La détection de cet état permet la
mise en place d’un traitement anti-thrombotique avant 1’apparition de ceux-Ci.

b- Limites de la technique

La CF reste un examen qui nécessite des équipements onéreux et des spécialistes pour interpreter les
résultats fournis par ’automate (Chaudhary et al., 2006). De plus, ces analyses ne sont encore que
trés peu disponibles en médecine veétérinaire. Ainsi la CF est un outil qui se révéele performant dans
le diagnostic des anémies hémolytiques a médiation immune et intervient a plusieurs niveaux tels
que :

- Larecherche de réticulocytes pour déterminer le caractére régénératif de I’anémie,

- Une alternative au test de Coombs direct : elle est plus sensible pour déterminer si la cause
de cette anémie est a mediation immune,

- Ladétection des états d”hypercoagulabilité qui est une complication des AHMI.

Cependant, la CF, comme les autres tests a disposition, ne parvient pas a trancher sur le caractere
primaire ou secondaire de I’anémie a médiation immune.
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B- Thrombocytopénie auto-immune

La thrombocytopénie ou thrombopénie, est une diminution du nombre de plaquettes circulantes. Elle
peut étre centrale, résultant d’une baisse de production plaquettaire dans la moelle osseuse, ou
périphérique résultant soit d’une destruction accrue, soit d’'une consommation excessive ou d’une
séquestration plaquettaire accrue.

1- Généralités
a- Morphologie et données numeriques

Les plaquettes sont des cellules rondes, ovales ou allongées qui changent de morphologie (Figure 39)
lorsqu’elles sont activées : des pseudopodes peuvent étre observés. Elles ont un diametre entre 1,3 et
4,7 micromeétres et une épaisseur de 0,5 micrometres. Cela représente le quart voir les deux tiers du
diamétre d’une hématie chez le chien. Chez le chat, les plaquettes peuvent étre plus grandes que les
hématies. Sur un frottis sanguin elles peuvent apparaitre isolées ou agglutinées. Des thrombopénies
techniques sont décrites quel que soit le mode d’obtention de la numération plaquettaire. En effet
dans le tube de prélevement, les plaquettes ont tendance a s’agglutiner avant que 1’automate n’analyse
I’échantillon. De plus, I’agglutination plaquettaire en périphérie du frottis n’est pas rare chez le chat,
ce qui peut également donner a tort I’impression d’une thrombopénie (Guelfi et al., 1993 ; Walker,
2006).

Figure 39: Plaquettes saines en agrégat chez un chien (Harvey, 2015c)

b- Thrombopoiése et destruction des thrombocytes

L’hématopoiése commence a partir de cellules souches pluripotentes (CFU : Colony Forming Unit)
a I’origine des différentes lignées sanguines. La CFU se différentie d’abord en CFU-Mégacaryocyte,
cellule souche unipotente, puis évolue en mégacaryoblaste. Ce sont des cellules peu hombreuses dans
la moelle osseuse, avec un fort rapport nucléocytoplasmique. En effet leur noyau se divise par
endomitose et ces cellules peuvent donc avoir jusqu’a 4 noyaux. La différenciation méne a la
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formation en plusieurs étapes des metamégacaryocytes qui sont les cellules les plus grosses de la
lignée. Ce sont des cellules contenant des granules azurophiles regroupées et sur la périphérie se
trouvent les plaquettes qui sont ensuite libérées par fragmentation du métamégacaryocyte (Messick,
2006 ; Eto et Kunishima, 2016). Les différentes étapes de la thrombopoiése sont reprises dans la
Figure 40.

La thrombopoiése est régulée par le nombre de plaquettes circulantes. Lors de thrombopénie, le rein
sécréte davantage de thrombopoiétine (TPO). Cette hormone agit a trois niveaux. Elle stimule la
différenciation des CFU en CFU-Meg, elle induit une augmentation des endomitoses dans les
mégacaryocytes et elle réduit la durée de la thrombopoiése. Elle intervient également sur la voie de
différenciation des CFU en érythrocyte, lorsque son taux est élevé. A haute dose la TPO favorise
I’érythropoiése a la thrombopoiése, par I’intermédiaire de I’inhibition de FLI1, facteur favorisant la
thrombopoiése et ’activation de KLF1 inhibiteur de la thrombopoié¢se. La Figure 40 reprend ces
mécanismes de régulation de la thrombopoiése (Messick, 2006 ; Eto et Kunishima, 2016).
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Figure 40: La différenciation plaquettaire et sa régulation dans la moelle osseuse (Eto et
Kunishima, 2016) HSC : cellule souche hématopoiétique, MK-P : CFU-Mégacaryocyte, TPO :
Thrombopoiétine, Mpl : récepteur MPL, FLI1 : Friend Leukemia intégration 1, KLF1 :
Kruppel-like Factor 1.

Les plaquettes, dans leur plus grande majorité, sont stockées dans la rate et peuvent étre rapidement
libérées en cas de besoin par splénocontraction. Leur durée de vie chez un animal sain est de 9 a 12
jours. Leur destruction se déroule essentiellement dans la rate, mais elle peut avoir lieu également
dans le foie et la moelle osseuse. Elles sont phagocytées par le systeme des phagocytes mononucléés
(Messick, 2006).

Page 95



c- Pathogénie des thrombopénies auto-immunes

Les thrombopénies auto-immunes sont causées par une phagocytose Ac-dépendante des plaquettes.
Il'y a assez peu de données chez les carnivores domestiques quant a la pathogénie des thrombopénies
auto-immunes. Toutefois, il apparait que les résultats obtenus montrent une analogie entre les
thrombopénies a médiation immune primaires chroniques chez 1’homme et le purpura
thrombopénique idiopathique du chien, ce qui permet une transposition des connaissances de
I’Homme au chien (Lewis et Meyers, 1996 ; Pellerin et Person, 1996). Chez le chat, la thrombopénie
auto-immune est une pathologie rare et tres peu décrite. Les thrombopénies a médiation immunes
sont le plus souvent secondaires a une pathologie sous-jacente (Kohn et al., 2006b).

i- Acteurs impliqués

Les Ac présents a la surface des plaquettes lors de thrombopénie auto-immunes sont uniquement les
IgG. En effet, il y a une corrélation entre le nombre d’Ac fixés sur les plaquettes et la numeération
plaquettaire. Plus elle est faible et plus le nombre d’Ac fixé sur les plaquettes est élevé. Cette
corrélation n’est vérifiée que pour les IgG, c’est pourquoi I’intervention des IgM et IgA a été écartée
du processus pathogénique (Lewis et Meyers, 1996 ; Pellerin et Person, 1996 ; Mackin et Ward,
2005).

Ces Ac antiplaquettaires (APA) sont le résultat d’une perte de tolérance du soi, contrdlée par les
lymphocytes T. Chez I’Homme et chez le chien, la cause est inconnue. Il semblerait que les individus
malades présenteraient une diminution du nombre de LT suppresseurs (Lewis et Meyers, 1996 ;
Granat et al., 2011). L’environnement devient pro-inflammatoire avec 1’émission de cytokines par
les Thl, Th17 et Th22 qui favorisent I’activité des macrophages ainsi que le développement des LB
autoréactifs et des LT cytotoxiques (LeVine et Brooks, 2019).

Chez I’Homme, les auto-Ac ont pour cible les glycoprotéines membranaires GPIIb/llla et GPIb/IX
(Mackin, 1995 ; Lewis et Meyers, 1996 ; Pellerin et Person, 1996). Les glycoprotéines membranaires
GPIIb/111a ont été identifiées chez un chien et seul GPIIb a été retrouvée chez trois chiens (Lewis et
Meyers, 1996). C’est I’association des auto-Ac sur ces glycoprotéines qui entraine la phagocytose
des plaquettes principalement dans la rate (Mackin et Ward, 2005). Chez le chat, les Ag-cibles n’ont
pas encore éte identifiés (Kohn et al., 2006b).

ii- Mécanismes de destruction plaquettaire

Les plaquettes sont détruites préférentiellement dans la rate, car c’est un organe trés riche en
macrophages. La destruction plaquettaire se fait par opsonisation quand les macrophages
interagissent avec les IgG a la surface des plaquettes (Feldman et al., 1988 ; Lewis et Meyers, 1996 ;
Pellerin et Person, 1996). Quand la concentration en APA est trés élevée, la destruction des plaquettes
peut également se produire dans le foie et la moelle osseuse (Feldman et al., 1988).
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iii-  Conséquences sur la thrombopoiése et Iactivité des
thrombocytes

Pour compenser la destruction massive de plaquettes, la thrombopoiése augmente (Mackin, 1995 ;
Lewis et Meyers, 1996 ; Pellerin et Person, 1996). Chez les animaux atteints de purpura
thrombopénique idiopathique, les troubles de I’hémostase primaire ne sont pas uniquement causés
par la thrombopénie, mais aussi par le dysfonctionnement plaquettaire causé par la présence des auto-
Ac (Kristensen et al., 1994a). En effet, une étude réalisée in vitro chez le chien, a mis en évidence
un défaut d’agrégation des plaquettes des animaux malades de thrombopénie auto-immune. Toutefois
I’intensité des saignements ne semble pas forcément corrélée au dysfonctionnement plaquettaire
(Kristensen et al., 1994a).

d- Epidémiologie des thrombopénies auto-immunes

i- Chez le chien

La proportion de thrombocytopénies a mediation immune parmi toutes les thrombocytopénies est de
5% (Grindem et al., 1991). Cependant, la proportion de thrombopénies a médiation immune
primaires n’est pas négligeable (entre 56 et 73% des cas) parmi les thrombopénies a médiation
immune (Jackson et Kruth, 1985 ; Grindem et al., 1991). 1l semblerait que ce sont les chiens adultes
d’age moyen, entre 6 et 7 ans selon les études, qui sont les plus représentés dans les malades de
thrombopénies auto-immunes (Jackson et Kruth, 1985 ; Jans et al., 1990 ; Rozanski et al., 2002). Il
semblerait egalement que les femelles soient prédisposees a cette affection (Williams et Maggio-
Price, 1984 ; Jackson et Kruth, 1985 ; Grindem et al., 1991 ; Lewis et Meyers, 1996). Elles
représenteraient 62 a 70% des individus atteints selon les études, et la stérilisation semble étre un
facteur prédisposant car les femelles stérilisées sont surreprésentées (Williams et Maggio-Price, 1984
; Lewis et Meyers, 1996).

ii- Chez le chat

Les thrombopénies sont rares chez le chat. Une étude menée pendant 5 ans sur 3300 chats hospitalises,
montre seulement 41chats soit 1,2% étaient thrombopéniques et parmi ces thrombopénies seulement
2% étaient d’origine immunitaire (Jordan et al., 1993). Ces thrombopénies d’origine immunitaire sont
essentiellement secondaires (environ 89%) (Jordan et al., 1993 ; Peterson et al., 1995 ; Kohn et al.,
2006b). Cette étude sur 41 chats ne permet pas de conclure a des prédispositions d’age ou de sexe
(Jordan et al., 1993).

2- Processus diagnostique

Le diagnostic repose sur la réalisation d’un examen clinique exhaustif qui permettra au clinicien
d’émettre des hypothéses. Dans un deuxieme temps, des examens complémentaires permettront
d’infirmer ou de confirmer les hypothéses.
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a- Signes cliniques

Les signes cliniques évocateurs sont ceux liés aux troubles de I’hémostase primaire comme des
saignements cutanés superficiels, des pétéchies, des ecchymoses, une épistaxis, des saignements des
mugqueuses digestives et urogénitales (Jain et Switzer, 1981 ; Williams et Maggio-Price, 1984 ;
Feldman et al., 1988 ; Garon etal., 1999 ; Tasker etal., 1999 ; Rozanski et al., 2002). Les saignements
sont rencontrés plus fréquemment chez le chien que chez le chat. Lorsque les pertes sanguines sont
tres importantes, un état de choc peut se mettre en place (Jain et Switzer, 1981 ; Williams et Maggio-
Price, 1984). Chez le chat, il a ¢galement été rapporté la présence de souffle cardiaque a 1’auscultation
d’individus malades (Tasker et al., 1999 ; Garon et al., 1999).

b- Hématologie

Pour explorer I’hémostase primaire, il est nécessaire de connaitre la numération plaquettaire et de
réaliser un temps de saignement (Feldman et al., 1988 ; Peterson et al., 1995 ; Tasker et al., 1999).

i- Numération plaquettaire
v’ Généralités
La numération plaquettaire signe une thrombopénie lorsqu’elle est inférieure a 180 000-200 000
cellules/uL selon les auteurs (Pellerin et Person, 1996 ; Savary Bataille, 2003). La numération
plaquettaire est obtenue le plus souvent a 1’aide d’un automate ou peut étre approchée par
dénombrement plaquettaire sur un frottis. Pour cela, le frottis doit étre observé a un grossissement
x1000. Ainsi pour chaque plaguette observeée dans un champ correspondent 15000 plaquettes

circulantes dans 1L de sang. Donc au-dessus de 12 plaquettes visibles par champ, on peut conclure
que la numeération plaquettaire est normale (Pellerin et Person, 1996).

Chez le chat, espéce dans laquelle les plagquettes peuvent étre d’une taille comparable a celle des
hématies, il n’est pas rare que les automates donnent une valeur peu fiable de la numération
plaquettaire par confusion des deux types cellulaires. De plus dans cette espece, les plaquettes ont
une forte tendance a s’agréger, ce qui minore encore plus le dénombrement plaquettaire par
I’automate (Jordan et al., 1993 ; Tasker et al., 1999). C’est pourquoi il est nécessaire chez les chats
suspects de thrombopénie de confirmer la numération plaquettaire par un dénombrement manuel bien
qu’une agrégation soit possible également sur les frottis (Jordan et al., 1993).

v" Dans le cas des thrombopénies auto-immunes

Les purpuras thrombopéniques idiopathiques chez le chien se caractérisent par une numération trés
faible entre 6 et 36 760 plaquettes/uLL d’apres différentes études (Jackson et Kruth, 1985 ; Grindem
et al., 1991 ; Rozanski et al., 2002). Chez le chat, la numération plaquettaire peut étre tres diminuée
(inférieure a 16 000 plaquettes/pL) (Tasker et al., 1999 ; Kohn et al., 2006b) mais est en général
modérée. Sur une étude de 42 chats thrombopéniques, la numération plaquettaire est en moyenne de
56 000 plaquettes/pL (6 000-179 000/uL)(Kohn et al., 2006b). Dans une autre sur 5 chats, les
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dénombrements plaquettaires étaient compris entre 4 et 46 000 plaquettes/pL (Wondratschek et al.,
2010).

ii- Frottis sanguin

Un frottis devra toujours étre effectué pour confirmer une thrombopénie. En effet, les plaquettes
peuvent former des agrégats, ce qui sous-estime artificiellement la thrombopénie quelle que soit la
méthode utilisée. Ces agrégats surviennent lors de prélévement difficile, apres activation plaquettaire,
aprés un temps d’attente trop long entre le prélévement et 1’analyse et sont courants chez le chat
(Savary Bataille, 2003).

lii-  Temps de saignement
v Généralités
Lors de thrombopénie, 1’hémostase primaire est impactée. En effet, celle-ci est le fruit d’une
interaction entre la paroi vasculaire, les plaquettes et I’endothélium. Le temps de saignement permet
d’évaluer I’hémostase primaire mais ne permet pas de conclure a une thrombopénie, s’il est augmenté.

Il faut en effet envisager également une thrombopathie ou une maladie de VVon Willebrand. Son
interprétation se fera a 1’aide de la numération plaquettaire (Marks, 2000).

Ce test se fonde sur une incision au bistouri de la muqueuse gingivale, sur un chien en décubitus
sternal dont la babine est éversée et maintenue en position par un lien. Le sang qui s’€coule est absorbé
par un papier buvard qui ne doit pas étre en contact avec la plaie afin de ne pas interférer dans la
formation du clou plaquettaire (Marks, 2000). Le temps de saignement correspond a la durée entre
I’incision et I’arrét du saignement. Chez un animal sain, le temps de saignement est d’environ 3 min.
Au-dessus de cette durée, il existe un trouble de I’hémostase primaire (Tasker et al., 1999 ; Marks,
2000). Ce test peut également se réaliser par incision du pavillon auriculaire (Pellerin et Person,
1996).

v" Dans le cas des thrombopénies auto-immunes

Ce test est rarement réalisé dans les études. Tasker et al (1999) I’ont réalisé chez un chat atteint de
thrombopénie auto-immune et le temps de saignement était effectivement augmenté (environ 6
minutes).

iv- Temps de coagulation

Les temps de coagulation permettent d’explorer I’hémostase secondaire. Cette hémostase secondaire
permet d’éviter 1’apparition d’hémorragies majeures chez les sujets thrombopéniques. Ainsi sur les
animaux thrombopéniques, en présence d’hémorragies majeures, il faudra systématiquement réaliser
les temps de coagulation (Mackin, 1995 ; Pellerin et Person, 1996).
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v Temps de coagulation sur tube sec

Le temps de coagulation sur tube sec permet d’explorer I’intégrité des voies endogénes et communes
de la coagulation plasmatique. La coagulation peut avoir lieu jusqu’a des numérations plaquettaires
trés faibles. Un temps de coagulation augmenté sera donc soit lié a un trouble de 1’hémostase
secondaire soit a une forte thrombopeénie ( inférieure & 10 000 plaquettes/pL) (Mackin, 1995 ; Pellerin
et Person, 1996).

v Temps de Quick et de Céphaline Kaolin

Le Temps de Quick (TQ) explore les voies de coagulation exogene et commune. Le temps de
Céphaline Kaolin (TCK) explore les voies endogene et commune (Outters, 2014). Le sang est prélevé
par ponction franche et déposé dans des tubes citratés. Les prélevements doivent parvenir rapidement
au laboratoire. Une élévation d’au moins 20 a 30% est considérée comme anormale (Outters, 2014).
Ces temps de coagulation sont réalisés en routine dans les études.

v' Dans le cas des thrombopénies auto-immunes

Dans I’espece féline ou canine, les études montrent que les temps de coagulation ne sont pas modifiés
(Grindem et al., 1991 ; Tasker et al., 1999 ; Kohn et al., 2006b ; O’Marra et al., 2011). Néanmoins,
des etudes ont montré un chat avec des TQ et TCK augmentés, un autre avec seulement un TQ
augmenté (Wondratschek et al., 2010) et deux chats avec seulement les TCK augmentés (Garon et
al., 1999 ; Wondratschek et al., 2010). Ces deux chats présentaient une numération plaquettaire
inférieure a 10 000 plaquettes/uL (Garon et al., 1999 ; Wondratschek et al., 2010).

Ces examens complémentaires donnent au clinicien des indications sur la gravité de la thrombopénie
et le risque hémorragique pour le patient. Cependant, afin de déterminer 1’origine précise de cette
thrombopénie, il faut déterminer 1’origine auto-immune en cherchant a mettre en évidence les auto-
Ac.

c- Immunologie

De nombreux tests sont décrits dans la littérature pour détecter les APA. Les tests de recherche des
APA sont appelés tests Platelet Bound Antibody (PBA). Le PBA peut se faire selon différentes
techniques décrites ci-dessous.

i- Test de libération du facteur plaquettaire 3 (PF-3)
v’ Généralités

Ce test est facilement accessible aux cliniciens (Mackin, 1995 ; Lewis et Meyers, 1996). Il repose sur
le fait que lors d’atteinte membranaire des plaquettes, comme la fixation d’APA, le facteur
plaquettaire 3 (PF-3) est libéré et permet une augmentation de la vitesse de coagulation (Jain et Kono,
1980 ; Lewis et Meyers, 1996). Ce test mesure la libération du PF-3 via une diminution du temps de
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coagulation en présence de facteurs de contact (Jain et Kono, 1980 ; Chabanne et Fournel-Fleury,
1994).

Il existe une méthode directe réalisée a partir de plaquettes du patient et une méthode indirecte réalisée
a partir du sérum du patient. La méthode directe nécessite un « plasma riche en plaquettes ». Pour
cela, il faut récupérer le plasma apreés centrifugation de 1’échantillon de sang sur anticoagulant. La
méthode indirecte nécessite 1’incubation du sérum du patient avec un plasma riche en plaquettes d’un
individu sain (Chabanne et Fournel-Fleury, 1994). Dans le cadre de la méthode indirecte, le sérum
peut étre acheminé congelé au laboratoire. Sa qualité doit étre évaluée avant I’analyse, car une lipémie
ou une hémolyse peut fausser les résultats (Jain et Kono, 1980 ; Mackin, 1995).

Ce test est positif et démontre la libération du PF-3 quand le temps de coagulation est au moins divisé
par 2 par rapport au témoin (Jain et Kono, 1980). Ce test présente une sensibilité moyenne, trés
variable selon les études et la technique employée (28% a 88%) (Williams et Maggio-Price, 1984 ;
Chabanne et Fournel-Fleury, 1994 ; Mackin, 1995 ; Lewis, 2000) et manque de spécificité (Lewis et
Meyers, 1996). Ces valeurs ont été établis dans 1’espéce canine.

v' Dans le cas des thrombopénies auto-immunes

Chez le chien, le test de libération du PF-3 est parfois réalisé dans les études (Williams et Maggio-
Price, 1984 ; Jans et al., 1990). Ces études confirment le manque de sensibilité du test et rappellent
qu’un résultat négatif ne permet pas au clinicien d’exclure I’hypothése de I’origine immunitaire de la
thrombopeénie (Williams et Maggio-Price, 1984).

Dans I’espece féline, ce test est décrit mais semble peu utilisé. Une étude sur un seul cas a montré
une tres nette diminution du temps de coagulation, et donc une libération de PF-3 (Joshi et al., 1979).

ii- Immunofluorescence

L’immunofluorescence est une technique tres intéressante dans le diagnostic des thrombopénies auto-
immunes. Elle peut mettre en évidence les Ac a la surface des mégacaryocytes (immunofluorescence
directe) (Chabanne et Fournel-Fleury, 1994 ; Lewis et Meyers, 1996 ; Lewis, 2000) ou mettre en
évidence des Ac circulants dirigés contre les plaquettes (immunofluorescence indirecte) (Kristensen
et al., 1994a), par microscopie.

v" Immunofluorescence directe

Ce test se pratique sur un prélévement de moelle osseuse obtenu par biopsie (Chabanne et Fournel-
Fleury, 1994) ou par cytoponction (Chabanne et Fournel-Fleury, 1994 ; Lewis, 2000). Il consiste a
mettre en présence le préléevement de moelle osseuse avec une anti-globuline spécifique marquée par
un fluorochrome (Jain et Switzer, 1981). La sensibilité n’est pas trés bonne, comprise entre 30 et 88%
selon les auteurs (Lewis et Meyers, 1996 ; Lewis, 2000). Les faux négatifs ne sont pas rares,
notamment lorsque le nombre de mégacaryocytes est trop faible pour que la fluorescence soit détectée
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(Mackin, 1995 ; Pellerin et Person, 1996). La spécificité du test est faible. C’est pourquoi, avec de
telles caractéristiques de sensibilité et spécificité, il est nécessaire de coupler ce test avec d’autres
(Chabanne et Fournel-Fleury, 1994).

Cependant chez le chat, ce test est préconisé car il semble que les réactions sérologiques visant a
détecter les APA ne sont pas toujours fiables. De plus, les tests utilisés chez le chien ne sont pas tous
disponibles chez le chat (Tasker et al., 1999).

v" Immunofluorescence indirecte

L’immunofluorescence indirecte se réalise avec du sérum de I’individu malade mis en présence de
plaquette d’un individu sain et d’antiglobuline spécifiques marquée par un fluorochrome. La
fluorescence est observée soit au microscope soit par CF (Kristensen et al., 1994b ; Kristensen et al.,
1994c). La sensibilité de ce test est de 70%. La technique de détection de la fluorescence n’influence
pas sur la sensibilité (Kristensen et al., 1994b). La spécificité n’est pas parfaite non plus en effet
d’autres pathologies peuvent engendrer des tests positifs comme par exemple les néoplasies
(Kristensen et al., 1994c). Chez le chat, ce test n’est pas disponible et n’est pas considéré comme
fiable (Tasker et al., 1999).

L’immunofluorescence indirecte serait plus sensible (67%) que I'immunofluorescence directe (41%)
(Kristensen et al., 1994b)

iii-  Technique ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

Le PBA peut se réaliser par tests ELISA qui ont pour but de mettre en évidence la présence d’ APA
soit a la surface des plaguettes (méthodes directe) soit dans le sérum (méthode indirecte) (Lewis et
al., 1995a).

v' Méthode directe

La sensibilité de la méthode directe ELISA est supérieure a celle des tests précédemment décrits, car
elle est comprise entre 90 et 94% (Chabanne et Fournel-Fleury, 1994 ; Lewis et al., 1995a ; Lewis,
2000). La spécificité est estimée a 62%. Il existe des faux positifs comme les cas atteints de lupus
érythémateux disséminé, d’ehrlichiose, de CIVD, de borréliose, de dirofilariose, de myeélodysplasie
ou traité avec au triméthoprime-sulfamide (Lewis et al., 1995a ; Lewis, 2000). Il existe aussi des faux
négatifs liés a I’¢élution des Ac lors du lavage des plaquettes par exemple. Cependant, dans la majorité
des cas, un résultat négatif a ce test permet d’exclure une origine immunitaire (Lewis et al., 1995a ;
Lewis, 2000).

Ce test est un outil diagnostic tres intéressant car la quantité d’Ac fixés aux plaquettes augmente
fortement lors de thrombopénie auto-immunes (Wilkerson et al., 2001). Cependant, il présente des
inconvénients comme les conditions de conservation et de transport des prélévements (Lewis et al.,
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1995a ; Pellerin et Person, 1996 ; Wilkerson et al., 2001), ainsi que le gros volume de prélévement
nécessaire afin d’obtenir assez de plaquettes pour faire le test (Mackin, 1995 ; Lewis et al., 1995a).
Ce qui est problématique chez des animaux thrombopéniques (Pellerin et Person, 1996).

v Méthode indirecte

La méthode indirecte consiste & mettre en évidence les APA dans le sérum de 1’animal malade, selon
la méthode présentée dans la figure 41. Ce test a des propriétés différentes de la méthode directe. En
effet, sa sensibilité est variable en fonction des études (entre 34 et 80%) mais sa spécificité est bien
meilleure (80%) (Lewis et al., 1995a). Cette technique n’est pas décrites dans les études menées chez
le chat (Joshi et al., 1979 ; Garon et al., 1999 ; Tasker et al., 1999).

Fixation de Ajout du sérum Ajout d'Ac anti- Ajout du substrat de

plaquettes du patient contenant globuline marquées I'enzyme pour révéler
les Ac par une enzyme la présence des Ac
anti-plaquettaire produisant une anti-plaquettaire

molécule colorée

Figure 41: Principe du test ELISA indirect, d’aprés (Zuchuat, 2017)

Ainsi il existe de nombreux tests afin de déterminer le caractére immunitaire d’une thrombopénie.
Cependant, ils sont assez peu fiables et/ou invasifs et contraignants. Les recherches d’Ac par la CF
se réalisent a partir d’un échantillon sanguin et ne nécessitent pour le laboratoire, qu’un cytometre de
flux et les réactifs nécessaires. La CF dans ce type de test diagnostic représente donc un intérét certain.

3- Possibilités apportées par la CF et ses limites

a- Test performant dans la détection des APA

L’équipe de Shropshire a montré que la détection des APA par CF par méthode directe est fiable
méme apres une durée de 72h de conservation au frais de 1’échantillon, permettant ainsi sa
disponibilité pour une grande partie des patients. La méthode indirecte, la recherche des Ac dans le
sérum, n’a pas montré une efficacité permettant son utilisation en clinique chez le chien (Shropshire
et al., 2018). Ce test est considéré positif si plus de 10% des plaquettes étaient liees a des APA, il est
considéré négatif en dessous de ce seuil (Dircks et al., 2009 ; Shropshire et al., 2018). Ainsi en cas
de résultat négatif, on peut quasiment exclure I’hypothése de I’origine immunitaire
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La CF est un outil trés intéressant pour le PBA. En effet la CF est capable de donner un résultat fiable
méme sur des chiens présentant une thrombopénie sévere ainsi que sur des petits chiens, car elle ne
nécessite que peu de sang (Lewis et al., 1995b). De plus, elle ne nécessite que peu de manipulations
de I’échantillon ce qui diminue le risque de dénaturation des Ag et des Ac a la surface des plaquettes
(Kohn et al., 2006b). Cette technique est également efficace chez le cheval (McGurrin et al., 2004).

Chez le chat, la CF semble étre une bonne alternative aux autres tests immunologiques, jugés trés
souvent insatisfaisants (Tasker et al., 1999 ; Kohn et al., 2006b). En effet, seuls les tests de détection
du PF-3 par méthode indirecte (Joshi et al., 1979) et de recherche d’Ac anti-megacaryocyte par
immunohistochimie ou immunofluorescence par microscopie ont été décrits (Joshi et al., 1979 ;
Tasker et al., 1999). Dans cette espéce, la destruction des plaquettes par médiation immunitaire est
un mécanisme important dans la pathogénie des thrombopénies en raison de diverses maladies sous-
jacentes (19 PBA positifs /42 chats thrombocytopéniques = 45%). Cependant, les thrombopénies
auto-immunes semblent étre trés rares (2 chats PBA positifs sans maladies sous-jacentes détectées/
42 chats thrombopéniques = 4%) (Kohn et al., 2006b). Il est donc particuliérement intéressant, chez
le chat, d’avoir un PBA sensible et relativement facile a mettre en place comme le permet le PBA par
CF.

b- Echantillons moins contraignants

C’est une technique qui présente un avantage technique vis-a-vis du prélevement. En effet elle ne
demande qu’un faible volume sanguin et ne nécessite qu’une faible quantité de plaquettes afin de
mettre en évidence les Ac antiplaquettaires (inférieure a 5000 plaquettes/pL) (Tarrant, 2005 ; Kohn
et al., 2006b). Cet avantage permet d’utiliser des échantillons 10 a 25 fois moins riches en plaquettes
que les autres méthodes, que cela soit sur plasma enrichi en plaquettes ou sur sang total (De Cuyper
et al., 2013).

c- Caractére régénératif de la thrombopénie

Les plagquettes nouvellement formées sont des plaquettes riches en ARN et sont dites plaquettes
réticulées (RP). Elles ne sont pas quantifiables par dénombrement sur frottis par leur morphologie
contrairement aux réticulocytes. Leur dénombrement est possible par CF en les marquant avec un
marqueur fluorescent spécifique de I’ARN (Harvey, 2015c).

Le taux de RP est un indicateur du taux de thrombopoiése et permet donc de connaitre le caractere
régénératif de la thrombopénie (Wilkerson, 2012 ; Hedley et al., 2015). La CF permet de
diagnostiquer et de monitorer la thrombopoiése et ce de maniere non-invasive contrairement au
dénombrement des mégacaryocytes de la moelle osseuse par ponction ou biopsie (Russell et al.,
1997).

Pour cela, les RP sont marquées avec du thiazole orange, marqueur fluorescent adapté au laser bleu
pour la recherche d’ARN (Hedley et al., 2015), qui se fixe a I’ARN contenu dans les RP, puis
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analysées en cytométrie de flux avec un « gating », basé sur la taille des cellules (paramétre FSC)
permettant de sélectionner que les thrombocytes comme le montre la figure 42 (Wilkerson, 2012).

it 02 '3
10 10 10 10
THIAZOLE ORANGE

Figure 42: Résultat d'une analyse de CF visant a identifier les RP a I’aide d’orange thiazole.
Les plus petites cellules marquées (en rouge) sont les RP, les cellules vertes sont les
réticulocytes (Wilkerson, 2012)

Il est possible de coupler ce marquage avec celui des Ag plaquettaires GPIIb/Illa aussi appelé
CD41/CD61, cela permet de distinguer les plaquettes et les RP des érythrocytes et réticulocytes, ce
qui facilite le gating pour identifier les RP (Hedley et al., 2015). Cette technique a été validee
également chez le cheval (Russell et al., 1997) et chez le chat (Okamura et al., 2003). Cependant une
diminution du taux de RP ne signe pas toujours une diminution de la production, car les RP peuvent
étre detruites par le systeme immunitaire (Hedley et al., 2015).

d- Réponse au traitement

Grace a la CF et son caractére quantitatif, on peut suivre les effets du traitement. En effet, il a été
montré que la réponse au traitement entraine une baisse du taux des APA et qu’une récidive entraine
une hausse de la quantité des APA. Ainsi il serait important de réaliser régulierement des dosages
d’APA par CF afin de monitorer la réponse au traitement et anticiper une rechute avant 1’apparition
de signes cliniques. Malgré cela, la quantité d’APA mesurée lors du diagnostic n’est pas corrélée a la
réponse au traitement ou non (Shropshire et al., 2020).

e- Distinction thrombopénie a médiation immune primaire ou

secondaire

Malheureusement, la CF comme les autres tests immunologiques, ne permet pas de déterminer si la
thrombopénie a médiation immune est primaire ou secondaire. Le diagnostic de thrombopénie auto-
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immune se fait par exclusion de toute autre pathologie sous-jacente. De plus elle n’est pas toujours
specifique et peut mettre en évidence une destruction de plaquettes physiologiques (Tarrant, 2005 ;
Kohn et al., 2006b). En effet, un résultat positif montre une médiation immune a la thrombocytopénie
et semble mettre en évidence un processus pathologique sévere, qu’il soit auto-immun ou secondaire
a une pathologie sous-jacente, car les cas positifs a la recherche d’ APA présentent des thrombopénies
sévéres (Dircks et al., 2009).

Ainsi la CF permet un diagnostic plus rapide dans les cas des thrombopénies auto-immunes car elle
permet d’obtenir en une seule analyse des résultats qui en nécessitaient plusieurs par le passé. En
effet, la CF permet a partir d’un simple échantillon sanguin sur EDTA ou Citrate, de mettre en
¢vidence la présence d’Ac dirigés contre les plaquettes signant ainsi une thrombopénie d’origine
immunitaire. Elle permet également de déterminer si la thrombopénie est régénérative ou non en
mesurant la quantité de plaquettes réticulées circulantes, sans avoir a réaliser de biopsie ou de
ponction de moelle osseuse. Enfin elle permet de monitorer la réponse au traitement du patient en
suivant la quantité d’APA, qui diminue avec la réponse au traitement et qui augmente lors de rechute.
Cependant, la CF ne permet pas de distinguer une thrombopénie auto-immune d’une thrombopénie a
médiation immunes secondaires a une pathologie sous-jacente.
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Conclusion

La CF est une technique relativement récente, qui a vu le jour dans les années 1970 et qui permet
I’étude de chaque cellule présente en suspension dans un liquide. Elle donne des informations sur sa
taille, sa granularité et peut, grace aux immunomarquages fluorescents, donner 1’immunophénotype
de chaque cellule pour les marqueurs sélectionnés dans 1’analyse. C’est un outil efficace et rapide qui
permet I’analyse de plusieurs milliers de cellules a la seconde et qui limite le nombre d’analyses par
rapport aux autres techniques, comme la cytologie, I’immunocytochimie, les tests ELISA, etc... De
plus sa capacité a analyser des cellules issues de cytoponction, permet aux investigations d’étre peu
invasives, contrairement aux immunohistochimies sur biopsie de moelle osseuse par exemple.

Les propriétaires d’animaux de compagnie et notamment de chiens et de chats demandent des soins
et des diagnostics de plus en plus poussés pour leurs animaux, notamment face un diagnostic de
néoplasie ou de maladies auto-immunes. Dans le cadre des lymphomes et des leucémies, qui sont des
pathologies au pronostic sombre, il est de plus en plus fréquent, que les propriétaires souhaitent mettre
en place un traitement afin d’augmenter I’espérance de vie de leur animal. Afin de mettre en place le
traitement le plus adapté, il est nécessaire de savoir précisément quelle pathologie affecte 1’animal.
C’est pourquoi il est important de immunophénotyper le plus précisément possible le lymphome ou
la leucémie. Savoir si I’hémopathie affecte la lignée lymphoide (CD45%) ou la lignée myéloide
(CD45"), puis la sous-population impliquée : lymphocytes T (CD3*) CD4" ou CD8*, lymphocytes B
(CD79a") ou la lignée érythrocytaire, granulocytaire, monocytaire (CD40%), thrombocytaire
(CD41/CD61") ; ainsi que le stade de développement : blastes (CD34") ou cellule différenciée. Dans
ce contexte, la CF est un outil efficace qui permet de gagner un temps précieux par rapport aux
examens de typage réalisés jusqu’alors comme I’immunocytochimie avec des délais réduits d’une
dizaine de jours a seulement 48h, avec une précision augmentée car la CF étudie des milliers de
cellules lorsque le pathologiste n’en observe qu’une centaine. La CF permet également de préciser le
pronostic de ces pathologies avec la recherche de certains marqueurs cellulaires qui ont été identifié
comme facteur pronostic favorable ou défavorables, notamment le Ki67, marqueur de multiplication
cellulaire qui est associé a une pathologie se développant rapidement et donc d’un pronostic assombri.

Dans le cadre des maladies auto-immunes, la CF se distingue par sa capacité a remplacer différents
examens en une seule analyse. Il est possible de détecter la présence d’auto-Ac dirigés contre les
hématies et les plaquettes dans les cas respectivement d’anémies et de thrombopénies a médiation
immune. Ce test permet de remplacer le test de Coombs avec une meilleure sensibilité et une
meilleure spécificité dans le diagnostic des AHMI, et remplace le test de libération du PF-3 dans le
diagnostic des thrombopénies a médiation immune. Lors de la méme analyse, il est également
possible de déterminer le caractere régénératif de la cytopénie en recherchant les érythrocytes
respectivement des plaquettes réticulées a 1’aide d’orange thiazole dans le cas des AHMI, ou des
thrombopénies a médiation immune. Néanmoins, la cytométrie ne permet toujours pas de conclure
directement a une cytopénie a médiation immune primaire ou secondaire a une pathologie sous-
jacente. Afin de conclure & une cytopénie primaire, il sera toujours nécessaire d’exclure la présence
de toute pathologie sous-jacente.

Page 107



La CF est utilisée trés fréquemment dans la recherche en immunologie et en biologie cellulaire, et
notamment dans la recherche de biomarqueurs utilisables pour le diagnostic et le pronostic. En
oncologie, les chercheurs s’intéressent notamment aux MDSC présentes dans la circulation sanguine,
qui sont des cellules my¢loides suppressives qui participent a I’échappement tumoral au systéme
immunitaire. Les chiens atteints de cancer présentent un taux sanguin de MDSC plus élevé que les
chiens sains et il semblerait que les chiens atteints de forme avancée aient des taux de MDSC plus
élevés que ceux atteints de forme peu avancée. Des études de plus grande ampleur sont nécessaires
afin de déterminer des valeurs seuil permettant de se servir des MDSC comme d’un biomarqueur
d’atteinte cancéreuse lors d’un dépistage de routine par prise de sang. La détermination d’une
deuxieme valeur seuil permettrait de suspecter trés fortement la présence de métastases ou de stades
avancés dans le cas des cancers non solides.

La CF est encore une technique récente, qui mérite de s’installer plus largement dans les laboratoires
d’analyses Vétérinaires afin qu’un plus grand nombre d’animaux puissent en bénéficier a des fins
diagnostiques. Elle reste pour I’heure encore onéreuse et peu disponible en raison d’un faible nombre
d’Ac dirigés contre des proteines canines et felines disponibles. Par ailleurs, elle permet des progres
permanents, en médecine dans la recherche de traitements toujours plus performants que dans la
découverte de facteurs pronostiques permettant aux propriétaires d’avoir toutes les informations
nécessaires pour choisir le traitement de leur animal de compagnie. La CF intervient également dans
la recherche et la quantification de micro-organismes, dans le domaine agro-alimentaire par exemple
pour le suivi de la fermentation du vin ou le contréle qualité des charcuteries, mais egalement dans le
domaine de I’environnement pour le controle de la qualité des eaux notamment.
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APPORTS DE LA CYTOMETRIE EN FLUX DANS LE DIAGNOSTIC EN
MEDECINE VETERINAIRE

AUTEUR : Lola MELIN
RESUME :

La cytométrie en flux est une technique développée depuis les années 70, qui permet
d’identifier et de dénombrer des cellules en suspension dans un liquide. Malgré quelques
limites, cette technique présente de nombreux avantages tels que la rapidité d’analyse, la
diversité des prélevements analysables, des résultats quantitatifs ainsi qu’un cout semblable
aux analyses utilisées traditionnellement.

En médecine vétérinaire et notamment en oncologie dans le diagnostic des lymphomes et
leucémies, la cytométrie en flux permet un diagnostic plus précis, en déterminant le type de
lymphocyte impliqué (T ou B), ainsi que la présence ou I'absence de bon nombre de
marqueurs qui donnent des informations précieuses notamment sur le pronostic attendu.
Les résultats sont rendus plus rapidement que les techniques par microscopie optique,
comme I'immunocytochimie, ce qui permet de mettre en place ou d’adapter plus rapidement
le traitement le plus complet possible vis-a-vis de la pathologie rencontrée. La cytométrie
en flux peut également étre utilisée dans la recherche de biomarqueurs circulants, comme
les cellules myéloides suppressives (MDSC). Ces cellules représentent en effet un
biomarqueur de cancer intéressant pour le diagnostic oncologique et leur identification dans
le sang par cytométrie en flux permettrait de par exemple, d’indiquer ou non la présence de
métastases.

La cytométrie en flux est également utilisée dans le cadre des maladies auto-immunes
touchant les éléments figurés du sang, comme les anémies hémolytiques auto-immunes et
les thrombocytopénies auto-immunes. La cytométrie en flux permet, dans le cadre de ces
pathologies, en une seule analyse de donner les résultats de plusieurs analyses réalisées
en routine, comme le dénombrement des réticulocytes, le test de Coombs ou la détection
des plaquettes activées.

Cette technique représente donc une avancée technologique certaine qui deviendra vite
indispensable dans les laboratoires d’analyses vétérinaires d’ici quelques années.
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CONTRIBUTIONS OF FLOW CYTOMETRY IN DIAGNOSIS IN
VETERINARY MEDICINE

AUTHOR: Lola MELIN
SUMMARY:

Flow cytometry is a technique developed since the 1970s, which allows the identification
and counting of cells suspended in a liquid. Despite some limitations, this technique has
many advantages such as speed of analysis, diversity of samples that can be analysed,
guantitative results as well as a cost similar to the analyses traditionally used.

In veterinary medicine, and particularly in oncology for the diagnosis of lymphomas and
leukaemias, flow cytometry allows a more precise diagnosis, by determining the type of
lymphocyte involved (T or B), as well as the presence or absence of a certain number of
markers which give valuable information, particularly on the expected prognosis. The results
are obtained more quickly than with light microscopy techniques, such as
immunocytochemistry, which makes it possible to set up or adapt the most complete
treatment possible for the pathology encountered. Flow cytometry can also be used to
search for circulating biomarkers, such as myeloid derived suppressor cells (MDSCs).
These cells represent an interesting cancer biomarker for oncological diagnosis and their
identification in the blood by flow cytometry could, for example, indicate the presence or
absence of metastases.

Flow cytometry is also used in autoimmune diseases affecting the blood's figurative
elements, such as autoimmune haemolytic anaemias and autoimmune thrombocytopenia.
Flow cytometry allows, in the context of these pathologies, in a single analysis to give the
results of several analyses carried out in routine, such as the counting of reticulocytes, the
Coombs test or the detection of activated platelets.

This technique therefore represents a definite technological advance that will soon become
indispensable in veterinary laboratories in a few years' time.
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