Université

Thése d’exercice “J de Limoges

Faculté de Pharmacie

Année 2019 Thése N°

Thése pour le dipléme d'Etat de docteur en Pharmacie

Présentée et soutenue publiquement

le 4 octobre 2019

Par

Myléne Gayet

Né(e) le 31 juillet 1991 a Clermont-Ferrand

Macroglobulinémie de Waldenstrom : intérét diagnostique du
double immunophénotypage lymphocytaire et plasmocytaire et
exploration du statut mutationnel des génes MYD88 et CXCR4

Thése dirigée par M. le Docteur David RIZZO

Examinateurs :

M™e. le Professeur Sylvie ROGEzZ............coiiiiiiii e, Présidente
M. le Professeur Arnaud Jaccard..............ooooiiiiii i Juge
M. le Professeur Jean Feuillard.............cooi Juge
Mme_ |e Docteur Jasmine ChauZeiX...........ouieiniiiii e e Juge
Mme_ |e Docteur Anne-Frangoise Sapin.............cooooiiiiiiiiiiiiii i Membre invité






Thése d’exercice " h’Q iﬂ’ﬁ{fg;is

Faculté de Pharmacie

Année 2019 Thése N°

Thése pour le dipldme d'Etat de docteur en Pharmacie

Présentée et soutenue publiqguement

le 4 octobre 2019

Par Myléne Gayet

Né(e) le 31 juillet 1991 a Clermont-Ferrand

Macroglobulinémie de Waldenstrom : intérét diagnostique du
double immunophénotypage lymphocytaire et plasmocytaire et
exploration du statut mutationnel des génes MYD88 et CXCR4

Thése dirigée par M. le Docteur David RIZZO

Examinateurs :

M™e. le Professeur Sylvie ROGez............coiiiiiiiii e, Présidente
M. le Professeur Arnaud Jaccard..............coiviiiiiii e Juge
M. le Professeur Jean Feuillard.............cooi Juge
M™e, |e Docteur Jasmine ChauzZeiX...........oiiieiiii i Juge
Mme_ |e Docteur Anne-Frangoise Sapin.............cooooiiiiiiiiiiiii i Membre invité



Liste des enseignants

Le 1¢" novembre 2018

PROFESSEURS :

BATTU Serge
CARDOT Philippe
DESMOULIERE Alexis

DUROUX Jean-Luc

FAGNERE Catherine
LIAGRE Bertrand
MAMBU Lengo
ROUSSEAU Annick
TROUILLAS Patrick

VIANA Maryléne

CHIMIE ANALYTIQUE
CHIMIE ANALYTIQUE ET BROMATOLOGIE
PHYSIOLOGIE

BIOPHYSIQUE, BIOMATHEMATIQUES ET
INFORMATIQUE

CHIMIE THERAPEUTIQUE - CHIMIE ORGANIQUE
BIOCHIMIE ET BIOLOGIE MOLECULAIRE
PHARMACOGNOSIE

BIOSTATISTIQUE

CHIMIE PHYSIQUE - PHYSIQUE

PHARMACOTECHNIE

PROFESSEURS DES UNIVERSITES - PRATICIENS HOSPITALIERS DES DISCIPLINES

PHARMACEUTIQUES :

PICARD Nicolas
ROGEZ Sylvie

SAINT-MARCOUX Franck

PHARMACOLOGIE

BACTERIOLOGIE ET VIROLOGIE

TOXICOLOGIE

ASSISTANT HOSPITALIER UNIVERSITAIRE DES DISCIPLINES PHARMACEUTIQUES :

CHAUZEIX Jasmine

JOST Jérémy

MAITRES DE CONFERENCES :

BASLY Jean-Philippe

BEAUBRUN-GIRY Karine

HEMATOLOGIE
(du 01.11.2018 au 31.10.2019)

PHARMACIE CLINIQUE
(du 01.11.2018 au 31.10.2019)

CHIMIE ANALYTIQUE ET BROMATOLOGIE

PHARMACOTECHNIE

Myléne Gayet | Thése d’exercice | Université de Limoges | 2019 4

Licence CC BY-NC-ND 3.0



BEGAUD Gaélle

BILLET Fabrice

CALLISTE Claude

CLEDAT Dominique
COMBY Francis
COURTIOUX Bertrand

DELEBASSEE Sylvie

DEMIOT Claire-Elise

FABRE Gabin

FROISSARD Didier
JAMBUT Anne-Catherine
LABROUSSE Pascal
LAVERDET-POUCH Betty
LEGER David

MARION-THORE Sandrine

MARRE-FOURNIER Francoise
MERCIER Aurélien
MILLOT Marion

MOREAU Jeanne

PASCAUD Patricia

POUGET Christelle

VIGNOLES Philippe

CHIMIE ANALYTIQUE ET CONTROLE DU
MEDICAMENT

PHYSIOLOGIE

BIOPHYSIQUE, BIOMATHEMATIQUES ET
INFORMATIQUE

CHIMIE ANALYTIQUE ET BROMATOLOGIE
CHIMIE ORGANIQUE ET THERAPEUTIQUE
PHARMACOLOGIE, PARASITOLOGIE

MICROBIOLOGIE-PARASITOLOGIE-
IMMUNOLOGIE

PHARMACOLOGIE

SCIENCES PHYSICO-CHIMIQUES ET
INGENIERIE APPLIQUEE

BOTANIQUE ET CRYPTOGAMIE

CHIMIE ORGANIQUE ET THERAPEUTIQUE
BOTANIQUE ET CRYPTOGAMIE
PHARMACIE GALENIQUE

BIOCHIMIE ET BIOLOGIE MOLECULAIRE

CHIMIE ORGANIQUE ET THERAPEUTIQUE
(jusqu’au 31.01.2019)

BIOCHIMIE ET BIOLOGIE MOLECULAIRE
PARASITOLOGIE
PHARMACOGNOSIE

MICROBIOLOGIE-PARASITOLOGIE-
IMMUNOLOGIE

PHARMACIE GALENIQUE — BIOMATERIAUX
CERAMIQUES

CHIMIE ORGANIQUE ET THERAPEUTIQUE

BIOPHYSIQUE, BIOMATHEMATIQUES ET
INFORMATIQUE

Myléne Gayet | Thése d’exercice | Université de Limoges | 2019

Licence CC BY-NC-ND 3.0



ATTACHE TEMPORAIRE D’ENSEIGNEMENT ET DE RECHERCHE :

BOUDOT Clotilde

RIOUX Benjamin

PROFESSEUR CERTIFIE

VERCELLIN Karen

PROFESSEURS EMERITES :

BUXERAUD Jacques
DREYFUSS Gilles

MOESCH Christian

MICROBIOLOGIE
(du 01.09.2018 au 31.08.2019)

CHIMIE ORGANIQUE ET THERAPEUTIQUE
(du 01.09.2018 au 31.08.2019)

ANGLAIS

(jusqu'au 30.09.2019)
(jusqu'au 30.09.2019)

(jusqu’au 01.01.2019)

Myléne Gayet | Thése d’exercice | Université de Limoges | 2019

Licence CC BY-NC-ND 3.0



Remerciements

A Madame le Professeur Sylvie Rogez,

Je vous remercie de me faire 'honneur de présider ce jury. Merci pour vos enseignements lors
de mon passage dans le service de Virologie. Veuillez trouver ici I'expression de mon profond
respect.

A Monsieur le Professeur Arnaud Jaccard,

Vous me faites I'honneur d'apporter votre expérience a la critique de ce travail. Je vous prie
de bien vouloir accepter ma respectueuse considération.

A Monsieur le Professeur Jean Feuillard,

Je vous remercie pour votre encadrement au cours de cette thése et de mon internat. Merci
également pour votre bienveillance, votre disponibilité et votre sympathie. Veuillez trouver ici
I'expression de toute ma gratitude et de mon profond respect.

A Madame le Docteur Jasmine Chauzeix,

Merci d’avoir accepté de juger ce travail, je suis ravie de t'offrir ta premiére place en tant que
membre du jury de thése. Je te remercie pour ton soutien et ta gentillesse.

A Madame le Docteur Anne-Francgoise Sapin,

Je vous remercie d’avoir accepté de juger ce travail et de venir de Clermont-Ferrand, ou tout
a commencé. Merci pour vos enseignements a la faculté qui m’ont donné le golt de
I’'hématologie et votre soutien qui m’a permis de me lancer dans cette folle aventure qu’est
linternat.

A Monsieur le Docteur David Rizzo,

Merci pour tout, ta patience, ta pédagogie et tes lumiéres. Je te remercie pour ta bonne humeur
qui a rendu ce travail si facile, puisses-tu y trouver le témoignage de mon profond respect.

Myléne Gayet | Thése d’exercice | Université de Limoges | 2019 7
Licence CC BY-NC-ND 3.0



A tous ceux qui m’ont apporté leur aide dans la réalisation de ce travail, merci,
A Vincent, avec qui ce travail a commencé, merci pour ton savoir et ta sympathie.

A Adélaide, Marie-Pierre et Mélanie pour votre aide précieuse pendant mes manips en biologie
moléculaire et votre gentillesse.

A Anne, Patricia et Stéphane pour m’avoir laisser squatter dans vos quartiers et pris le temps
de répondre a toutes mes questions.

A Valentin et Paco pour I'analyse bio-informatique, je vous respecte autant que je ne
comprends rien a ce que vous faites.

A Alexis, pour le partage de ton expérience lors du lancement du projet CXCR4.
A Estelle, Nathalie et Franck, pour m’avoir apporté votre expertise tout au long de ce travail.

A Virginie et Nina, pour m’avoir apporté tous ces cafés pendant la rédaction du manuscrit.

A tous ceux qui ont fait de moi linterne que je suis aujourd’hui, merci pour tous vos
enseignements, votre patience, votre gentillesse. J’ai appris de tous et femmeéne avec moi un
excellent souvenir de mon passage a Limoges.

A Jérébme, mon papa au laboratoire sans qui rien n’aurait été possible. Merci pour ta confiance
et tes enseignements.

A mes sportifs du dimanche, toujours prét a venir patauger dans la boue avec moi : Sylvain,
Catalina, Maxime, Yohan, Guigui, Rémy et Marie.

A Marie-Fleur et Marine, mes amies, tendres souvenirs de ce fabuleux voyage écossais.
J’espére vous revoir vite les mamans-CDP.

A tous mes cointernes : Virginie, Nina, Léa, Caroline, Malika, Guillaume, Nicolas, Marine,
Marie-Fleur, Rémy, Cassandra, Sarah N., Robin, Frangois, Mouaffek, Sarah M., Benjamin,
Etienne, Wasfi, Pauline, Marc, Ali, Théo, Sébastien, Charlotte R., Thibaut, Claudia, Charly,
Sophie, Charlotte F. Claire, Blandine, Sammara, Marie-Céleste, Audrey, Camille, Jessica,
Stéphanie, Josselin et ceux que j'oublie.

A mes copains de fac, je clos ce chapitre en passant la derniére. J'espere vous revoir chaque
année dans un gite par temps de pluie : Charlotte, Laureline, Emilie, Floriane, Laurence, Greg,
Bichon et les piéces rapportées qu’'on aime bien quand méme Florian, Loic, Clément et
Noémie.

A Catherine, ma meilleure amie depuis le jour ou je t'ai choisie dans mon équipe au CP.
J'espére qu’'Oxana est fiere de sa marraine. A Cédric, le papa poule.

Myléne Gayet | Thése d’exercice | Université de Limoges | 2019 8
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Aux copains, Pépito, Marion, Clément, Marine C., Manon, Elvina, Marion, Marine S., et
Claudie.

A Doudou, je s’appelle Groot.

A ma belle-famille et a Chichi, toujours présents qu’importe la place, qu’importe I'endroit.

A Amandine, Mathieu et mon Belou. Merci pour tous ces fous rires.

A ma famille, merci de faire partie de ma vie. Lucie, Djé, Soline, Paquinette, Chris et Zouzou.

A mes grands-parents, vous m’avez porté jusqu'ici. Je tourne cette page sans vous. Papy-
doux et Maminette, vous me manquerez tous les jours du reste de ma vie.

A mes parents, qui ne pensaient peut-étre pas m’avoir sur le dos si longtemps, ¢ca y est
Papouni et Timoumou, I'école c’est fini. Merci pour votre amour, votre foi inébranlable en moi
et votre soutien indispensable. Je vous aime.

A ma Zet’, ma vie, mon tout. Merci pour ton soutien sans faille, ta joie de vivre, ta présence,
ton amour, ton « mézémarzel ! » ... tellement de choses que je pourrais en écrire une thése
(mais la non, ¢a suffit). Je t'aime.

A Florian, merci d’étre a mes c6tés depuis les bancs de la fac. En route pour une nouvelle
aventure a Roanne. « Je suis complétement amoureuse de toi ».

Myléne Gayet | Thése d’exercice | Université de Limoges | 2019 9
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Droits d’auteurs

Cette création est mise a disposition selon le Contrat :
« Attribution-Pas d'Utilisation Commerciale-Pas de modification 3.0 France »
disponible en ligne : http.//creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/fr/

@030

Myléne Gayet | Thése d’exercice | Université de Limoges | 2019
Licence CC BY-NC-ND 3.0

10



Table des matieres

Liste des abréviations..........oooeie e 18
IR o o 11 o 1 o o 21
I.1. La Macroglobulinémie de Waldenstrom ..............cooiiiiiiiiiiiiiiiie e, 21

R P O I =1 1 o ) PSPPI 21
[.1.2. EPIAEMIOIOTIE ....cciiiiiiiiiiieeee et 22
I TR = i (o) [ Yo 1 = PR 23
[.1.4. PhySiopatholOgi€ .........ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiei e 23
1.1.4.1. Cellule d’origine du clone de MW ..o e, 23
1.1.4.1.1. Rappel sur le processus de la lymphopoi€se.............coeevvvieiiiieeieeinninnnnn. 23
1.1.4.1.2. Hypothese sur l'origine du clone MW...........coooiiiiii 25

[.1.4.2. MULatioNS d@ MYDS8S.........cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 25
[.1.4.3. MULAtiONS A€ CXCRA ... 29
1.1.4.4. Autres altérations génétiqQUES...........cooiiiiiiiiiiii e 33

1.1.5. DIiagnoStiC ClINIQUE........ccoiiiiiice e e 35
[.1.5.1. SIGNES GENEIAUX ....ceiiiiiiiiiiiiie ettt e e e e e e e e eeee e e e e e e anes 35
1.1.5.2. Signes liés a l'infiltration tumorale .............cccccoii i, 35
1.1.5.3. Signes liés a I'lgM monoclonale SEriqUe..............ooocuiiiiiiiieiiiiiiieeee e 36
1.1.5.3.1. Manifestations liées aux propriétés physicochimiques de I'lgM................ 36
1.1.5.3.2. Manifestations liées aux propriétés antigéniques de I'lgM ....................... 38

[.1.6. DiagnostiC DIOIOGIQUE .........ccoiiiiiiiiiiiiiii i 38
[.1.6.1. Immunochimie : électrophorése des protéines Sériques...........ccccceeeeeeeeeerennn, 38
[.1.6.2. HEMOGIamMIME ... 39
1.1.6.3. Myélogramme et biopsie ostéomédullaire ..............cooooeiiiiiiiiiiieieeeeen 39
1.1.6.4. Immunophénotypage lymphocytaire par cytométrie en flux............................ 40
[.1.6.5. Biologi€ MOIECUIAINE ........ccooiieeeee e 43
[.1.6.6. CYIOGENEHIQUE......oeiiiiiei e e e e e e e e e e e e aeeenes 43

0 L T A0 = o Tod 1 o = 44
1.1.6.8. AULO-IMMUNITE ..ot e e e e e e e e e e e e e eeeees 44

1.1.7. Diagnostics differentiels...........cccoooeiiiiiiiiiii i 44
[.1.7.1. MW et phases précoces de la maladie (M-MGUS et sSMW)...........ccccceeernnnns 44
1.1.7.2. Lymphome de la zone marginale (LZM)............coooiirmiiiiiiiiiiiieeee e, 45
1.1.7.3. Leucémie lymphoide ChroniquUe.............ooeiiviiiiiii e 46
[.1.7.4. Myélome multiple @ IgM ... 47

1.1.8. Evolution — CompliCations ...........cooiiiiiiiiie e 47
1.1.9. Prise en charge symptomatique et/ou spécifique de la MW.............cceevvevieinnnnn. 47
1.1.9.1. Indications de traitement ..o 47
1.1.9.2. ThErapeULIQUE......ceeviie et e e e e e e et e eeaaeaeeeens 48
1.1.9.2.1. Traitement symptomatique ...........oouuiiii i 48
1.1.9.2.2. Traitement de premiere ligne ............ceeiiiiiiiiiiiicce e, 48
1.1.9.2.3. Traitement des récidives et des formes réfractaires............ccccevvvvveeeennn. 49

1.1.9.3. Criteres de réponse thérapeutique ...........ccoooeeieiiiiiiiii e, 50
1.1.10. Facteurs pronOStIQUES ...........uiiiiiiiieeeee e 51

LR o] [=Tox 1] 3PP 53
(1. Matériel € MEtNOTE......... e ittt sneeesansennnnne 54
Lt T = 1= ) S 54
Myléne Gayet | Thése d’exercice | Université de Limoges | 2019 (N

Licence CC BY-NC-ND 3.0



[11.2. Relecture cytologique MEAUIIAINe ..........ccooeiiieeee e 55

[11.3. Immunophénotypage lymphocytaire et plasmocytaire............ccoooeeeeeieeeiieeieeeeeeeen 55
I11.4. Revue diagnostique combinant cytologie et cytomeétrie.............ccoevvvvieiiiiiieiieeeiinnnen, 57
[11.5. Biologie moléculaire : exploration des mutations de MYD88 et CXCR4 .................... 58
1 T O 4 =T o e N I | PP 58
[11.5.2. Détermination du statut MYDS8S.............coooviiiiiiiiiiiie e 59
[11.5.2.1. PCR spécifique d’allele MYD88 L265P ..........ccoooeeeieeieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 59
111.5.2.2. Séquencage Sanger du géne MYDS8S8.............ccooiiieiiieiiiiieieeeee e, 61

[11.5.3. PCR spécifique d’alléle CXCR4 S338X .....ccovvviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 63
111.5.4. Séquencage du geNe CXCRA..........ooumieei e 64
[11.5.4.1. Préparation des [ibrairies...........coooiiieiiiiiiici e 64
[11.5.4.1.1. PCR d’amplification des cibles CXCR4............cccooveveeiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeee, 65
111.5.4.1.2. PCR de liaison des adaptateurs lllumina®................ccccocveeiiiieeeieennnnnnnn. 67

[11.5.4.2. Validation des librairi€s ...........uuuioii e 69
111.5.4.3. Préparation du pool de librairies............cuveeiiiiiiiiiiiicce e, 69
[11.5.4.4. Séquencage haut débit .............coii i e, 70
[11.5.4.4.1. Préparation des réactifs Hlumina®.............cccccceevveeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 70
111.5.4.4.2. Séquencage sur MiSeq llumina®..............ccovviiiiiiiiiiiiiiiicee e, 70
[11.5.4.4.3. Analyse bio-informatique des données de séquengage............c............ 71

Y =TT U] €= P 73
IV.1. Caractéristiques Pati€nts ........ccooiiiiiiiiie e 73
IV.2. Relecture CYtOIOGIQUE ........ooieeiieeeee e e e 73
IV.3. Quantification du clone en cytométrie et reclassification diagnostique...................... 75
IV.4. Analyse qualitative des immunophénotypages ...........coevvvveeiiiiiiiiieiiicce e, 76
IV.4.1. Caractérisation du phénotype lymphocytaire tumoral...................oooiiiiiiiiennn. 76
IV.4.2. Caractérisation du phénotype plasmocytaire tumoral .............cccoeevvvvvviiiiiieennnn. 78
IV.4.3. Analyse quantitative des populations tumorales..............cccccvieiii i, 81
IV.5. Statut MYD88 et classification diagnostique .............cccuuuiiiiiiiiiiiiiie e 83
IV.6. Exploration des mutations de CXCRA.........ccooe oo 85
IV.6.1. Evaluation de la PCR spécifique d’alléle pour dépister la mutation CXCR4 S338X
...................................................................................................................................... 85
IV.6.2. Mutations de CXCR4 identifiées par séquengage haut débit..............c....cc.... 86
IV.7. Intégration de I'ensemble des résultats biologiques et interprétation ....................... 91
LY I o U1 T o PR 94
V.1. Recrutement de 1a CONOIE .......oooeiiiii e 94
V.2. Recueil des €ChantilloNS ..............uuuuiiuiiiiiiiiiiiiiiieiiieiie e eeeeeneneeeeenenees 95
V.3. REVUE iagNOSTIQUE ... 95
V.4. Analyse immunophénotypique du clone lymphoplasmocytaire .............c..oooevveeeiinnneen. 95
V.5. Analyse moléculaire : exploration des mutations de MYD88 et CXCR4..................... 97
VI. Conclusion et PErSPECLIVES ........uvuuiiiiiiee e e 100
Références bibliographiQUES ...........cooiiiiiiiiiiiee e 101
Y ] 1= (LR 111
SermMENt D& Gali€N .......coooiieiei e 124
Myléne Gayet | Thése d’exercice | Université de Limoges | 2019 12

Licence CC BY-NC-ND 3.0



Table des illustrations

Figure 1 : Immunoglobuline monoclonale p ou macroglobuline d’aprés Sapparapu et al. (2)21

Figure 2 : Différenciation des cellules B dans le centre germinatif des organes lymphoides
secondaires d’apres KUPPEIS (15) ....ueuuieieiie ittt 24

Figure 3 : La maturation cellulaire normale B. La MW proviendrait de cellules ayant subi le
processus d’hypermutation somatique au niveau des ganglions lymphatiques sans
commutation de classe d’aprés Ghobrial et al. (21). ......cooiiuiiiiiiiiii e 25

Figure 4 : Structure de MYDB88. Le domaine TIR se composent d’hélices a représentées en
rouge, de feuillets § en jaune et de boucles BB ou « B-B loop ». Les mutations les plus
courantes sont notées en noir. Adapté d’aprés Gay et al. (23) et Ngo et al. (24) .................. 26

Figure 5 : Toll-like Receptors et sa protéine adaptatrice cytoplasmique MYD88, modifié
d’APrES TASSIA €F Al (25) ...eeeeeeee et 26

Figure 6 : Voie de signalisation NFkB MYD88-médiée, d’aprés Treon et al. (31) et adapté
A’APIES LiN ©F @l (28t aa e 27

Figure 7 : Signalisation de MYDB88 et expression de NFkB p65 dans le noyau de cellules
Waldenstrom d’aprés Treon et al. (31) ..o 28

Figure 8 : Voies de signalisation MYD88 médiée adapté d’aprés Sino Biological® (39) ....... 29

Figure 9 : Structure tridimensionnelle de CXCR4 et principales mutations touchant sa partie
C-terminale retrouvées dans la MW et le syndrome de WHIM. La mutation la plus fréquente
dans la MW, S338X, est signalée par la fleche rouge (44) ........ccccoiiiiiiiiiieeeeen 30

Figure 10 : La voie de transduction CXCR4-CXCL12-CXCRY7. Les voies activatrices sont
représentées par des lignes droites, les voies inhibitrices par des lignes en pointillés. D’aprés
N Yorz 1L I 13 ) TR PSP 31

Figure 11 : Mécanisme de la neutropénie congénitale sévére dans le syndrome WHIM.
D’aprés McDermott ©f MUIDRY (46)........ooi ettt a e e 32

Figure 12 : Les mutations somatiques de CXCR4 dans la MW sont similaires a celles
retrouvées dans le syndrome de WHIM. D’apres Hunter et al. (36) ...........ccoouiiuiiieeeeiennnnnnnes 33

Figure 13 : Fréquence des diverses anomalies génétiques retrouvées dans la MW (53-56)34

Figure 14 : Examen du fond d’ceil d'un patient atteint de MW montrant des signes
d’hyperviscosité : des hémorragies périphériques (a gauche) et des vaisseaux rétiniens
dilatés (a droite) d’aprés Treon et al. (19). .....ccooueiiiiiiii e 36

Figure 15 : Cryoglobulinémie se manifestant par une acrocyanose sévére chez un patient
atteint de MW avant (A) et apres (B) réchauffement et plasmaphérése, d’apres Treon et al.

Figure 17 : Biopsie ganglionnaire d’'un patient atteint de MW, d’aprés Swerdlow et al. (3)....40
Figure 18 : Immunophénotype du clone MW : (A) Lymphocytes B tumoraux (B) Plasmocytes

tumoraux, d'aprés Gascue €f @l. (T3).......uuueiiii i 41
Figure 19 : Classification de la MW et des troubles liés a 'lgM (4) ......coooveeemiiieiiiieeiiiieiinnn, 45
Myléne Gayet | Thése d’exercice | Université de Limoges | 2019 13

Licence CC BY-NC-ND 3.0



Figure 20 : Sélection des patients de 12 SErie ... 54

Figure 21 : Calcul du pourcentage de lymphocytes tumoraux infiltrant la moelle osseuse ....57

Figure 22 : Arbre décisionnel utilisé pour le reclassement diagnostique..................ccceennnnen. 58
Figure 23 : Amorces spécifiques d’alleles de la PCR-AS MYD88 L265P, d’aprés Varettoni et
T G X SRR 59

Figure 24 : Amorces spécifiques pour le séquengage Sanger du domaine TIR de MYD88 ..61
Figure 25 : Amorces spécifiques d’alleles de la PCR-AS CXCR4 S338X, d’apres Xu et al.

Figure 26 : Position des deux couples d’amorces dans la partie C-terminale de CXCR4......64

Figure 27 : Amorces de PCR des deux cibles de CXCR4 avec la séquence de liaison a

= To F=T 0] €= 1 (T | P 65
Figure 28 : PCR d’amplification des cibles CXCRA4............oooiiiiiiiiiiiiiiiee e 66
Figure 29 : PCR de liaison des adaptateurs lllumina®.............ccccccceeeiiiiiiiciicciee e, 68
Figure 30 : Calcul de conversion des concentrations massiques en concentrations molaires
............................................................................................................................................. 69
Figure 31 : Séquenceur MiSeq Hlumina® (115) .......couviiiiiiiiie e 70
Figure 32 : Pipeline utilisé pour 'appel de variants ............coooiiiiiiiiiiiiiiei e, 72
Figure 33 : Proportion de patients dans chaque groupe diagnostique présentant des
lymphoplasmocytes ou des mastocytes dans la moelle au diagnostic...............ccccevveiiiinnnnnes 74
Figure 34 : Moelle osseuse d’un patient MW au x1000, on observe un plasmocyte (en haut a
gauche), un continuum lymphoplasmocytaire et un mastocyte (en bas sur I'image)............. 74
Figure 35 : Moelle osseuse d'un patient MW au x1000, on observe un continuum de
différenciation lymphoplasmocytaire et un mastocyte.........cccccceeeiiiiiiiiiiiii 75
Figure 36 : Exemple de fenétrage des lymphocytes totaux, des lymphocytes B et de leurs
ChATNES IEGEIES K/ ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e aeeaaeens 75
Figure 37 : Résultats de la revue diagnostique..............ccoiiiiiiiiiiiiiici e, 76
Figure 38 : Immunophénotypage lymphocytaire dans le cas d’'un M-MGUS. ......................... 77
Figure 39 : Pourcentage de lymphocytes B totaux exprimant le CD38. Test statistique
ANOVA (analysis of variance) au riSQUE 0 S%0. .........uuuuuuuuuuuueieerineneieeeeeenneneennnnennnnnnennnnennnne 77
Figure 40 : Immunophénotypage lymphocytaire dans le cas d'un LPL A IgG.........cccceeenne. 78
Figure 41 : Immunophénotypage lymphocytaire dans le cas d’'un G-MGUS ......................... 78
Figure 42 : Expression du CD19 et du CD56 sur les plasmocytes monotypiques de la série
de patients (MW, M-MGUS et autres lymphomes)..........ccooviiiiiiiiiiiiiieeeee e 79
Figure 43 : Expression du CD20 sur les plasmocytes monotypiques de la série de patients
(MW, M-MGUS et autres lymphomMES)...........uuiiiiiiiiiiiiie et 79
Figure 44 : Expression du CD19, du CD20 et du CD56 sur les plasmocytes (A) de MW, (B)
de moelle réactionnelle, (C) de myélome, (D) de LPL et (E) de G-MGUS.............cccvveeeeeeenn. 80
Myléne Gayet | Thése d’exercice | Université de Limoges | 2019 14

Licence CC BY-NC-ND 3.0



Figure 45 : Fréquence de la monotypie plasmocytaire selon le taux d’IlgM monoclonale ...... 81

Figure 46 : Ratio entre les populations monotypiques plasmocytaires et lymphocytaires,

exprimé en pourcentage. Test statistique ANOVA au risque de 5%. ......ccooeeeeeeeeeiiiiiiieeeennnn. 82
Figure 47 : Ratio entre les populations lymphocytaires monotypiques et polytypiques exprimé
en pourcentage. Test statistique ANOVA au risque de 5%. .....cccooeeeeiieiiiiiiieiieeeeeeeeen 82
Figure 48 : Ratio entre les populations plasmocytaires monotypiques et polytypiques exprimé
en pourcentage. Test statistique ANOVA au risque de 5%.......ccoeeeeeeeeiiiiiiiieiieeeeeeeeeeen 83
Figure 49 : Résultats de PCR-AS MYD88 L265P (migration électrophorétique au MultiNa™)
pour 4 patients de la cohorte (T signifie tmoin) ... 84
Figure 50 : Mutation ¢.794T>C, p.L265P de MYD88 identifiée par séquencage Sanger et
faiblement positive en PCR spécifique d’'alléle ..............cooiiiiiiiiiiiiiii e, 84

Figure 51 : Mutation c.649G>T, p.V217F de MYDB88 identifiée par séquengage Sanger ...... 85

Figure 52 : Mutations ¢.656C>G, p.S5219C et c.657T>C, p.S219C de MYD88 identifieées par
Y=o (UL aTor=To [T 7= o To = T 85

Figure 53 : Résultats de PCR-AS CXCR4 S338X (migration électrophorétique au MultiNa™)
pour 10 patients de 1a CONOME ..........cooriiii e 86

Figure 54 : Mutation c.C1013G, p.S338X de CXCR4 retrouvée chez le patient 1 et vérifiée
=LYYo (VL= aloz= To oI T= T o 1= PO 86

Figure 55 : Test de la température d’élongation du programme de la PCR d’amplification :
Tm de 63°C, 64°C et 65°C sur 2 patients de la série (migration électrophorétique au
Y U1 = TSROSO 87

Figure 56 : Validation des librairies de séquengage pour 7 patients de la série (migration
électrophorétique au MUIING™) .. ... ... 88

Figure 57 : Représentation graphique du score qualité attribué a chaque cycle du
séquencgage (le séquengage en paired-end implique deux lectures de chaque séquence : R1

Figure 58 : Représentation schématique des différentes mutations somatiques retrouvées
par séquencage haut débit dans le domaine C-terminal de CXCR4 parmi les échantillons de
F= [ oTo] g o] o (=Y PSP 90

Figure 59 : Fréquence des mutations de MYD88 et CXCR4, d’'une population monotypique
lymphocytaire ou plasmocytaire, de la présence de lymphoplasmocytes et de mastocytes en

cytologie et d’'un taux d’IgM monoclonale > 3 g/L selon le diagnostic. .............cceeeeeeeeeeeeennn. 91
Figure 60 : Fréquence des monotypies lymphocytaires et plasmocytaires selon le statut

MYD88 (VPP : Valeur Prédictive Positive, Sp : SPEcCIfiCité) .......ccooeveiviriiiiiiiiiiiee e, 92
Figure 61 : Principe d’'un cytométre en flux (126)............ooeeiiiiiiiiiiie e 113
Figure 62 : Présentation des résultats de cytométrie en flux...........ccccoooiiiiiiiiiiiici e, 114
Figure 63 : Principe de [a PCR (128) ...t 118
Figure 64 : Principe de la PCR spécifique d’alléle (129) ..o 118
Figure 65 : Principe de la méthode de séquencage Sanger (130) .....ccooeeeeiiiiiiiiieiiieeeeeeenn, 119
Myléne Gayet | Thése d'exercice | Université de Limoges | 2019 15

Licence CC BY-NC-ND 3.0



Figure 66 : Séquengage Haut Débit, outil incontournable de biologie moléculaire (131).....120

Figure 67 : Principe de la technologie lumina® (132).......ccccooiiiiiiiiiiiiiieiieeeeee e 121

Myléne Gayet | Thése d’exercice | Université de Limoges | 2019 16
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Table des tableaux

Tableau 1 : Différences immunophénotypiques entre lymphocyte B normal et cellule

monotypique de MW, d’aprés GasCue €t @l. ............ouuueiiiiiiiiiiiiee e 42
Tableau 2 : Score de MatULes.........oooiiiiiiiiiii e 42
Tableau 3 : Table comparative des clés diagnostiques entre lymphome de la zone marginale
et lymphome lymphoplasmocytaire/macroglobulinémie de Waldenstrom ............cccccccce.. 46
Tableau 4 : Classification des réponses thérapeutiques dans la MW, d’aprés Owen et al.

(107 ) ettt et et e et e e e b e e et e e e e s 51
Tableau 5 : Index pronostique international (ISSWM) d’aprés Buske et Leblond (101)......... 52
Tableau 6: Composition des mélanges d’anticorps pour le panel lymphocytaire................... 55
Tableau 7 : Composition des mélanges d’anticorps pour le panel plasmocytaire.................. 56
Tableau 8 : Composition du mix de la PCR-AS MYD88 L265P ..........cccccooeiiiiiiiiiiiiieieeeeeieeea, 60
Tableau 9 : Programme d’amplification de la PCR-AS MYD88 L265P...........ccccccceeeiiiieennnn, 60
Tableau 10 : Composition du mix de la 1 PCR du séquengage Sanger...............ccceeueene.. 61
Tableau 11 : Programme d’amplification de la 1° PCR du séquengage Sanger.................. 62
Tableau 12 : Composition du mix de la 2°™ PCR du séquengage Sanger .........c...ccccceee.... 62
Tableau 13 : Programme d’amplification de la 2°™ PCR du séquengage Sanger................. 62
Tableau 14 : Composition du mix de la PCR-AS CXCR4 S338X........ceeeiiieeiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeans 64
Tableau 15 : Composition du mix de PCR d’amplification de CXCR4...........cccccovceeeieieeenennn, 66
Tableau 16 : Programme d’amplification de la 1°™ PCR de séquengage de CXCR4 ............ 67
Tableau 17 : PCR de liaison des adaptateurs Hlumina®...............ccoovvviiiiiiiiiiiiiiiiiceec e, 68
Tableau 18 : Programme d’amplification de la 2°™ PCR de séquengage de CXCR4........... 69

Tableau 19 : Mutations somatiques retrouvées par séquengage haut débit dans le domaine
C-terminal de CXCR4 parmi les échantillons de la cohorte (le patient double muté CXCR4
€St SIGNAIE PAI UN ™) ettt e et e e e e e e aaa e as 90

Tableau 20 : Comparaison des taux d’IgM monoclonale, de l'infiltration médullaire tumorale,
des manifestations cliniques et de la présence d’un syndrome d’hyperviscosité chez les
sujets mutés et non mutés CXCR4 de la série de patients ...........ccoooveviiiiiiiiiiiiiicieccee e, 93

Myléne Gayet | Thése d’exercice | Université de Limoges | 2019 17
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Liste des abréviations

AC : Adénylate Cyclase

AID : Activation-Induced cytidine Deaminase

AL : Amylose a chaine Légére d'immunoglobuline
AMPc : Adénosine Monophosphate Cyclique

ANOVA : Analysis of Variance

ARID1A : AT-rich Interactive Domain 1A

BAM : Binary Alignment Map

BDR : Bortézomib Dexaméthasone Rituximab

BOM : Biopsie Ostéo-Médullaire

BTK : Bruton Tyrosine Kinase

bwa : Burrows-Wheeler Alignment tool

CBRS : Centre de Biologie et de Recherche en Santé
CHU : Centre Hospitalier Universitaire

CMF : Cytométrie en Flux

CRP : Protéine C Activée

CSV : Comma-Separated Values

CXCR4 : CXC-Chemokine Receptor-4

DD : Death Domain

DLBCL : Lymphome B Diffus a Grandes Cellules
DRC : Rituximab Cyclophosphamide Dexaméthasone
EDTA : Ethyléene Diamine Tétra-Acétique

ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

EPS : Electrophorése des Protéines Sériques

FASTA : Fast Alignment

FASTQ : Fast Alignment Quality

FISH : Fluorescence In Situ Hybridization

FLC : Free Light Chain

FR : Facteur Rhumatoide

FSC : Forward Scatter

G-MGUS : Gammapathie Monoclonale de Signification indéterminée a IgG
GRCh37 : Genome Reference Consortium Human build 37
GRK : G protein-coupled Receptor Kinase

Myléne Gayet | Thése d’exercice | Université de Limoges | 2019
Licence CC BY-NC-ND 3.0



HMS : Hypermutation Somatique

Ig : Immunoglobuline

IgM : Immunoglobuline Monoclonale p

IgV : Integrative Genomics Viewer

IL : Interleukine

IL-1R : Récepteur a I'Interleukine 1

IP3 : Inositol-trisphosphate

IPSSWM : International Prognostic Scoring System for Waldenstrém Macroglobulinemia
IRD : IgM-Related Disorders

IV : Intra-Veineux

IKB : Inhibitor of Kappa-B

IKK : Inhibitor of Kappa-B Kinase

kDA : Kilo-Dalton

LCR : Liquide Céphalo-Rachidien

LDH : Lactate Déshydrogénase

LFA-1: Lymphocyte Function-associated Antigen 1

LLC : Leucémie Lymphoide Chronique

LLR : Leucine-Rich Repeat

LNH : Lymphome Non Hodgkinien

LPL : Lymphome Lymphoplasmocytaire

LZM : Lymphome de la Zone Marginale

MAG : Myelin Associated Glycoprotein

MBL : Monoclonal B-cell Lymphocytosis

MFI : Mean Fluorescence Intensity

MGUS : Gammapathie Monoclonale de Signification indéterminée
MM : Myélome Multiple

M-MGUS : Gammapathie Monoclonale de Signification indéterminée a IgM
MW : Macroglobulinémie de Waldenstrom

MYDB88 : Myeloid differentiation primary response gene 88
NFS : Numération et Formule Sanguine

NFkB : Nuclear Factor-Kappa B

NGS : Next Generation Sequencing

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

ORR : Overall Response Rate

Myléne Gayet | Thése d’exercice | Université de Limoges | 2019
Licence CC BY-NC-ND 3.0

19



PAS : Periodic Acid-Schiff

pb : Paires de Bases

PCR : Polymerase Chain Reaction

PFS : Progression-Free Survival

PIP2 : Phosphatidyl-Inositol-diphosphate
PLC : Phospholipase C

PRRs : Pattern Recognition Receptors

R : Rituximab

RCPG : Récepteur Couplé aux Protéines G
SC : Sous-Cutané

SDF-1 : Stromal Derived Factor-1

SLL : Small Lymphocytic Lymphoma

SLP : Syndrome Lymphoprolifératif

sMW : Macroglobulinémie de Waldenstrom smoldering
SNC : Systéme Nerveux Central

SNP : Single Nucleotide Polymorphism

Sp : Spécificité

SSC : Side Scatter

SWI/SNF : Switch Mutants/Sucrose Non-Fermenting
TAK1 : TGFp Activated Kinase 1

TLRs : Toll-like Receptors

Tm : Temperature of melting

TRAFG6 : Tumor necrosis factor Receptor-Associated Factor 6
VAF : Variant Allele Frequency

VCF : Variant Call Format

VEP : Variant Effect Predictor

VHC : Virus de I'Hépatite C

VIH : Virus de 'lmmunodéficience Humaine
VLA-4 : Very Late Antigen-4

VPP : Valeur Prédictive Positive

WGS : Whole Genome Sequencing

WT : Wild type

Myléne Gayet | Thése d’exercice | Université de Limoges | 2019
Licence CC BY-NC-ND 3.0

20



l. Introduction

I.1. La Macroglobulinémie de Waldenstrom

1.1.1. Définition

En 1944, le professeur Jan Gosta Waldenstrom décrit dans la revue Acta Medica Scandinavica
(1), le cas de deux patients présentant épistaxis et adénopathies. Il observe également la
présence dune anémie normochrome associée a une thrombocytopénie, une
hypofibrinogénémie, une vitesse de sédimentation augmentée, une hypoalbuminémie et une
infiltration médullaire par des lymphocytes. A la différence des cas de myélome multiple (MM),
caractérisés par une infiltration plasmocytaire médullaire, aucune douleur osseuse ni aucune
anomalie radiographique ne sont relevées. Cependant, il met en évidence dans les deux cas,
la présence en excés d’'une globuline de haut poids moléculaire. Celle-ci migre dans la zone
suivant les B-globulines a I'électrophorése des protéines sériques (EPS). Il s’agit de
limmunoglobuline monoclonale p (IgM) alors appelée macroglobuline. En effet, seules les
immunoglobulines (Ig) de d’isotype IgM ont la capacité de s’assembler entre elles afin de
former une structure pentamérique de haut poids moléculaire (900 KDa, Figure 1) alors que
les autres types d’lg (IgA, IgG, IgD et IgE) restent monomériques a I'exception des IgA
sécrétoires libérées sous forme de diméres. Cette premiére description reste a ce jour
caractéristique de la clinique et des anomalies biologiques de la Macroglobulinémie de
Waldenstrom (MW).

J chain

Monomer IgM Pentamer IgM

Figure 1 : Immunoglobuline monoclonale p ou macroglobuline d’aprés Sapparapu et al. (2)

L’'Organisation Mondiale de la santée (OMS) classe la MW parmi les lymphomes
lymphoplasmocytaires associés a une IgM monoclonale (3). Cest un syndrome
lymphoprolifératif B caractérisé par une infiliration médullaire de cellules
lymphoplasmocytaires clonales se déclinant morphologiquement sous la forme d'un
continuum de différenciation allant du lymphocyte mdr au plasmocyte mature. Cette population
tumorale sécréte 'immunoglobuline qu’elle produit (IgM) et celle-ci s’accumule dans le sérum
(pic monoclonal sérique de nature IgM a 'EPS).
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Le diagnostic de cette hémopathie lymphoide repose sur quatre critéres définis lors du
second Workshop International de la MW qui s’est tenu en 2003 (4) :

o Présence d’'une IgM monoclonale sérique, quelle que soit sa concentration

o Infiltration médullaire par de petits lymphocytes présentant une différenciation
plasmocytaire

o Infiltration de type paratrabéculaire, interstitielle ou diffuse de la moelle osseuse
observée a la biopsie ostéomédullaire (BOM) selon le stade de la maladie

¢ Profil immunophénotypique : Ig de surface de type M, CD5+, CD10-, CD19+, CD20+,
CD22+, CD23-, CD25+, CD27+, FMC7+, CD103-, CD138-

1.1.2. Epidémiologie

La Macroglobulinémie de Waldenstrom est une affection rare, représentant 1 a 2% des
hémopathies malignes et dont l'incidence est de 3.8 par million d’habitants par an (5). L’age
meédian au diagnostic est d’environ 70 ans, avec une prédominance masculine (ratio
homme/femme : 2/1) et une incidence plus élevée chez les sujets Caucasiens que chez les
sujets Afro-Ameéricains (5,6).

La survie médiane est de plus de 10 ans pour les sujets de moins de 70 ans, 6 ans pour ceux
agés de 70 a 79 ans et de 4 ans pour ceux de plus de 80 ans. Chez les patients atteints de
MW, la mortalité est imputable a la maladie dans seulement 28% des cas. Parmi les causes
de déces les plus fréquentes on retrouve les tumeurs solides (20.1%), les incidents cardiaques
(14.5%) et 28.6% d’entre elles ne sont pas connues (7).

Il existe des formes familiales de la MW, elles sont définies par la présence d'une atteinte
lymphoproliférative B chez un parent du premier ou second degré par rapport au patient
princeps. En effet, un sujet au premier degré d’un patient atteint de MW a 20 fois plus de risque
de développer une MW et 3 a 5 fois plus de risque de développer un autre SLP B (LNH, LLC,
MGUS) (8). De plus, ces MW familiales correspondraient a des formes plus graves avec des
atteintes médullaires plus importantes, une apparition plus précoce, une réponse et une survie
sans progression plus faible sous Rituximab que les formes sporadiques (9).

La gammapathie monoclonale de signification indéterminée a IgM (M-MGUS, pour IgM
Monoclonal Gammapathy of Undetermined Significance), constitue le principal facteur de
risque de la MW avec une probabilité de progression estimée a 1.5% par an (10). En effet, il
s’agit dans la plupart des cas de la méme entité nosologique que la MW, mais a un stade trés
précoce (4).
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1.1.3. Etiologie

La Macroglobulinémie de Waldenstrom ne présente pas de facteur causal clairement identifié.
Cependant, certains désordres dysimmunitaires et divers facteurs génétiques semblent
impliqués dans la lymphomagénése de la MW.

L’éventuelle implication d’'une stimulation antigénique de ces lymphocytes B dans la
lymphomagénése a donc été largement étudiée. De nombreux travaux rapportent un risque
accru de développer un lymphome lymphoplasmocytaire (LPL)/MW chez les sujets présentant
des pathologies auto-immunes (sclérose systémique, syndrome de Gougerot-Sjdégren, anémie
hémolytique auto-immune, polymyalgie rhumatismale et artérite a cellules géantes),
infectieuses (hépatite C, VIH, rickettsioses, cytomégalovirus, ...), allergiques et inflammatoires

(11).

Des facteurs génétiques ont également été documentés dans les formes familiales de la MW,
notamment des remaniements impliquant les locus des régions chromosomiques 1q (D15249)
et 4q (D4S3030) (12). De plus, chez ces patients, il a été démontré que certains facteurs
environnementaux, tels que I'exposition aux solvants organiques ou aux pesticides,
augmentaient le risque de développer la maladie (13).

1.1.4. Physiopathologie
1.1.4.1. Cellule d’origine du clone de MW

1.1.4.1.1. Rappel sur le processus de la lymphopoiése

La production des lymphocytes B a lieu en 2 étapes. La phase initiale se déroule dans la
moelle osseuse et est indépendante de la stimulation antigénique. La seconde phase a lieu
dans les organes lymphoides secondaires et correspond a la réponse a un antigéne.

Phase indépendante de I’antigéne (moelle osseuse)

La cellule souche hématopoiétique totipotente donne naissance aux progéniteurs pluripotents
qui eux-mémes engendre les progéniteurs communs myéloides et lymphoides. Le progéniteur
lymphoide a la capacité de se différencier en précurseurs B, T, NK et cellules dendritiques
plasmacytoides. Le précurseur B prolifére et se différencie sous l'influence de I'lL-7 par des
remaniements successifs des génes d’lg. Il passe par un premier stade pro-B, puis pré-B, un
stade immature B avec expression de la chaine lourde p intracytoplasmique et enfin un stade
B mature avec expression d’une IgM de surface.

Les B matures sont contre-sélectionnés lors de la rencontre avec les Ag du soi ; une réactivité
excessive face au « soi » les entrainent alors vers I'apoptose (processus de mort cellulaire
programmée). Cette sélection négative permet ainsi d’éliminer les lymphocytes B auto-réactifs.
Les B matures qui passent cette premiére étape de sélection deviennent des lymphocytes B
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matures naifs avec coexpression d’une IgM et d’une IgD de surface. Ces cellules naives ou
transitionnelles quittent alors la moelle osseuse pour rejoindre les organes lymphoides
secondaires.

Phase dépendante de I’'antigéne (organes lymphoides secondaires)

Cette phase survient lors de la réponse immunitaire a un antigéne du non soi. Les lymphocytes
B mobilisés dans cette réponse interagissent avec les lymphocytes T qui stimulent la
prolifération des B par la sécrétion de diverses cytokines (en particulier I'll-2, I'lL-4 et I'lL-10)
(14). Parmi ces lymphocytes B, certains sécréteront une IgM de faible affinité pour I'antigéne,
les autres migreront vers les follicules primaires ou ils seront soumis a une intense
prolifération. Les follicules primaires deviennent alors centres germinatifs (ou follicules
secondaires).

C’est ici, dans le centre germinatif, que se poursuit la maturation du lymphocyte B. Elle
consiste d’abord en un processus de maturation de I'lg exprimée par la cellule reposant sur le
phénoméne d’hypermutation somatique (HMS) médiée par 'enzyme AID (activation-induced
cytidine deaminase). L'HMS permet de générer des lymphocytes B avec une Ig de haute
affinité pour I'’Ag. Elle consiste en l'introduction de mutations dans la séquence d’ADN codant
pour 'immunoglobuline. Les lymphocytes B sont alors soumis a une sélection positive face a
I’Ag du non soi. Seules les cellules avec une Ig fonctionnelle et de haute affinité survivent, les
autres sont éliminées par induction d’apoptose. Secondairement aux hypermutations
somatiques, le processus de commutation isotypique ou switch, permettra la production des
autres isotypes d’lg (IgA, 1gG, IgE). Ces lymphocytes B ayant subi des hypermutations
somatiques du géne des Ig et changé d’isotype (IgA, IgG, IgE) deviendront alors soit des
plasmocytes producteurs d’anticorps, soit des lymphocytes B mémoires puis migreront vers la
pulpe rouge de la rate, la médullaire ganglionnaire ou la moelle osseuse (Figure 2) (15).
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Figure 2 : Différenciation des cellules B dans le centre germinatif des organes lymphoides
secondaires d’apres Kiippers (15)

Myléne Gayet | Thése d’exercice | Université de Limoges | 2019 24
Licence CC BY-NC-ND 3.0



1.1.4.1.2. Hypothése sur I'origine du clone MW

Le statut mutationnel des génes de la région variable (V) des sujets MW a été étudié par
Sahota et al. (16)(17). Cette analyse a mis en évidence deux éléments fondamentaux : la
présence d’'une mutation somatique des génes VH et I'absence totale de commutation
isotypique des cellules lymphomateuses de MW. Ces résultats suggerent que la cellule
tumorale est un lymphocyte B bloqué dans son processus de développement, aprés son
passage dans le centre germinatif, mais avant le stade de plasmocyte (Figure 3). Il pourrait
s'agir d'une cellule mémoire IgM+ et/ou IgM+, IgD+ présentant un défaut de switch isotypique.
Ce profil est également retrouvé dans les cas de M-MGUS (18). Il est a noter que les taux
d'lgA et d'lgG sont le plus souvent diminués chez les patients atteints de MW et qu’ils ne sont
pas corrigés par le traitement ce qui suggére également un défaut plus général de
réarrangement des chaines lourdes, au-dela du clone B tumoral (19,20).

Lymph node Bone marrow
VDJ recombination

Germinal centre B cell Pre B cell

Isotype class
switching Plasma cell

: >
S §500%
Somatic hypermutation @

IgM MGUS Smoldering WM WM

Figure 3 : La maturation cellulaire normale B. La MW proviendrait de cellules ayant subi le processus
d’hypermutation somatique au niveau des ganglions lymphatiques sans commutation de classe
d’aprés Ghobrial et al. (21).

1.1.4.2. Mutations de MYD88

Le géne MYD88, positionné en 3p22.2 (bras court du chromosome 3), code pour une protéine
adaptatrice cytoplasmique de 296 acides aminés qui contient deux domaines conservés : une
partie C-terminale ou domaine TIR (Toll/IL-1R/R) qui interagit avec les Toll-like Receptors
(TLRs) ou le récepteur a l'interleukine 1 (IL-1) et un domaine de mort (DD pour death domain)
dans sa partie N-terminale, impliqué dans la signalisation en aval. Ces domaines sont séparés
par un domaine intermédiaire impliqué dans la signalisation intracellulaire avec le DD (22)
(Figure 4).
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Figure 4 : Structure de MYD88. Le domaine TIR se composent d’hélices a représentées en rouge, de
feuillets B en jaune et de boucles BB ou « B-B loop ». Les mutations les plus courantes sont notées en
noir. Adapté d’aprés Gay et al. (23) et Ngo et al. (24)

Les TLRs sont des protéines transmembranaires de type | composés (Figure 5) :

o d’un domaine extracellulaire constitué de motifs répétés riches en leucine (LRR pour
Leucine-Rich Repeat)

e d’un domaine transmembranaire riche en cystéine

o et d'un domaine cytoplasmique de 150-200 acides aminés commun avec celui des
récepteurs de I'lL-1 (IL-1R de type 1 et 2), il s’agit du domaine TIR intracellulaire qui
induit I'activation de différentes voies de signalisation via des protéines adaptatrices
telles que MYD88

Tandem LRR Ligand-bound
cassettes TLR dimer

xtracellular
Cytoplasm

Domaine TIR

Domaine de mort —

Figure 5 : Toll-like Receptors et sa protéine adaptatrice cytoplasmique MYD88, modifié d’aprés Tassia
et al. (25)

Ces récepteurs appartiennent a la famille des Pattern Recognition Receptors (PRRs) et jouent
un réle primordial dans la réponse immunitaire innée (26). Dix TLRs ont été identifiés chez
’homme, chacun d’entre eux étant spécifique d’un ligand. lls sont majoritairement situés sur
les cellules folliculaires dendritiques et les macrophages. Leur voie de signalisation dépend de
MYD88, a I'exception du TLR3 (27).

Lors de l'activation d’'un TLR ou du récepteur de I'lL-1 (IL-1R) par son ligand, Le récepteur
recrute MYD88 qui se dimérise et recrute a son tour puis active par phosphorylation les
protéines IRAK-4 et IRAK-1/2, pour former une structure appelée « Myddosome » (28).
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L’effecteur final du myddosome est 'activation du facteur de transcription NFkB (Nuclear
Factor-Kappa B) via l'implication des protéines TRAF6 (Tumor Necrosis Factor Receptor—
Associated factor 6), TAK1 (TGFB Activated Kinase 1) et le complexe hétérotrimérique IKK
(Inhibitor of Kappa-B Kinase, composé des sous-unités IkKa, IKKB et IkKy alias NEMO). NFkB
régule entre autres le développement, la maturation et la survie des lymphocytes B (29). Dans
la cellule au repos, les sous-unités p50 et p65 de NFkB sont séquestrées dans le cytoplasme
par la protéine IkB (Inhibitor of kappa B), Lorsque le myddosome est activé, IkB est
phosphorylé puis dégradé par le protéasome (30) libérant les sous-unités p50 et p65 du
complexe NFkB. Celles-ci vont pénétrer le noyau, activant ainsi la transcription de génes cibles
(Figure 6) (31).

Extracellular space

Activation by
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degradation
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Figure 6 : Voie de signalisation NFkB MYD88-médiée, d’aprés Treon et al. (31) et adapté d’aprés Lin
et al. (28)
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En 2012, les travaux de Treon et al. (31) appliquant le séquengage du génome entier de
cellules de MW ont permis d’identifier une mutation somatique récurrente L265P du géne
MYDS88. Sur le transcrit NM_002468.4, il s’agit de la substitution d’'une thymine par une
cytosine ¢.794T>C, aboutissant au remplacement d’'une leucine par une proline p.L265P et a
été retrouvée chez 91% des sujets atteints de LPL (MW et LPL non IgM) et dans 50 a 80%
des cas de M-MGUS (32,33). C'est une mutation somatique hétérozygote, rarement
homozygote (<10% des cas), auquel cas elle résulte le plus souvent d’'une disomie
uniparentale acquise transformant le génotype de la tumeur (34-36). Si elle n'est pas
spécifigue a 100% de l'entité MW (mutation présente chez 4% des patients atteints de
leucémie lymphoide chronique (LLC) (37), 7% des lymphomes de la zone marginale (LZM)
(31) et 29% des lymphomes B a grandes cellules (24)), elle n'est pas retrouvée dans le
myélome multiple et apporte une aide considérable dans le diagnostic différentiel de
lymphome non Hodgkinien de type B (LNH-B) de bas grade avec pic IgM (38).

Ngo et al. (24) avaient constaté qu’en réprimant la signalisation de MYD@88, la voie NFkB était
inhibée et la survie cellulaire diminuée. Treon et al. (31) obtenaient des résultats similaires sur
des cellules médullaires lymphomateuses type MW mutées MYD88 L265P et cultivées en
présence d’'un inhibiteur d’homodimérisation ou d’un inhibiteur IRAK 1/4 kinase (Figure 7).

Control Peptide

A B

MYD88 Inhibitor
C D

Figure 7 : Signalisation de MYD88 et expression de NFkB p65 dans le noyau de cellules Waldenstrém
d’'aprés Treon et al. (31)

Observation de la fluorescence de la molécule NFkB p65 dans le noyau et le cytoplasme de cellules

médullaires exprimant la mutation MYD88 L265P d'un patient atteint de MW apreés traitement in vitro

avec un peptide témoin (Panels A et B) ou un peptide inhibant I'hnomodimérisation de MYD88 (Panels

C et D). La coloration rouge signe la présence de NFkB p65 dans les cellules.

NFkB p65 est retrouvé dans le noyau lorsque les cellules sont traitées avec un peptide témoin (Panel

A) et dans le cytoplasme lorsqu’elles sont traitées avec l'inhibiteur du MYD88 (Panel C).

Le marquage par le 4',6-diamidine-2-phénylindole dihydrochloride (DAPI) (B et D) fait fluorescer le

noyau en bleu. Dans les cellules du groupe B, le noyau est rouge et bleu, NFKB p65 est donc présent.

Dans le groupe D, le traitement par inhibiteur de MYD88 entraine une fluorescence rouge donc

I'expression de NFkB p65 dans le cytoplasme et non plus dans le noyau des cellules.
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De plus, dans I'étude de Ngo et al. (24), l'inhibition du signal de MYD88 par l'inhibiteur de
kinase IRAK1/4 entrainait une diminution de sécrétion des IL-6 et IL-10 ainsi que de la
phosphorylation de STAT3. Par conséquent, MYD88 est également impliqué dans I'activation
de la voie de signalisation pro-prolifératrice JAK/STAT (Figure 8).
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Figure 8 : Voies de signalisation MYD88 médiée adapté d’aprés Sino Biological® (39)

La molécule adaptatrice MYD88 joue un rble essentiel dans les voies de signalisation
intracellulaires anti-apoptotiques et prolifératives. La mutation activatrice L265P de MYD88
n’est cependant pas la seule retrouvée, d’autres mutations somatiques de ce géne ont été
décrites dans la MW par Treon et al. (40) (mutations M232T, S243N) et dans les lymphomes
B diffus a grandes cellules (DLBCL) par Ngo et al. (24) (mutations V217F, S219C, M232T,
S243N et T294P). Elles sont représentées sur la Figure 4.

1.1.4.3. Mutations de CXCR4

Le récepteur aux chimiokines CXC—Chemokine Receptor-4 (CXCR4) ou CD184, a initialement
été décrit comme étant le corécepteur du CD4, indispensable au passage du virus de
I'immunodéficience humaine de type 1 dans les lymphocytes T CD4 (41). Il appartient a la
famille des récepteurs a sept domaines transmembranaires couplés aux protéines G (RCPG).
CXCRA4 est présent de fagon ubiquitaire sur les cellules hématopoiétiques, il est également
retrouvé sur les cellules ganglionnaires, hépatiques, pulmonaires, cérébrales, cardiaques,

Myléne Gayet | Thése d’exercice | Université de Limoges | 2019 29
Licence CC BY-NC-ND 3.0



rénales, thymiques, gastriques, pancréatiques, spléniques, ovariennes et intestinales (42). Les
récepteurs de cette famille ont la capacité de reconnaitre plusieurs chimiokines et,
inversement, la plupart des chimiokines peuvent fixer plus d’'un récepteur. CXCR4 en
revanche, posséde un ligand unique : CXCL12 ou SDF-1 (Stromal Derived Factor-1). CXCL12
est une chimiokine (ou cytokine chimiotactique) qui participe au recrutement des cellules
CXCR4+ ou CXCR7+ dans les tissus cibles comme la moelle osseuse par exemple (43).

La protéine CXCR4 est codée par un géne présent sur le chromosome 2 (locus 2g21), elle est
composée de 352 acides aminés et contient un domaine extracellulaire comprenant un
domaine N-terminal et 3 boucles extracellulaires (ECL1, 2 et 3), une partie transmembranaire
et un domaine intracytoplasmique constitué de 3 boucles intracellulaires et d’'un domaine C-
terminal (41). Ce domaine C-terminal contient des sites de phosphorylation de sérine qui
régulent la signalisation intracellulaire, il est le site des mutations récurrentes somatiques ou
constitutionnelles retrouvées dans ce géne (Figure 9).

CXCR4 C-tail mutation in WM

308 320 330 40 350

| | | |
KFKTSAQHALTSVSRGSSLKILSKGKRGGHSSVSTESESSSFHSS

CXCR4 C-tail mutation in WHIM
.| 308 320 330 340 350

KFKTSAQHALTSVSRGSSLKILSKGKRGGHSSVSTESESSSFHSS

Figure 9 : Structure tridimensionnelle de CXCR4 et principales mutations touchant sa partie C-
terminale retrouvées dans la MW et le syndrome de WHIM. La mutation la plus fréquente dans la MW,
S338X, est signalée par la fleche rouge (44)

La liaison du ligand CXCL12 a son récepteur CXCR4 entraine une modification de la
conformation de ce dernier et I'activation de sa protéine G. Une fois activée, celle-ci se dissocie
en deux sous-unités : a monomeérique et By dimérique.

e La sous-unité a inhibe la formation d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) par
inhibition de I'adénylate cyclase (AC). Ceci entraine l'activation des voies NFkB,
JAK/STAT, PI3K/AKT, mTOR et MAPK qui régulent la survie, la prolifération et la
chimiotaxie cellulaire. De plus, la sous-unité a active la phospholipase C (PLC) ce qui
entraine la production de phosphatidyl-inositol-diphosphate (PIP2) et inositol
trisphosphate (IP3), médiateurs contrdlant la libération calcique intracellulaire.

e La sous-unité By active la voie de signalisation MAPK a médiation Ras, régulant la
prolifération et la chimiotaxie cellulaire.

Le chimiotactisme cellulaire est un mécanisme complexe impliquant la polymérisation d’actine,
la formation d’uropodes, I'activation d’intégrines et le réarrangement du cytosquelette.
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Une fois l'interaction ligand-récepteur terminée, un phénoméne de « désensibilisation » se
produit, cela correspond a un rétrocontréle négatif du signal. CXCR4 est tout d’abord découplé
de sa protéine G par phosphorylation dépendante de la kinase GRK (G protein-coupled
Receptor Kinase) sur son domaine C-terminal. Puis les pB-arrestines alors recrutées
empéchent une nouvelle liaison de CXCR4 a une protéine G et favorisent son internalisation.
CXCR4 s’engage ensuite vers une dégradation lysosomale post-ubiquitination (Figure 10)
(45).
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Figure 10 : La voie de transduction CXCR4-CXCL12-CXCRY. Les voies activatrices sont représentées
par des lignes droites, les voies inhibitrices par des lignes en pointillés. D’aprés Scala (45).

Des mutations constitutionnelles de ce géne avaient été précédemment découvertes dans la
maladie de WHIM (Warts, Hypogammaglobulinemia, Infections and Myelokathexis). Ce déficit
immunitaire rare et complexe est responsable d’épisodes infectieux et du développement de
verrues diffuses HPV-induites. Les mutations de CXCR4 a l'origine de la pathogénése de ce
syndrome entrainent un blocage de l'internalisation des récepteurs aprés stimulation par le
ligand (CXCL12) dans les cellules myéloides. Le récepteur CXCR4 est alors constamment
activé retardant ainsi la libération des polynucléaires neutrophiles de la moelle osseuse au
sang et favorisant le « homing » (domiciliation) de ces derniers (du sang vers la moelle
osseuse) responsable de la neutropénie par « myelokathexis » (Figure 11) (46).
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Figure 11 : Mécanisme de la neutropénie congénitale sévére dans le syndrome WHIM. D’aprés
McDermott et Murphy (46)

Les mutations somatiques concernant la partie C-terminale de CXCR4 ont été mises en
évidence par whole genome sequencing (WGS, ou séquencage du génome entier) par Hunter
et al. en 2014 (36) (Figure 12). Parmi les 30 sujets de I'étude, tous atteints de MW, 27%
présentaient des mutations de CXCR4. Ces mutations apparaissent donc comme la deuxiéme
mutation la plus fréquemment retrouvée chez les sujets MW aprés les mutations de MYD88
auxquelles elles sont souvent associées.

En 2008, les travaux de Ngo et al. (43) ont mis en évidence le réle de 'axe CXCR4/CXCL12
dans la migration et I'adhésion des cellules lymphomateuses au niveau de la moelle osseuse
de sujets atteints de MW. Dans cette étude, ils ont révélé différentes anomalies d’expression
de molécules d’adhésion telles que VLA-4 (Very Late Antigen-4 ou integrin a431) ou LFA-1
(Lymphocyte Function-associated Antigen 1) et de certains récepteurs de chimiokines dont
CXCRA4. Ce dernier était surexprimé dans des cellules isolées de moelle osseuse impliquant
l'activation des voies de signalisation comme MAKP/ERK et AKT. De plus, linhibition
spécifique de CXCR4 par son inhibiteur AMD3100 ou plerixafor était associée a une diminution
des capacités de migration et d’adhésion des lignées cellulaires de MW. Cette inhibition
entrainait d’ailleurs une sensibilité cellulaire accrue au bortézomib, suggérant une possible
introduction de cette molécule dans de futurs essais cliniques. L’activation de CXCR4 joue
donc un rdle important dans le processus de homing ou domiciliation médullaire mais
également dans la prolifération et la survie des cellules tumorales de MW.

Deux types de mutations somatiques sont retrouvées sur les cellules lymphomateuses de la
MW. Elles concernent toutes les deux la région C-terminale de CXCR4 : les mutations stop
gained (ou non-sens), qui tronquent la partie distale de 15 a 20 acides aminés et les mutations
frameshift (ou décalage du cadre de lecture), retrouvées dans les 40 derniers acides aminés
de cette région (36). Bien qu’a ce jour, une trentaine de mutations aient été décrites dans la
MW (36,47-49), une mutation est plus fréquemment retrouvée. Celle-ci génére un codon stop
a la place d’une sérine en position 338 : ¢.1013C>G (ou C>A) : p.S338X (Figure 12).
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Figure 12 : Les mutations somatiques de CXCR4 dans la MW sont similaires a celles retrouvées dans

le syndrome de WHIM. D’aprés Hunter et al. (36)
(A) L’étude de la séquence protéique (NP_003458.1) démontre que, comme dans le cas du syndrome
WHIM, ces mutations entrainent une troncation de la queue cytosolique qui contient les phosphosérines
régulatrices, laissant intacte la région a sept hélices transmembranaires qui intervient dans la
signalisation et la liaison du ligand. (B) Structure homodimérique de CXCR4 avec sa queue C-terminale
en jaune et indiquée par les fleches blanches. (C) Localisation précise et nombre de mutations
somatiques de type WHIM dans la MW au niveau du transcrit et résumé détaillé du type de mutation
touchant S338.

Une étude portant sur 429 patients atteints de syndromes lymphoprolifératifs a recherché la
présence de la mutation CXCR4 S338X dans divers échantillons tels que des prélevements
médullaires, pulmonaires, rénaux, ... (50). Elle était présente dans 37/131 (28,2%) des cas de
MW et 8/40 (20%) des M-MGUS mais également 1/14 (7%) des LZM spléniques et 1/75 (1,3%)
des DLBCL. Cependant, elle n’était pas retrouvée chez les sujets atteints de LLC, de leucémie
a tricholeucocytes, de myélome a IgM ou de MGUS a IgG et IgA. Ceci corrobore I'implication
de la mutation de CXCR4 dans la lymphomagéneése de la MW et des M-MGUS.

1.1.4.4. Autres altérations génétiques

Les cellules tumorales de la MW sont difficiles d’accés a I'analyse cytogénétique du fait de leur
faible index mitotique, expliquant le peu de documentation disponible a ce sujet. Cependant,
une étude menée en 2013 par Nguyen-Khac et al. (51) a permis de décrire un certain nombre
d’anomalies. Cette étude, menée sur 174 patients non traités atteints de MW, a rapporté la
présence d’anomalies chromosomiques clonales dans 50% des cas et des caryotypes
complexes (plus de 3 anomalies) dans 1/3 des cas. Parmi les anomalies cytogénétiques
retrouvées, on note la del(6q) (50% des cas), la 1(9;14)(p13;q32) (50%), la trisomie 4 totale ou
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partielle (8%), le gain 6p (17 %), la trisomie 3 (10 %) et les délétions 13q et 17p (10%) (51,52).
Les anomalies chromosomiques sont représentées par ordre de fréquence sur la Figure 13.
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Figure 13 : Fréquence des diverses anomalies génétiques retrouvées dans la MW (53-56)

Si de nombreuses anomalies sont retrouvées, aucune n’est vraiment spécifique de la MW.
Toutefois, la trisomie 4 (signalée en rouge sur la Figure 13) est plus fréquemment observée
dans la MW que dans les autres syndromes lymphoprolifératifs et permet de définir un profil
cytogénétique assez spécifique (56). De plus, la valeur pronostique de ces anomalies n’est
pas trés bien définie mais les trisomies 12, les délétions 13q et 17p sont associées a une
valeur pronostique péjorative (56,57).

Au niveau moléculaire, d’autres mutations sont retrouvées dans la MW, mais leur implication
dans la lymphomagénése n’est pas clairement démontrée. Les mutations du géne ARID1A
apparaissent comme les troisiéemes plus fréquemment identifiées aprés celles de MYD88 et
CXCRA4. On les retrouve dans 17% des cas de MW (36). ARID1A (AT-rich Interactive Domain
1A), fait partie de la famille des SWI (switch mutants) | SNF (sucrose non-fermenting). Ces
protéines sont essentielles au remodelage de la chromatine et ont un rdéle primordial dans la
régulation épigénétique de I'expression génique. En effet, le complexe SWI/SNF, constitué de
9 a 12 partenaires protéiques, posséde une activité ATPase qui permet le remodelage du
nucléosome (58). Il a été démontré que les sujets atteints de MW et mutés MYD88 et ARID1A
présentaient des formes plus agressives que les sujets ne possédant pas de mutation ARID1A
(31). On peut alors supposer que cette mutation surajoutée est susceptible de favoriser la
progression de la maladie et donc avoir un impact pronostique.

Des mutations impliquant d’autres génes que ceux précédemment cités ont également été
mises en évidence, notamment : TP53, HIST1H1E, TNFAIP3, TRAF3 ou MYBBP1A (31,36).
Cependant, des études ciblées et sur de plus grandes cohortes sont nécessaires afin de
prouver leur role dans la maladie.
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1.1.5. Diagnostic clinique

L’expression clinique de la MW comprend d’une part, les signes systémiques communs aux
lymphomes de type non-Hodgkiniens, mais aussi des manifestations résultant directement de
la présence de la tumeur : infiltration tumorale et sécrétion d’lgM. Néanmoins, il existe des
formes asymptomatiques de la maladie appelées « smoldering » (sMW) parfois associées a
un taux élevé d’IgM et une infiltration médullaire importante. De plus, les M-MGUS,
correspondant au stade pré-MW, n’ont par définition pas d’expression clinique. Toutefois des
troubles liés a I'lgM ou IgM-related disorder (IRD) sont parfois relevés. La distinction entre MW
et M-MGUS est basée sur le degré d’infiltration de la moelle par le clone avec un seuil a 10%
(voir infra).

1.1.5.1. Signes généraux

Les patients atteints de MW peuvent présenter des symptdmes aspécifiques tels que : fiévre,
asthénie, perte de poids et sueurs nocturnes orientant le diagnostic vers un processus tumoral.

1.1.5.2. Signes liés a l'infiltration tumorale

La MW touche principalement la moelle osseuse et provoque une anémie (paleur, asthénie,
dyspnée, tachycardie) et plus rarement d’autres cytopénies : leuco-neutropénie (risque
infectieux), thrombopénie (risque hémorragique) ou pancytopénie. L’anémie, critére majeur de
mise en place d'un traitement de la maladie s’explique logiquement par linsuffisance
meédullaire, mais aussi par I'némodilution induite par la présence de I'lgM sérique,
I'hyperviscosité sanguine qui entraine une diminution de la sécrétion d’EPO (59) et la présence
d’'une carence martiale due a la sécrétion d’hepcidine par les cellules tumorales. De plus, elle
peut étre majorée par I'hnypersplénisme et 'hémolyse (agglutinines froides) (19). Un syndrome
tumoral est observé dans un tiers des cas avec des adénopathies et/ou une
hépatosplénomégalie. Les autres organes sont plus rarement atteints (5% des cas) parmi
lesquels : le poumon, la peau et le rein (60). L’atteinte du systéme nerveux central (SNC) est
une complication rare de la MW appelée syndrome de Bing-Neel. Les cellules tumorales
envahissent habituellement la substance blanche ; les leptoméninges et la moelle épiniére
peuvent étre touchées dans les formes diffuses (61). La présentation clinique de ce syndrome
est hétérogéne avec des manifestations neurologiques diverses comme des troubles de
I'équilibre avec ataxie, des maux de téte, des troubles cognitifs, la perte de mémoire ou la
démence, mais aussi des signes moteurs et sensoriels. La présence d’'une neuropathie
périphérique (pouvant également étre reliée a la présence de I'lgM) peut générer un retard au
diagnostic. Ces symptdomes évoluent lentement sur plusieurs semaines ou mois (62). Le
syndrome de Schnitzler, exceptionnel, fait partie des manifestations systémiques associées
aux gammapathies monoclonales. Mal connu, il correspondrait a un syndrome auto-
inflammatoire lié a un profil cytokinique particulier. Ce dernier se manifeste par un urticaire
associé a de la fievre ou des douleurs ostéoarticulaires (60,63).
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1.1.5.3. Signes liés a I'lgM monoclonale sérique

Du fait de ses propriétés physico-chimiques et antigéniques, I'lgM monoclonale sérique
sécrétée par la population monotypique lymphoplasmocytaire tumorale est susceptible
d’engendrer des symptomatologies diverses, associées ou non.

1.1.5.3.1. Manifestations liées aux propriétés physicochimiques de I'ilgM
Syndrome d’hyperviscosité

Le syndrome d’hyperviscosité, se manifestant par des saignements muqueux, des troubles
visuels et neurologiques ont été mis en évidence lors de la premiére description de la MW par
J. Waldenstrom en 1944 (1). Des manifestations cardiaques sont possibles, allant jusqu’a la
défaillance cardiaque, trés rare, due a l'expansion du volume plasmatique suite a
'augmentation de la pression oncotique induite par la présence de la macroglobuline. L’IgM
monoclonale posséde une structure pentamérique, un poids moléculaire de 900 kDa et par
conséquent une viscosité intrinséque élevée. A des titres subnormaux ou élevés dans le
sérum, I'lgM augmente la pression osmotique et la résistance au flux sanguin en fixant des
molécules d’eau sur ses résidus carbohydrates (19). Elle peut également interagir avec les
érythrocytes et diminuer leur déformabilité (64). L’examen du fond de I'ceil permet le diagnostic
de 'hyperviscosité qui provoque une dilatation des veines rétiniennes, des hémorragies et des
papillcedemes (Figure 14) (19). Hormis le traitement étiologique de ce syndrome qui permet
de diminuer la production de I'lgM, le traitement d’'urgence reste a ce jour la plasmaphérése.
L’intérét de ces échanges plasmatiques a initialement été démontré sur deux sujets atteints
de MW par Schwab et Fahey (65) en 1950.

Figure 14 : Examen du fond d’ceil d'un patient atteint de MW montrant des signes d’hyperviscosité :
des hémorragies périphériques (a gauche) et des vaisseaux rétiniens dilatés (a droite) d'aprés Treon
et al. (19).

Syndrome hémorragique

La MW est souvent associée a des troubles de 'hémostase. L’interaction de I'lgM avec les
protéines de la coagulation tels que le facteur Il, le VIII ou le facteur Willebrand peut entrainer
des syndromes hémorragiques (66). Par exemple, une étude en 2012 a démontré l'intérét de
I'exploration systématique du facteur von Willebrand chez les sujets MW car 13% d’entre eux
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présentent un déficit acquis (67). L'IgM peut également interagir avec les plaquettes et étre a
l'origine de thrombopathies acquises (66).

Cryoglobulinémie de type |

La cryoglobuline de type | correspond a la présence d'une immunoglobuline monoclonale
sérique qui précipite a une température inférieure a 37°C. Les isotypes les plus fréquents étant
les IgM et 1gG alors que les IgA sont plutot rares. Cette cryoglobuline est retrouvée dans de
nombreux syndromes lymphoprolifératifs dont la MW et le MM. Le mécanisme de précipitation
de I'lg monoclonale se déclenche lors d’'une baisse de la température, ceci entrainant une
modification de sa conformation et favorisant son auto-association (68). Une cryoglobuline est
identifiee dans 20% des cas de MW, néanmoins, moins de 5% de ces patients seront
symptomatiques : syndrome de Raynaud, ulcéres cutanés, arthralgies, purpura, acrocyanose
et nécrose des régions les plus exposées au froid, comme le bout du nez, les oreilles, les
doigts et les orteils (Figure 15) (19,60,69).

A
, ax Va B ™

Figure 15 : Cryoglobulinémie se manifestant par une acrocyanose sévére chez un patient atteint de
MW avant (A) et aprés (B) réchauffement et plasmaphérése, d’aprés Treon et al. (19).

Amylose et autres maladies de dépot

L’lgM monoclonale sécrétée par la population lymphoplasmocytaire a également la capacité a
se déposer sur divers organes. Sur la peau, elle forme des papules et nodules cutanés
qualifiés de « macroglobulinémiques ». On peut aussi retrouver des dépdts au niveau du
tractus digestif responsables de diarrhées et de malabsorption mais également au niveau rénal
avec une atteinte glomérulaire (60,69). Plus rarement, la MW peut s’accompagner d’'une
amylose AL (ou amylose a chaine légére d'immunoglobuline), I'étude de Gertz et al. en 2003
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a rapporté que 2.2% des patients possédant une IgM monoclonale sérique présentaient une
amylose AL systémique primitive, parmi eux, 21% avait une MW (70).

1.1.5.3.2. Manifestations liées aux propriétés antigéniques de I'ilgM
Neuropathie périphérique liée a I'ilgM

La neuropathie périphérique est une manifestation clinique fréquemment rencontrée chez les
sujets atteints de M-MGUS et MW puisque rapportée dans 15 a 30% des cas (71). Il s’agit
d’atteintes des nerfs craniens, de polyneuropathies symétriques, de mono- ou
multineuropathies. Les mécanismes a l'origine de ces neuropathies sont multiples et
complexes. L'lgM monoclonale est a la base de ces processus dans 2/3 des cas, en effet, son
activité autoanticorps est dirigée contre les antigénes du systéme nerveux périphérique. La
polyneuropathie chronique et symétrique a anticorps anti-MAG (Myelin Associated
Glycoprotein) représente la moitié des cas des neuropathies des sujets MW, ici, I'activité de
I'lgM est dirigée contre la gaine de myéline des fibres nerveuses. D’autres activités anticorps
existent, elles sont par exemple dirigées contre le sulfatide, la chondroitine sulfate C, les
protéines du cytosquelette et les gangliosides tels que GM1 + GD1b, GQ1b, GD1 (60). En
outre, l'activité de I'lgM ne peut étre mise en évidence avec les antigénes répertoriés dans
30% des cas (71).

Anémie hémolytique a agglutinine froide

L’anémie hémolytique qui se manifeste dans 10 a 15% des cas de MW est de nature auto-
immune (69). L’IgM monoclonale agit comme un auto-anticorps dirigé contre un antigéne de
surface des érythrocytes. Les antigénes érythrocytaires du systéme Li, précurseurs des
groupes sanguins ABH et Lewis, sont fréequemment impliqués. Les globules rouges, dés lors
sensibilisés par I'lgM, seront détruits via le systéme du complément. On parle d’agglutinines
froides car 'hémolyse survient a des températures inférieures a 37°C.

Cryoglobulinémie de type Il

Les cryoglobulines de type Il sont constituées de deux isotypes d'lg : une Ig monoclonale a
activité facteur rhumatoide (FR) qui, le plus souvent, est une IgM et une Ig polyclonale,
généralement une IgG, qui se comporte comme un antigene du facteur rhumatoide IgM. L’IgM
a activité FR posséde une affinité accrue pour les IgG, linteraction a froid de ces deux Ig
géneére un cryoprécipité pouvant étre a l'origine de vascularites des petits vaisseaux (60,68).
20% des sujets atteints de MW présentent une cryoglobulinémie de type Il, de fagon similaire
a la cryoglobulinémie de type |, peu d’entre eux sont symptomatiques (60,69).

1.1.6. Diagnostic biologique

1.1.6.1. Immunochimie : électrophorése des protéines sériques

La découverte fortuite d’'un pic monoclonal IgM a I'électrophorése des protéines sériques
constitue le plus souvent le premier élément diagnostique de la MW. L'immunofixation sérique
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assure l'identification de la protéine monoclonale : la chaine légére associée est k dans 75 a
80% des cas (19). La concentration sérique de cette immunoglobuline est variable selon les
sujets et peut étre utile pour suivre la progression de la maladie ou l'efficacité du traitement.
Une attention particuliere doit étre attribuée a la présence d'agglutinines froides ou de
cryoglobulines susceptibles d’affecter ce titre et dont la recherche doit étre effectuée d’emblée.
L’électrophorése urinaire et la caractérisation d’'une éventuelle protéinurie de Bence Jones doit
étre réalisée, bien qu’elle ne soit présente que dans 3% des cas et qu'elle ne dépasse
rarement 1g/24h (19).

1.1.6.2. Hémogramme

L’hémogramme peut étre normal au diagnostic mais 'anomalie la plus courante est 'anémie.
De profondeur variable, elle constitue un motif de consultation et fait partie des critéres de
traitement de la maladie.

Une thrombopénie est rarement observée, elle peut étre secondaire a l'infiltration médullaire,
a I’hypersplénisme ou encore des mécanismes auto-immuns par fixation de I'lgM monoclonale
a la surface des plaquettes (72).

Une leuco-neutropénie modérée associée a une lymphocytose est possible, de méme qu’un
tableau pancytopénique pour les formes symptomatiques. On peut également noter la
présence de rouleaux érythrocytaires (lies a I'lgM et susceptibles d’induire une fausse
macrocytose) et de lymphoplasmocytes au frottis sanguin (72).

1.1.6.3. Myélogramme et biopsie ostéomédullaire

La biopsie ostéo-médullaire (BOM) est essentielle au diagnostic de la MW car elle permet une
meilleure quantification de l'infiltration de la moelle qu’une simple aspiration mais elle demeure
un geste invasif. Dans certains cas, la réalisation d’'un myélogramme associé a un
immunophénotypage peuvent étre suffisants lorsque la BOM n’est pas possible, notamment
chez les sujets agés (Age médian au diagnostic : 70 ans), en cas de refus du patient ou
lorsqu’aucun traitement n’est envisagé (69). L'infiltration de la moelle osseuse est
classiqguement diffuse, interstitielle ou nodulaire, avec un schéma intertrabéculaire (Figure 16).
Un schéma d’infiltration exclusivement paratrabéculaire est inhabituel et doit faire évoquer un
lymphome folliculaire (19,72). Dans la MW, on observe une population cellulaire constituée
d’un continuum de différenciation lymphoplasmocytaire avec : des lymphocytes matures, des
lymphoplasmocytes a différenciation plasmocytaires ou plasmacytoides et des plasmocytes
(69). Il est également possible d’observer des inclusions intranucléaires volumineuses et
translucides ou corps de Dutcher-Fahey, constitués de dép6ts de I'lgM monoclonale (19). La
présence de mastocytes dans le microenvironnement de la moelle osseuse est observée dans
Ya des cas, le plus souvent au niveau d’amas lymphoides. Leur présence peut aider a
différencier la MW des autres lymphomes (19,69,72).
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Figure 16 : Lymphome lymphoplasmocytaire, d’aprés Swerdlow et al. (3).
A) La biopsie ostéo-médullaire montre une infiltration lymphoplasmocytaire avec des corps de Dutcher
(désignés par la fleche) positive a la coloration PAS (Periodic Acid-Schiff). B) L’infiltrat
lymphoplasmocytaire est aussi observé sur la ponction médullaire. C) La coloration de Giemsa met en
évidence l'augmentation caractéristique des mastocytes et de 'hémosidérine dans la MW (désignés par
la fleche).

Devant la suspicion d’'une localisation extra-médullaire, des prélévements au niveau des sites
concernés peuvent permettre de révéler l'infiltration lymphomateuse. Par exemple, une biopsie
ganglionnaire peut étre réalisée en cas d’adénopathies (Figure 17).

Figure 17 : Biopsie ganglionnaire d’'un patient atteint de MW, d’aprés Swerdlow et al. (3)
A) Infiltration sinusale massive et présence de lymphoplasmocytes d’aspect monotone dans les régions
intersinusales B) Aspect monotone typique des lymphocytes, des lymphocytes plasmacytoides et des
plasmocytes dans la partie adjacente d’un sinus. C) Un corps de Dutcher (désigné par la fleche) mis en
évidence par une coloration a I'hématoxyline et a I'éosine.

1.1.6.4. Immunophénotypage lymphocytaire par cytométrie en flux

La cytométrie en flux (CMF) joue un réle primordial dans le diagnostic de la MW. Le principe
technologique est brievement rappelé en Annexe 2. Le matériel biologique de choix pour cette
analyse est la moelle osseuse, qui reste le point de départ de la maladie et donc 'organe le
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plus fréquemment infiltré. Le sang en revanche, n’est pas ou peu utilisé au vue de la rareté
des phases leucémiques. D’autres prélevements comme la ponction ganglionnaire, le LCR, ...
en cas d’atteinte extra-médullaire peuvent étre analysés.

Dans la MW, qui se définit comme un continuum de différenciation lymphoplasmocytaire, les
cellules tumorales peuvent étre identifiees dans les deux compartiments cellulaires :
lymphocytaire B et plasmocytaire (Figure 18).

Figure 18 : Immunophénotype du clone MW : (A) Lymphocytes B tumoraux (B) Plasmocytes
tumoraux, d’aprés Gascue et al. (73)

Les cellules tumorales de la MW se caractérisent par I'expression en surface des marqueurs
lymphocytaires B : CD19, CD20 et CD22 avec un niveau d’expression similaire aux cellules B
matures saines pour le CD19 et le CD20 et plus faible pour le CD22. On retrouve une
expression de I'lgM et de sa chaine légére k ou A (majoritairement k). Le CD5 et le CD23 sont
détectés chez moins de 20% des sujets MW et le CD38 est positif chez la moitié des MW
méme si le niveau d’expression est plus faible que celui des progéniteurs B et des plasmocytes
normaux. Le CD25 est exprimé de fagon homogéne alors que le CD27, marqueur des
lymphocytes B mémoire, peut étre faiblement a trés fortement exprimé. A la différence de la
leucémie a tricholeucocytes, le CD103 et le CD11c sont absents. En outre, les marqueurs
CD79b, CD81, CD24, HLA-DR et BCL2 sont trés souvent positifs. Les principaux caractéres
de 'immunophénotype lymphocytaire B monotypique sont résumés dans le Tableau 1 (73).
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Tableau 1 : Différences immunophénotypiques entre lymphocyte B normal et cellule monotypique de
MW, d’aprés Gascue et al.

Niveau d’expression de I'antigéne : + : positif ; ++, positif fort ; - : négatif ; + positif ou négatif selon les

cas (73)

migens  ITERecyieR  LympheoyeR
CD19 ++ ++
CD20 ++ ++
CD22 ++ +
CD10 - -
CD5 - *
CD23 - *
CD25 * +
CD27 * *
CD38 * *

Le score de Matutes résumé dans le Tableau 2 ci-dessous, dédié au diagnostic de la LLC
(score a 4 ou 5), est le plus souvent inférieur a 3 dans la MW (74).

Tableau 2 : Score de Matutes

Cotation 1 0
CD5 + -
CD23 + -
Expression Ig Faible Forte
monotypique
FMC7 - +
CD79b/CD22 Faible Forte

C’est donc l'interprétation des différents marqueurs associée a la cytologie médullaire qui
permet de poser le diagnostic de MW. Toutefois, I'équipe de Paiva et al. (74) a décrit en 2014
un phénotype caractéristique de la MW en étudiant le profil de 244 patients au diagnostic
(cohorte constituée de sujets atteints de MW, sMW et M-MGUS). Le phénotype maijoritaire
retrouvé était le suivant : CD22Faible, CD23-, CD25+, CD27+, IgM+. Dans cette étude, il n’a
pas été retrouvé d’expression des marqueurs CD5, CD10, CD11c et CD103, a la différence
des autres syndromes lymphoprolifératifs.
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L'immunophénotype des plasmocytes monotypiques dans la MW a été trés peu étudie et
semble trés proche de celui des plasmocytes normaux. Concernant les marqueurs
pancellulaires B, le CD19 est positif dans la plupart des cas alors que le CD20 est négatif (73).
On retrouve également I'expression de I'lgM, la chaine légéres k ou A retrouvée est la méme
que dans la population monotypique lymphocytaire. Comme pour les plasmocytes sains, la
population monotypique de la MW exprime le CD38 et le CD138. Le CD56 est plus
spécifiquement exprimé a la surface des plasmocytes tumoraux de myélome (MM) et absent
des plasmocytes normaux et des plasmocytes de MW (73).

1.1.6.5. Biologie moléculaire

La recherche de la mutation MYD88 L265P sur préléevement médullaire est recommandée
dans le diagnostic et I'évaluation initiale de la MW (4,72). Elle peut également étre recherchée
sur des préléevements d’origine extra-médullaire. En effet, la présence de la mutation MYD88
L265P dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) peut aider a porter le diagnostic de syndrome
de Bing Neel (75). De méme, la positivit¢ dans un liquide pleural a permis de relier
'épanchement pleural a la MW (76).

Parmi les patients atteints de MW, 80 a 90% présentent la mutation MYD88 L265P selon les
séries (31,35). Les sujets non mutés pour MYD88 (MYD88"T pour Wild Type) présentent
généralement une infiltration médullaire et des taux d’IlgM plus faibles que les sujets mutés
(MYD88-%°P). Malgré tout, la survie globale des patients MYD88"T est plus faible avec une
mortalité 10 fois plus élevée que dans le groupe MYD88-2¢5P (77). Si la mutation MYD88 L265P
est a ce jour reconnue dans le diagnostic de la MW, il n’existe pas de méthode de référence
pour sa détection. De nombreuses techniques sont actuellement utilisées : PCR en temps réel,
PCR avec digestion enzymatique, PCR spécifique d’alléle, séquencage haut débit...
(31,33,35,38,77,78). La technique doit cependant étre suffisamment sensible pour permettre
la détection de la mutation dans des prélévements parfois trés faiblement infiltrés. De plus, la
mutation L265P de MYD88 n’est pas la seule répertoriée, c’est pourquoi la recherche par
technique Sanger ou par séquengage haut débit serait judicieusement appliquée en I'absence
de positivité L265P (72).

La recherche d’'une mutation du géene CXCR4 par des techniques moléculaires (PCR
spécifique d’alléle, séquencage haut débit) n’est actuellement pas recommandé dans le
diagnostic de la MW (79).

1.1.6.6. Cytogénétique

Aucune recommandation n’a été établie concernant l'indication d’'une analyse cytogénétique
(caryotype et hybridation in situ en fluorescence ou FISH) dans la MW. La réalisation de cet
examen est cependant utile, au diagnostic notamment, afin d’éliminer d’autres hémopathies.
Il N’existe pas d’anomalies récurrentes dans la MW, cependant la présence d’une trisomie 4
est trés en faveur d’'une MW (56).
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1.1.6.7. Biochimie

Lors du diagnostic de la MW, la présence de I'lgM monoclonale est susceptible d’entrainer
une hyperprotéinémie ainsi qu'une augmentation de la vitesse de sédimentation. Il est
intéressant de déterminer le taux sérique de B2-microglobuline, qui peut étre utilisé, en
'absence d’insuffisance rénale, dans le score pronostique IPSSWM (International Prognostic
Scoring System for Waldenstrém Macroglobulinemia) (72,80).

1.1.6.8. Auto-immunité

La recherche danticorps anti-MAG par technique ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) peut étre réalisée en cas de suspicion de polyneuropathie associée a
la gammapathie monoclonale.

1.1.7. Diagnostics différentiels

La présence d’une infiltration lymphoplasmocytaire médullaire et/ou d’'une IgM monoclonale
sérique ne sont pas pathognomoniques de la MW et peuvent étre observées dans d’autres
troubles lymphoprolifératifs tels que le LZM et la LLC. L’histologie et la cytologie médullaire,
limmunophénotypage par cytométrie en flux, la biologie moléculaire et la cytogénétique
construisent le faisceau d’arguments nécessaire au diagnostic différentiel entre MW et autres
syndromes lymphoprolifératifs ainsi qu’entre MW et phases précoces de la maladie (M-MGUS
et smoldering MW).

1.1.7.1. MW et phases précoces de la maladie (M-MGUS et sMW)

La M-MGUS constitue le principal diagnostic différentiel de la MW. Il se définit comme un stade
« pré-Waldenstrom » avec une probabilité de progression estimée a 1.5% par an (10). Les
patients, asymptomatiques, possédent une IgM monoclonale sérique mais une infiltration
lymphoplasmocytaire médullaire inférieure a 10%. La mutation MYD88 L265P est présente
dans 50 a 80% des cas (32,33).

Une entité proche du M-MGUS a été décrite dans le second Workshop International de la MW
(4), il s’agit de I'lgM-related disorder ou troubles associés a I'lgM (Figure 19). Elle répond aux
critéres diagnostiques de la M-MGUS et ne présente pas de signes généraux ou de
symptomes liés a linfiltration tumorale. Cependant des désordres liés a I'lgM sont
remarquables comme I'anémie hémolytique liée a une agglutinine froide, la cryoglobuline de
type Il ou la neuropathie périphérique (81-83).
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Enfin, la sMW, MW « smoldering » ou forme indolente répond aux critéres de la MW a la seule
différence qu’elle est asymptomatique. Les critéres cardinaux de classement du stade M-
MGUS vers MW sont repris dans la Figure 19.

Table |. Classification of WM and Related Disorders

I1gM Monoclonal Bone Marrow Symptoms Attributable Symptoms Attributable to
Protein® Infiltrationt to IgM Tumor Infiltration§
WM
Symptomatic + + + +
Asymptomatic + + - -
leM-related disorderst + —(b) + —
o T EIae SISOt Sy =7
MaLIC : PN
MGUS + ) - -

*The panel considered it to be inappropriate to define an IgM concentration to distinguish MGUS from WM. However, it is important to note
that the IgM concentration rarely if ever exceeds 3 g/dL in MGUS.

1 Patients with unequivocal bone marrow infiltration by lymphoplasmacytic lymphoma will be considered to have WM, while patients without
evidence of infiltration will be considered to have MGUS. However, it is acknowledged that in some patients equivocal evidence of bone marrow
infiltration is demonstrable. This may be manifest in a2 number of ways and includes the detection of clonal B-cells by flow cytometry or
polymerase chain reaction in the absence of morphological evidence of bone marrow infiltration. Alternatively, patients may have equivocal bone
marrow infiltrates without confirmatory phenotypic studies. It is considered that these patients should be classified as MGUS until further data
become available.

I Itis well recognized that a population of patients exist who have symptoms attributable to the IgM monoclonal protein but no overt evidence
of lymphoma. Such patients may present with symptomatic cryoglobulinemia, amyloidosis, or autoimmune phenomena such as peripheral
neuropathy and cold agglutinin disease. It is appropriate to consider these patients as a clinically distinct group and the term “IgM-related
disorders” is proposed.

§ Symptoms attributable to tumor infiltration will include any of the following manifestations: constitutional symptoms, cytopenia(s), or

anomegaly.

Figure 19 : Classification de la MW et des troubles liés a I'lgM (4)

1.1.7.2. Lymphome de la zone marginale (LZM)

Le LZM est une entité trés proche de la MW. Cependant, son profil immunophénotypique peut
permettre de le distinguer de la MW. En effet, les marqueurs CD22 et CD11c sont surexprimés
dans le LZM (expression forte dans 48% et 39% des cas, respectivement) et absents dans la
MW. Le CD180 est également fréquemment surexprimé par les cellules de LZM et
d’expression faible dans le MW (84), et enfin le CD103, négatif dans la MW, était exprimé dans
40% des LZM (85). Le CD25 est peu spécifique puisque retrouvé dans 88% des MW et 40%
des LZM (85).

En cytogénétique, 'anomalie la plus fréquente des LZM est la délétion 7921 mais elle est peu
spécifique (60,86).

Sur le plan moléculaire, la mutation MYD88 L265P n’est que rarement observée dans les LZM
(environ 5% des cas) et reste donc trés en faveur dun LPL/MW lorsqu’elle est
retrouvée (33,38). Les principales clés diagnostiques entre LZM et LPL/MW sont résumées
dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 3 : Table comparative des clés diagnostiques entre lymphome de la zone marginale et
lymphome lymphoplasmocytaire/macroglobulinémie de Waldenstrém

Lymphome
Marquewr  LYmeomedeizame  Wmpholasmocyiare )
Waldenstrom (LPL/MW)

CD22 + -

CD11c + -

CD180 +/- -

CD103 -1+ (40%) -

CD25 -/+ (40%) +/- (88%)
Trisomie 4 - -/+ (rare : 8%)
MYDg88-265P -a-/+ (5%) +a+/-(90%)

1.1.7.3. Leucémie lymphoide chronique

Aprés la MW, la LLC est le deuxitme LNH-B pouvant étre accompagné d'un pic IgM
monoclonal sérique (32,87). La LLC est caractérisée par une phase leucémique >5G/L
constituée de petits lymphocytes mirs. Une différenciation lymphoplasmocytaire peut étre
observée dans un faible nombre de cas (32,87). |l existe également une forme essentiellement
ganglionnaire de la LLC ou la phase leucémique est <5G/L voire négative (i.e. lymphome
lymphocytique ou SLL pour small lymphocytic lymphoma) parfois difficile a distinguer de la
lymphocytose B monoclonale (MBL pour monoclonal B-cell lymphocytosis), phase précédent
apparition d’'une LLC (risque d’évolution de 1%/an), sans adénopathie et avec un clone B
<5G/L dans le sang circulant.

Ici, 'immunophénotypage et le calcul du score de Matutes sont essentiels pour faire le
diagnostic d’un clone de type LLC. En effet, les cellules de LLC expriment le CD5 et le CD23
et présentent une faible expression des immunoglobulines de surface lui conférant un score
de Matutes =4 (Tableau 2) (86). Il n’y a pas d’anomalie cytogénétique suffisamment spécifique
de la LLC pour aider au diagnostic d’entité (88) et la mutation MYD88 L265P est trés rarement
observée (environ 5% des cas), préférentiellement chez des patients plus jeunes avec un
excellent pronostic (32,87,89).
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1.1.7.4. Myélome multiple a IigM

Le myélome a IgM est une entité trés rare et sans mutation de MYD88 (89). A la différence de
la MW, le myélome multiple a IgM présente une infiltration médullaire purement plasmocytaire
et lorsqu’il est symptomatique, il peut associer la présence de Iésions ostéolytiques et une
insuffisance rénale. Les plasmocytes tumoraux de myélome n’expriment que rarement le
CD20 et sont majoritairement CD19- et CD56+. La translocation t(11;14)(q13;932) est assez
fréquente dans les myélomes a IgM (60,86).

1.1.8. Evolution — Complications

La décompensation cardiaque est une des complications de la MW, elle se manifeste en cas
d’hyperviscosité et d’anémie chez l'insuffisant cardiaque principalement (19). Plus rarement,
une amylose AL a IgM peut survenir, cette entité représente environ 7% des toutes les formes
d’amylose (72,90) et la mutation MYD88 L265P est présente dans 71% des cas (91). De plus,
une dissémination extra-médullaire (92), une transformation en LNH agressif type DLBCL
(3,93) ou encore l'apparition de syndromes myélodysplasiques ou de leucémies aigles
peuvent également compliquer la MW (94).

1.1.9. Prise en charge symptomatique et/ou spécifique de la MW

1.1.9.1. Indications de traitement

La MW est un lymphome indolent incurable, seules les formes symptomatiques bénéficieront
d’une prise en charge thérapeutique. En effet, aucun intérét n’a été apporté par le traitement
chez les patients asymptomatiques (M-MGUS et sMW), pour qui une surveillance clinique
réguliere (tous les 3 a 6 mois) ou stratégie « watch and wait » sera appliquée (95).

Les critéres d’initiation d’'un traitement ont été définis lors du second Workshop International
de la MW (96) et sont les suivants :

e Critéres cliniques :
o Signes généraux : fievre, sueurs nocturnes, altération de I'état général
o Symptdmes liés a I'lgM : syndrome d’hyperviscosité, neuropathie périphérique
o Adénopathie symptomatique ou volumineuse (= 5 cm de diamétre)
o Hépatomégalie ou splénomégalie symptomatique
o Organomégalie symptomatique ou localisation extra-médullaire
o Critéres biologiques :

o Anémie <10 g/dL
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o Thrombopénie < 100 G/L

o Activité délétere de I'lgM : cryoglobuline symptomatique, anémie a agglutinine
froide ou auto-immune, thrombopénie auto-immune, néphropathie, amylose AL

Le taux d’'IgM sérique ne fait pas partie des critéres thérapeutiques, mais un syndrome
d’hyperviscosité doit étre évoqué lorsque les taux sont élevés et un fond d’ceil doit étre réalisé.

1.1.9.2. Thérapeutique

La MW étant une maladie a faible fréquence dans la population générale, il n’existe pas de
schéma thérapeutique standard. Cependant des recommandations émanant de réunions
d’experts sont mises a disposition (78,97).

1.1.9.2.1. Traitement symptomatique

Dans les syndromes d’hyperviscosité et les formes sévéres des agglutinines froides, la
plasmaphérése est a instaurer rapidement. En général, 2 a 3 séances de plasmaphérése
réduisent les taux d’IgM monoclonale sérique de 30 a 60%. Les transfusions de culots
globulaires, si elles sont nécessaires, doivent étre réalisées aprés plasmaphérése pour ne pas
aggraver I'hyperviscosité (97).

1.1.9.2.2. Traitement de premiére ligne

Anti-CD20

Le rituximab (R) constitue la premiére option thérapeutique de la MW. Cet anticorps
monoclonal chimérique est dirigé contre la molécule de surface CD20 exprimé par les
lymphocytes monotypiques. Utilisé en monothérapie, et généralement bien toléré, il doit étre
réservé aux formes peu symptomatiques ne nécessitant pas de contréle rapide de la maladie
(78). Son activité est retardée avec une efficacité maximale a 7 mois, délai qui doit étre pris
en compte pour I'évaluation de la réponse thérapeutique (98). Fait important, la présence d’un
syndrome d’hyperviscosité sans plasmaphérese préalable contre-indique I'administration de
rituximab en raison d’'une augmentation rituximab-induite de I'lgM sérique qui survient dans 40
a 60% des cas (97). En cas d’intolérance au rituximab, I'ofatumumab, un anticorps monoclonal
anti-CD20 humain (IgG1) qui se lie spécifiquement a un épitope différent du rituximab a montré
son efficacité (99).

Agents alkylants

Les agents alkylants peuvent étre utilisés en premiére ligne dans la MW notamment chez les
sujets agés ou le rituximab présente une certaine toxicité. Le chlorambucil appartient a cette
famille et induit une réponse thérapeutique dans 70 a 80% des cas chez le patient &gé (100).
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Il peut également constituer une alternative au rituximab pour les patients présentant un
syndrome d’hyperviscosité et pour qui la plasmaphérése est contre-indiquée (en raison de
comorbidités notamment).

Associations a base de rituximab

Pour les formes symptomatiques de la MW nécessitant un contrble rapide de la maladie,
'association du rituximab avec un ou plusieurs agents alkylants constitue le traitement de
premiére intention (79,101). Les combinaisons R-bendamustine et R-cyclophosphamide-
dexaméthasone (DRC) présentent une bonne efficacité (79).

Inhibiteurs du protéasome

Les inhibiteurs du protéasome tel que le bortézomib, efficaces sur les cellules myélomateuses,
peuvent étre utilisés dans la MW puisqu’elle posséde également une composante
plasmocytaire. L’association R-bortézomib-dexaméthasone (BDR) permet d’obtenir jusqu’a
85% de réponse (102), mais le principal effet indésirable est 'apparition d’'une neuropathie
périphérique. Le carfilzomib, inhibiteur du protéasome de seconde génération, est associé a
un plus faible risque de neurotoxicité et a également démontré son efficacité en association
avec le rituximab et la dexaméthasone chez les patients atteints de MW (103).

1.1.9.2.3. Traitement des récidives et des formes réfractaires

Lors d’une rechute ou d’'une MW réfractaire, I'utilisation d’'une autre molécule préconisée en
premiére intention est envisageable. La méme molécule peut étre utilisée a nouveau si elle a
permis une réponse d’un an ou plus. Toutefois, il est préférable d’éviter les lignes susceptibles
d’endommager les cellules souches tels que les agents alkylants ou les analogues
nucléosidiques si une greffe autologue de cellules souches hématopoiétiques est envisagée
et préférer des molécules moins toxiques comme le rituximab (104).

L’évérolimus

L’évérolimus est un inhibiteur de mTOR, protagoniste de la voie de signalisation
PI3BK/AKT/mTOR jouant un réle dans la régulation de I'apoptose, de la croissance et du cycle
cellulaire. La mise en place de ce traitement doit étre soigneusement évaluée car il existe un
risque d’hyperviscosité a I'arrét par effet rebond du taux d’IlgM monoclonale et il expose a une
forte toxicité pulmonaire. De plus, une forte toxicité hématologique est décrite avec des
anémies (27% des cas) et des thrombopénies profondes (20%). Son utilisation est donc
recommandée dans les formes réfractaires (79).

L’ibrutinib

Treon et al. (105) ont mis en évidence l'intérét de I'utilisation de librutinib, ou inhibiteur de la
BTK (Bruton Tyrosine Kinase) dans une étude prospective chez des sujets atteints de MW et
ayant déja regu un traitement de premiére ligne. L’ibrutinib agit en inhibant le signal de
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prolifération et de survie cellulaire induit par l'interaction MYD88-BTK (voie de signalisation
NFkB). La présence de la mutation MYD88 L265P rend ce complexe plus sensible a I'ibrutinib.
Inversement, les sujets MYD88 WT ne présentent pas de réponse majeure et un ORR inférieur
(40,77). L'efficacité de cet inhibiteur peut aussi étre affectée par des mutations du gene
CXCR4 avec de la méme fagon un ORR et des réponses majeures plus faibles. Des études
précliniques ont établi qu’un inhibiteur spécifique de CXCR4, le plerixafor, serait susceptible
de rétablir la sensibilité aux inhibiteurs de BTK (45,106). Actuellement, il est recommandé
d’effectuer un dépistage du statut mutationnel de MYD88 chez les sujets candidats a un
traitement par ibrutinib (79). Concernant les mutations de CXCR4, des explorations
supplémentaires doivent étre effectuées afin de clarifier son impact sur le traitement.
Néanmoins, les patients MYD88 non muté et CXCR4 muté répondant moins vite a I'ibrutinib,
il pourrait étre pertinent de rechercher les mutations de CXCR4 avant traitement pour les
patients trés symptomatiques afin de leur proposer de débuter le traitement avec une drogue
a efficacité plus immédiate (anti-CD20, agent alkylant, ...) (79).

1.1.9.3. Critéres de réponse thérapeutique

Les critéres de réponse au traitement dans la MW ne sont pas les mémes que ceux utilisés
pour les autres lymphomes indolents. Ceci est principalement di au fait que le taux d’'IgM
monoclonale est pris en compte et que sa disparition compléte a I'immunofixation signe la
rémission compléte. En raison des risques de variations inter-laboratoires, le dosage de cette
IgM doit étre réalisé dans le méme centre et par la méme technique (densitométrie ou
néphélémétrie). La classification des différents groupes de réponse thérapeutique adoptée
lors du VIéme Workshop International sur la MW est représentée dans le Tableau 4.
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Tableau 4 : Classification des réponses thérapeutiques dans la MW, d’aprés Owen et al. (107)
Type de réponse Critéres

Réponse compléte Absence de I'lgM monoclonale sérique a l'immunofixation
Taux sérique d'lgM normal

Disparition de tous les symptdmes cliniques (organomégalies, signes
neurologiques, etc.)

Moelle osseuse cytologiquement normale

Tres bonne réponse Diminution = 90% du taux d’lgM monoclonale par rapport a la premiére
partielle détermination

Disparition compléte des signes cliniques

Aucun nouveau signe ou symptdme signant 'activité de la maladie

Réponse partielle Diminution = 50% mais < 90% du taux d’IlgM monoclonale par rapport a la
premiere détermination

Disparition compléte des signes cliniques

Aucun nouveau signe ou symptdme signant 'activité de la maladie

Réponse mineure Diminution = 25% mais < 50% du taux d’IgM monoclonale par rapport a la
premiere détermination

Aucun nouveau signe ou symptdme signant 'activité de la maladie

La progression de la maladie se définit par une augmentation > 25% du taux d’IgM sérique
par rapport au taux mesuré le plus bas et/ou I'apparition ou la progression de la
symptomatologie clinique.

Néanmoins, il existe quelques discordances entre taux d’IgM et infiltration tumorale,
notamment avec certains traitements dont le rituximab, I'évérolimus, le bortézomib et
l'ibrutinib qui réduisent la masse tumorale sans modifier la quantité sérique en IgM. Le taux
d’IgM monoclonale peut également étre sous-estimé par la présence d’'une cryoglobuline, le
dosage doit alors étre effectué dans des conditions optimales pour minimiser la
cryoprecipitation. En cas d’incohérence entre le taux d’IgM et I'expression clinique de la
maladie, une BOM peut étre envisagée (97).

1.1.10. Facteurs pronostiques

Le score ISSWM ou International Prognostic Scoring System for Waldenstrém
Macroglobulinemia (80) est un puissant score pronostique basé sur des critéres cliniques et
biologiques aisément accessibles qui permettent de classer les patients atteints de MW en
trois groupes de risque (Tableau 5). Ces groupes ont un taux de survie a 5 ans allant de 86%
pour le groupe a faible risque a 36% pour le groupe a haut risque. Les facteurs utilisés dans
ce score sont les suivants (1 point par facteur) :

e Age=65ans
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e Autres facteurs de risque
o Hémoglobine < 11.5 g/dL
o Plaquettes <100 G/L
o B2 microglobuline > 3 mg/L
o IgM>70g/L

Tableau 5 : Index pronostique international (ISSWM) d’aprés Buske et Leblond (101)

Groupe de risque Faible Intermédiaire Fort
Score 0-1 (sauf I'age) Age ou 2 >3
Survie globale a 5 ans (%) 87 68 36

La médiane de survie est de 5 a 10 ans chez les sujets atteints de MW symptomatique (108)
et de plus de 14 ans dans les formes indolentes ou smoldering (109). Ces derniers peuvent
rester en abstention thérapeutique de nombreuses années. Le risque de progression vers la
MW est plus élevé lors des 5 premiéres années aprés le diagnostic de sMW puis diminue
jusqu’a atteindre un risque proche de celui des M-MGUS (109). Les localisations extra-
médullaires de la MW ne semblent pas aggraver le pronostic contrairement au MM. En effet,
la médiane de survie dans ce cas est de 79% a 10 ans, soit proche de celle des MW (92).

Un taux élevé de LDH est également péjoratif, surtout dans le groupe des patients a haut
risque du score ISSWM (110). La présence de chaines légéres libres ou FLC (Free Light
Chain) a des taux élevés a été remarquée chez des sujets MW symptomatiques ou présentant
des facteurs de mauvais pronostic (aucun lien n’a été mis en évidence entre I'lgM monoclonale
et la présence des FLC) (111,112). Enfin, 'absence de mutation L265P du géne MYD88 a été
associée a un mauvais pronostic (77).
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Il. Objectifs

Le diagnostic de MW reste encore délicat. Les diagnostics différentiels sont nombreux, les
LZM par exemple peuvent présenter des degrés de différenciation lymphoplasmocytaires
variables et un pic IgM. De plus, la mutation de MYD88 n’est pas absolument spécifique de la
MW puisque retrouvée aussi dans les LZM et la LLC a faible fréquence.

Depuis 2012, notre laboratoire a mis en place un immunophénotypage plasmocytaire
(population CD38+/CD138+) en parallele de 'immunophénotypage lymphocytaire devant
toute exploration d’'une IgM monoclonale.

L’'objectif de notre équipe est d’évaluer l'apport de ce double immunophénotypage
lymphocytaire et plasmocytaire dans le diagnostic de la MW et de compléter nos données
avec l'exploration des mutations des genes MYD88 et CXCR4 a des fins également
diagnostiques, mais aussi pronostiques et thérapeutiques.

Le travail a été réalisé sur une cohorte de 84 patients ayant bénéficié d’'un bilan au CHU de
Limoges dans le cadre de I'exploration d’'un pic monoclonal IgM entre 2012 et 2019. La
relecture cytologique médullaire concertée a été réalisée conjointement a la réinterprétation
du double immunophénotypage afin de classer au mieux les patients en MW, M-MGUS ou
autres LNH. Le statut mutationnel de MYD88 a été déterminé en routine alors que I'exploration
des mutations de CXCR4 par séquencage haut débit a été mise au point dans le cadre de
cette étude.

Ce travail a également fait I'objet de deux communications orales accompagnées d’un poster
au 39éme congrés de la Société Francaise d'Hématologie (SFH) au Palais des Congrés
a Paris le 27 Mars 2019, ainsi qu’au 23éme congrés de I'Association Francaise de Cytométrie
(AFC) au couvent des Jacobins a Rennes le 19 septembre 2019.
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lll. Matériel et Méthode

11.1. Patients

Selon la procédure institutionnelle de notre CHU, les patients peuvent choisir d’autoriser ou
de s’opposer a l'utilisation des reliquats de leurs échantillons biologiques pour la recherche
biomédicale. Les échantillons des patients non opposés sont alors requalifiés par le centre de
ressource biologique CRBioLim et rendus disponibles pour des projets de recherche. Dans ce
travail, I'utilisation des échantillons a fait 'objet d’'une demande de session accordée auprés
du CRBioLim.

Le recrutement des patients a été effectué par interrogation du systéme informatique de
gestion de laboratoire (SIL) (logiciel Glims® distribué par la société MIPS, Belgique) utilisé au
Centre de Biologie et de Recherche en Santé (CBRS) de Limoges. Le critére d’entrée dans la
cohorte était la présence d’'un pic monoclonal a IgM kK ou A a I'électrophorése des protéines
sériques. Le diagramme de flux (CONSORT) de la sélection des sujets est détaillée a la Figure
20.

Nombre
de
patients

+ Sélection par interrogation du SIL

* Présence d’'un immunophénotypage lymphocytaire et
plasmocytaire

* Frottis médullaire et échantillon d’/ADN de moelle osseuse,
de sang ou de tissu infiltré disponibles

{| + Prélévement réalisé au diagnostic
» Absence de traitement antérieur au diagnostic

+ Exclusion a la relecture cytologique (mauvais étalement du
frottis, faible richesse cellulaire, hémodilution)

Figure 20 : Sélection des patients de la série

L’exhaustivité du recrutement a été vérifiée par une requéte sur le SIL des sujets ayant
bénéficiés d’'une exploration de la mutation MYD88. Il est a noter que les
explorations immunophénotypiques, cytologiques et moléculaires, ont été réalisées sur le
méme prélévement de moelle. L’analyse moléculaire a été réalisée sur sang périphérique pour
10 patients et sur biopsie ganglionnaire pour 1 patient.
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Afin d’évaluer la spécificité du phénotype des plasmocytes de MW, une cohorte randomisée
de 30 patients atteints de myélome ayant bénéficié d’'un immunophénotypage plasmocytaire
ainsi que 5 patients atteints de LPL a IgA (n=1), LPL a IgG (n=2) et de MGUS a IgG (G-MGUS,
n=2) ont été ajoutés a cette étude.

L’ensemble du panel d’analyse : cytologie, cytométrie et biologie moléculaire, a été réalisé au
laboratoire du CHU de Limoges. Les diagnostics ont été revus pour établir un classement sans
équivoque entre les différentes entités suivantes : MW, M-MGUS et LNH de bas grade.

lll.2. Relecture cytologique médullaire

La relecture cytologique concertée a été réalisée par 3 biologistes a I'aide d’'une grille de
lecture présente en Annexe 1. La grille de lecture a été utilisée comme outil de standardisation
de l'annotation des frottis.

lll.3. Immunophénotypage lymphocytaire et plasmocytaire

Le principe de la technique d’analyse de cytométrie en flux est rappelé en Annexe 2.
L’'immunophénotypage a été réalisé sur des échantillons de moelle osseuse prélevés dans un
tube héparinate de sodium sans gel séparateur ou un tube EDTA (Ethylene Diamine Tétra-
Acétique) BD Vacutainer® (BD, Franklin Lakes, New Jersey, Etats-Unis). Deux panels ont été
effectués pour chaque patient : un lymphocytaire et un plasmocytaire.

Le panel lymphocytaire correspond au panel utilisé en routine au laboratoire de Limoges pour
'exploration des lymphocytes B. Il se compose de deux mélanges d’anticorps représentés
dans le tableau ci-dessous.

Tableau 6: Composition des mélanges d’anticorps pour le panel lymphocytaire

PE PE APC APC

FITC PE ECD o5 cyr APC A700 A7so PB KO

Le tube 1 est un tube d’orientation, il permet de cibler les lymphocytes B et d’évaluer
I'expression des chaines légéres Kk et A. Le ratio k/A permet d’identifier la présence d’un clone
B, si le ratio >5 il signe la présence d’un clone B k, a l'inverse s’il est <0.5 il s’agit d’un clone B
A, entre ces deux valeurs aucun clone n’est retenu. Le second tube permet la caractérisation
des lymphocytes B et le calcul du score de Matutes (Tableau 2).
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Le panel plasmocytaire est celui utilisé en routine pour la recherche de myélome. Il se
compose de trois mélanges d’anticorps présentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 7 : Composition des mélanges d’anticorps pour le panel plasmocytaire

FITC PE ECD PE Cy5 PE Cy7 PB
Tube 1 i-Lambda 45
Tube 2 138 45 20
Tube 3 117+34 45

Le premier tube détermine I'expression intracytoplasmique des chaines légéres kK ou A des
plasmocytes, de la méme fagon que pour les lymphocytes, le ratio k/A indique la présence d’un
clone plasmocytaire K si le ratio >5 ou A si le ratio <0.5. Le second tube détermine I'expression
du CD19 et du CD56 sur les plasmocytes et les lymphocytes. Le troisieme tube permet la
correction de I'hémodilution du prélévement afin d’obtenir une quantification plasmocytaire
exacte nécessaire au diagnostic de myélome (113).

Les anticorps monoclonaux utilisés sont fournis par la société Beckman Coulter™ (Fullerton,
Californie, Etats-Unis). Les analyses ont été réalisées avec un cytomeétre en flux 10 couleurs
de type Navios™ et les données ont été retraitées avec le logiciel Kaluza® Flow Analysis
Software version 1.2 (Beckman-Coulter, Fullerton, Californie, Etats-Unis).

Pour les deux panels, les données qualitatives ont été relevées manuellement aprés un
refenétrage uniforme de tous les histogrammes, appliqué a 'ensemble des échantillons de la
cohorte. Les items répertoriés étaient les suivants :

o Données qualitatives :
o Présence/Absence de populations monotypiques et polytypiques
o Nature de la chaine Iégére associée a la monotypie : K ou A
o Niveau d’expression de la chaine légére (low, normal ou high)
o Présence/Absence d’une double population monotypique

o Présence/Absence d’'une population monotypique sur le type cellulaire non
ciblé par le panel (monotypie lymphocytaire observable dans le panel
plasmocytaire) permettant un contréle des résultats

o Niveau d’expression des marqueurs du panel (négatif, low ou positif)
o Données quantitatives :

o Nombres d’événements

o Pourcentages des populations

o Intensité moyenne de fluorescence ou MFI

Les paramétres quantitatifs d’intérét ont été réordonnés a l'aide d’'un script R® (Annexe 3).
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lll.4. Revue diagnostique combinant cytologie et cytométrie

Un reclassement diagnostique a été effectué pour chaque patient de la cohorte en regard des
critéres définis par le second Workshop International de la MW(4), du seuil de 10% d’infiltration
lymphocytaire médullaire (81,82,114) et de I'expression clinique de la maladie.

Afin d’évaluer le plus précisément possible le pourcentage de cellules lymphocytaires
monotypiques infiltrant la moelle osseuse, les comptes cellulaires cytologiques et
immunophénotypiques ont été confrontés. En pratique, nous avons rapporté le pourcentage
médullaire de cellules monotypiques lymphocytaires parmi les lymphocytes totaux, mesuré en
CMF, au pourcentage de lymphocytes médullaires décompté en cytologie (détail du calcul ci-
dessous). Le seuil de 10% a été appliqué au résultat ainsi obtenu séparant les M-MGUS des
MW.

% de lymphocytes dans la moelle x % lymphocytes clonaux parmiles lymphocytes médullaires

% lymphocytes clonaux dans la moelle =
100

Figure 21 : Calcul du pourcentage de lymphocytes tumoraux infiltrant la moelle osseuse

Enfin, la caractérisation de ces deux entités a été affinée grace a lanalyse de la
symptomatologie clinique. Les sujets M-MGUS ont été classés en deux catégories : les formes
asymptomatiques (notées M-MGUS) et les formes exprimant une symptomatologie liée a I'lgM
ou M-MGUS-IRD (81-83). De la méme fagon, les formes asymptomatiques sMW et
symptomatiques (signes généraux, liés a l'infiltration tumorale ou a I'lgM monoclonale) de la
MW ont été distinguées.

La démarche de reclassification diagnostique est représentée a la Figure 22.
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IgM monoclonale sérique
(quelque soit le taux)

Infiltration médullaire Infiltration médullaire
tumorale < 10% tumorale = 10%

Symptémes liés a I'lgM

Asymptomatique sérique

Asymptomatique Symptomatique

M-MGUS M-MGUS-IRD sMwW MW

Figure 22 : Arbre décisionnel utilisé pour le reclassement diagnostique

lil.5. Biologie moléculaire : exploration des mutations de MYD88 et CXCR4

111.5.1. Extraction d’ADN

Les échantillons médullaires ont été prélevés dans un tube EDTA BD Vacutainer® (BD,
Franklin Lakes, New Jersey, Etats-Unis). Aprés un pré-traitement par Ficoll® permettant la
séparation de 5 millions cellules mononuclées, une extraction automatisée sur I'extracteur
Maxwell RSC® Instrument (Promega, Madison, Wisconsin, Etats-Unis) ou manuelle a l'aide
du kit QlAamp® DNA Blood mini (Qiagen, Venlo, Pays-Bas) a été réalisée. Les extraits d’ADN
obtenus ont été dosés avec un NanoDrop® ND-1000 (Ozyme, Saint-Cyr-L’Ecole, France) puis
congelés a -80°C.

Aprés décongélation, un contréle du dosage d’ADN a été réalisé avec le fluorométre
Invitrogen™ Qubit™ 2.0 (Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, Etats-Unis) et
le kit Qubit™ dsDNA BR Assay (Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, Etats-
Unis).

Ces étapes ont été réalisées dans le respect des recommandations fournisseur.

Myléne Gayet | Thése d’exercice | Université de Limoges | 2019 58
Licence CC BY-NC-ND 3.0



111.5.2. Détermination du statut MYD88

111.5.2.1. PCR spécifique d’allele MYD88 L265P

Une PCR spécifique d’alléle ciblant la mutation MYD88 L265P a été réalisée pour 'ensemble
des échantillons a partir de I'ADN extrait. Les principes des méthodes de PCR et de PCR-AS
(PCR spécifique d’alléle) sont rappelées en Annexe 4.

La PCR-AS MYD88 L265P permet d’identifier la présence de la mutation et de caractériser
son état, hétérozygote ou homozygote. La technique utilisée au laboratoire d’hématologie du
CHU de Limoges est inspirée de celle mise au point par Varettoni et al. en 2013 (33). Elle met
en jeu une amorce antisens spécifique commune aux deux alléles (MYD88 muté L265P et non
muté WT) : 5-AGGAGGCAGGGCAGAAGTA-3’, et deux amorces sens spécifiques de la
séquence L265P : M5’-GTGCCCATCAGAAGCGCCC-3’ d'une part et de la séquence WT : 5’-
GTGCCCATCAGAAGCGCCT-3’ d'autre part (Figure 23). Les deux amorces sens présentent
un non-appariement en 3’ (noté en rouge) afin d’empécher I'amplification de I'amorce non
appariée.

MYD88 P
.

Amorce sens

|

Amorce antisens

Figure 23 : Amorces spécifiques d’alléles de la PCR-AS MYD88 L265P, d’aprés Varettoni et al. (33)

Le kit AmpliTag Gold™ DNA Polymerase with Buffer Il and MgCI2 (Thermo Fischer Scientific,
Waltham, Massachusetts, Etats-Unis) a été utilisé pour réaliser le mélange réactionnel
(Tableau 8).
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Tableau 8 : Composition du mix de la PCR-AS MYD88 L265P

Volume
(bL)

Amorce MYD88-F-WT (10 uM) ou 1
Amorce MYD88-F-L265P (10 uM)

Amorce MYD88-R (10 uM) 1
dNTP (200 pM) 1
TP 10X Applied Biosystem 5
MgCl2 Applied Biosystem 3
TAQ Gold Applied Biosystem 1
Eau nuclease-free 20
Dilution ADN a 5 ng/uL 18
Volume final 50

La réaction de PCR a été réalisée sur un thermocycleur SimpliAmpTM Thermal Cycler
(Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, Etats-Unis) avec le programme qui
figure au Tableau 9.

Tableau 9 : Programme d’amplification de la PCR-AS MYD88 L265P

Température Durée
Dénaturation initiale 95°C 10 minutes
95°C 15 secondes
Amplification : 35 cycles 60°C 30 secondes
72°C 30 secondes
Elongation finale 72°C 5 minutes
Stockage final 12°C Infini

Les résultats de la PCR-AS ont été révélés par migration électrophorétique sur 'automate
MultiNa™ (Shimadzu, Kyoto, Japon) avec le kit DNA-500 Kit® (Shimadzu, Kyoto, Japon) selon
les instructions du fournisseur.

Un témoin d’eau, un témoin négatif ainsi que deux témoins positifs, un hétérozygote et un
homozygote mutés L265P, ont été passés a chaque cycle de migration.

Myléne Gayet | Thése d’exercice | Université de Limoges | 2019 60
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Des mutations de MYD88 autre que la L265P ont été décrites dans la MW (40). Ainsi,
lorsqu’aucune mutation n'a été retrouvée avec la technique de PCR-AS, un séquengage
Sanger a été réalisé afin de ne pas méconnaitre I'existence d’'une autre mutation de MYD88.
D’autre part, s’il n’y avait pas d’amplification en PCR-AS, I'’échantillon a également été vérifié
en Sanger.

111.5.2.2. Séquencgage Sanger du géne MYD88

Le principe de la méthode Sanger figure en Annexe 5. Le séquengage du domaine TIR du
gene MYD88 par cette méthode a été réalisé a 'aide des amorces suivantes (en rouge sur la
Figure 24) :

e Amorce sens : 5-TCTGACCACCACCCTTGTG-3’
e Amorce antisens : 5-AGGAGGCAGGGCAGAAGTA-3’

—— T L > > > T N N Y —
— MYD88
—_—
Amorce sens ;

Amorce antisens

Figure 24 : Amorces spécifiques pour le séquencage Sanger du domaine TIR de MYD88

Les deux PCR Sanger ont été réalisées sur les thermocycleurs SimpliAmp™ Thermal Cycler
(Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, Etats-Unis). Le kit Taqg’Ozyme Purple
Mix 2 (Ozyme, Saint-Cyr-L’Ecole, France) a permis la réalisation de la premiére PCR
d’amplification (la composition du mix et le programme utilisés figurent dans le Tableau 10 et
le Tableau 11). La pureté des séquences a été vérifiée par migration électrophorétique a I'aide
du Midori Green Advance DNA Stain (Nippon Gene Co., Tokyo, Japon) puis elles ont subi un
nettoyage enzymatique avec 'ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent Cycler (Thermo
Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, Etats-Unis).

Tableau 10 : Composition du mix de la 1 PCR du séquengage Sanger

Volume

(bL)
Amorce sens 0.5
Amorce antisens 0.5
Taq’Ozyme Purple Mix 2 12.5
Eau nuclease-free 11
Dilution d’ADN a 50-100 ng/uL 0.5
Volume final 25
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Tableau 11 : Programme d’amplification de la 1é PCR du séquengage Sanger

Température
Dénaturation initiale 95°C
95°C
Amplification : 35 cycles 59°C
72°C
Elongation finale 72°C
Stockage final 12°C

Durée

2 minutes

30 secondes

30 secondes

25 secondes

5 minutes

Infini

Le kit BigDye™ Terminator v1.1 Cycle Sequencing (Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, Etats-Unis) a été utilisé pour la seconde PCR (la composition du mix et le
programme utilisés figurent dans le Tableau 12 et le Tableau 13) et le kit DyeEx® 2.0 Spin Kit
(Qiagen, Venlo, Pays-Bas) pour la purification des produits de PCR a séquencer.

Tableau 12 : Composition du mix de la 2¢™ PCR du séquengage Sanger

Produit de PCR amplifié

Amorce sens ou antisens

BigDye™ Terminator v1.1

Tampon de séquencgage v1.1

Eau nuclease-free

Volume
(pL)

0.5

0.5

2

3

14

Volume final

20

Tableau 13 : Programme d’amplification de la 2é™ PCR du séquengage Sanger

Température
Dénaturation initiale 95°C
96°C
Amplification : 25 cycles 55°C
60°C
Stockage final 12°C
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Le séquengage par méthode Sanger a été réalisé sur le séquenceur 3130xI Genetic
Analyzer Hitachi Applied Biosystems (Hitachi, Chiyoda, Tokyo, Japon) par l'unité de
séquencage du laboratoire du CHU de Limoges.

111.5.3. PCR spécifique d’allele CXCR4 S338X

La technique de PCR-AS utilisée permet la détection simultanée des mutations S338X
c.C1013G et c.C1013A de CXCRA4. Les amorces utilisées sont celles décrites par Xu et al.
(48) (sur le supplément en ligne) (Figure 25) :

e Amorce sens : 5-TTCCACTGTTGTCTGAACCCCATC-3’

¢ Amorces antisens (non-appariement en 3’ en rouge)
o Non mutée : 5-AGACTCAGACTCAGTGGAAACAGTTG-3'.
o C1013G : 5-AGACTCAGACTCAGTGGAAACAGTTC-3
o C1013A: 5-AGACTCAGACTCAGTGGAAACAGGTT-3’

Amorce sens

Amorce antisens

Figure 25 : Amorces spécifiques d’alléles de la PCR-AS CXCR4 S338X, d’aprés Xu et al. (48)

La réalisation de l'analyse est identique a celle de la PCR-AS MYD88 L265P décrite en
111.5.2.1., seule la composition du mix de PCR-AS differe (Tableau 14).
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Tableau 14 : Composition du mix de la PCR-AS CXCR4 S338X

Volume (uL)
Amorce CXCR4-F-WT (10 pM) 1

Amorce CXCR4-R-WT (10 uM) ou
Amorce CXCR4-R-C1013G (10 pM) et 1
Amorce CXCR4-R-C1013A (10 uM)

dNTP (200 pM) 4
TP 10X Applied Biosystem 5
MgCl2 Applied Biosystem 4
TAQ Gold Applied Biosystem 0.5
Eau nuclease-free 32.5
Dilution ADN a 50 ng/uL 5
Volume final 50

11l.5.4. Séquengage du géne CXCR4

111.5.4.1. Préparation des librairies

Les mutations de CXCR4 retrouvées dans la MW concernent la partie C-terminale du géne et
plus particulierement les 40 derniers acides aminés (36). Deux couples d’amorces ont donc
été créés afin de recouvrir la totalité de la zone d’intérét :

e Cible 1 (en rouge sur la Figure 26)
o Amorce sens PCR 1 F: TGTTGTCTGAACCCCATCCT
o Amorce antisens PCR_1_R : GACATTCATCTGTTTCCACTGAGT
e Cible 2 (en bleu sur la Figure 26)
o Amorce sens PCR_2 F : CAGCCTCAAGATCCTCTCCA
o Amorce antisens PCR_2 R : ACACATTTTTCAGATATAAAAGACTGACC

Amorce antisens

Amorce sens
—

Amorce antisens
—p
Amorce sens

Figure 26 : Position des deux couples d’amorces dans la partie C-terminale de CXCR4
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Le design a été réalisé a I'aide des outils en ligne suivants :
e https://www.ensembl.org/index.html
e http://primer3.ut.ee/
e https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic
e https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Le logiciel GenXPProfiler Beckman Coulter™ (Beckman-Coulter, Fullerton, Californie, Etats-
Unis) disponible au laboratoire d’hématologie a également été utilisé. Les amorces ont été
synthétisées par les laboratoires eurofins®Genomics (Eurofins Scientific, Luxembourg,
Luxembourg). Les températures de fusion ou Tm (Temperature of melting) de chacune des
amorces ont été déterminées a 'aide du site https://tmcalculator.neb.com/#!/main.

Un témoin d’eau a été mis en place pour la préparation des librairies afin de s’assurer de
'absence de contamination. Incorporé au début de chaque manipulation, il a subi
successivement toutes les étapes de PCR et de purification, de la méme fagon que les
échantillons. Deux échantillons d’ADN non tumoraux ont servi de témoins négatifs.

11.5.4.1.1. PCR d’ampilification des cibles CXCR4

La premiere PCR réalisée pour préparer le séquencage permet d’amplifier les deux cibles
génomiques. Des séquences supplémentaires ont été ajoutées aux amorces PCR_1 et
PCR_2 lors du design. Ces séquences (en rouge sur la Figure 27 et la Figure 28), vont se
positionner a chaque extrémité du produit de PCR et permettre la liaison des adaptateurs lors
de la prochaine étape.

Cible 1
PCR_1_F: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGTTGTCTGAACCCCATCCT

PCR_1_R: GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGACTCAGTGGAAACAGATGAATGTC

Cible 2
PCR_2_ F: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCAGCCTCAAGATCCTCTCCA
PCR_2 R: GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGTCAGTCTTTTATATCTGAAAAATGTGT

L )
I I

Séquence liant I'adaptateur Amorce

Figure 27 : Amorces de PCR des deux cibles de CXCR4 avec la séquence de liaison a 'adaptateur
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1

Figure 28 : PCR d’amplification des cibles CXCR4
L’ADN génomique est représenté en gris clair, les amorces spécifiques des séquences cibles en orange
(sens) et bleu (antisens) ainsi que les séquences permettant la liaison aux adaptateurs en rouge. La
réaction de PCR est représentée par la fleche grise. Les produits de PCR sont en noir, flanqués des
amorces et séquences spécifiques.

La quantité d’ADN de départ utilisée était de 50 ng pour tous les échantillons. Le mix de PCR
d’amplification figure dans le Tableau 15 et le kit Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase
M0530S (New England Biolabs® Inc., Ipswich, Massachusetts, Etats-Unis) utilisé contenait
'enzyme polymérase de haute-fidélité et le tampon de réaction.

Tableau 15 : Composition du mix de PCR d’amplification de CXCR4

Volume

(L)
Tampon 5X Phusion HF 4
dNTP (10 mM) 0,4
Primer Forward (10 uM) 1
Primer Reverse (10 uM) 1
Phusion DNA Polymerase 0,2
Eau nuclease-free 8,4
Dilution d’ADN (10ng/uL) 5
Volume final 20

Le programme de PCR est reporté dans le Tableau 16, il a été réalisé sur un thermocycleur
SimpliAmp™ Thermal Cycler (Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, Etats-
Unis).
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Tableau 16 : Programme d’amplification de la 1 PCR de séquengage de CXCR4

Température Durée
Dénaturation initiale 98°C 30 secondes
98°C 10 secondes
Amplification : 35 cycles 63°C 30 secondes
72°C 15 secondes
Elongation finale 72°C 5 minutes
Stockage final 10°C Infini

Les produits de PCR ont été purifiés par une technique de purification manuelle effectuée sur
plaque magnétique DynaMag™ - 96 Side (Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, Etats-Unis) avec le réactif HighPrep™ PCR Magbio® (Gaithersburg,
Maryland, Etats-Unis) contenant les billes paramagnétiques. Les recommandations
fournisseurs ont été respectées quant aux proportions de produits de PCR et de billes. L'ADN
hautement purifié a été élué avec le tampon d'élution Low TE Buffer lon Torrent™ (Thermo
Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, Etats-Unis).

111.5.4.1.2. PCR de liaison des adaptateurs lllumina®

Une fois les deux cibles amplifiées et purifiées, une seconde étape de PCR commune était
nécessaire afin de fixer les adaptateurs spécifiques. Les adaptateurs, ou index lllumina®
utilisés sont ceux du kit TG Nextera® XT Index Kit v2 (llumina, San Diego, Californie, Etats-
Unis). lls ont été modifiés afin d’apporter la séquence supplémentaire permettant la liaison aux
produits de la premiére PCR « maison » et par conséquent synthétisés par les laboratoires
eurofins®Genomics (Eurofins Scientific, Luxembourg, Luxembourg). Ces adaptateurs se
composent des séquences initiant la réaction de séquencgage en « bridge » et de codes a
barres nécessaire a l'identification des échantillons. Nous avions a disposition 8 index i5 et 12
index i7, soit 96 combinaisons possibles. Ces adaptateurs possédent également la séquence
qui permettra a la '’ADN de se fixer sur la flow cell (Figure 29).

Myléne Gayet | Thése d’exercice | Université de Limoges | 2019 67
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Figure 29 : PCR de liaison des adaptateurs Illlumina®
Les adaptateurs sont composés de la séquence complémentaire, en rouge, permettant la
reconnaissance des amplicons, des index (en vert et en jaune) avec leur codes a barres P5 (en bleu
clair) et P7 (en gris foncé). Les produits de PCR sont en noir. La réaction de PCR est représentée par
la fleche grise.

Le mix de PCR est présenté dans le Tableau 17, le kit utilisé est le méme que lors de la
premiére PCR : Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase M0530S (New England Biolabs®
Inc., Ipswich, Massachusetts, Etats-Unis).

Tableau 17 : PCR de liaison des adaptateurs lllumina®

Volume

(ML)
Tampon 5X Phusion HF 5
dNTP (10 mM) 0.5
Primer Forward (10 uM) 1
Primer Reverse (10 uM) 1
Phusion DNA Polymerase 0,25
Eau nuclease-free 14.75
Produit de PCR d’amplification 25
Volume final 25

Le programme de PCR est reporté dans le Tableau 18, il a été réalisé sur un thermocycleur
SimpliAmp™ Thermal Cycler (Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, Etats-
Unis).
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Tableau 18 : Programme d’amplification de la 2¢™¢ PCR de séquengage de CXCR4

Température Durée
Dénaturation initiale 98°C 30 secondes
98°C 10 secondes
Amplification : 12 cycles 62°C 30 secondes
72°C 30 secondes
Elongation finale 72°C 5 minutes
Stockage final 10°C Infini

La purification post-PCR a été effectuée de la méme fagon que lors de la PCR d’amplification
(1.5.4.1.1).

111.5.4.2. Validation des librairies

La pureté et la taille des amplicons générés ont été vérifiées par migration électrophorétique
sur l'automate MultiNa™ (Shimadzu, Kyoto, Japon) avec le kit DNA-500 Kit® (Shimadzu,
Kyoto, Japon) selon les instructions du fournisseur. La taille attendue des amplicons était de
284 pb pour la cible 1 et 304 pb pour la cible 2. La validation de la librairie était également
attestée par I'absence d’amplicons dans le témoin d’eau.

Le dosage des librairies a été réalisé avec le fluorométre Invitrogen™ Qubit™ 2.0 (Thermo
Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, Etats-Unis) et le kit Qubit™ dsDNA BR Assay
(Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, Etats-Unis). La concentration de chaque
librairie devait étre supérieure ou égale a la concentration souhaitée du pool de librairies, soit
4 nmol/L. La conversion des concentrations massiques en concentrations molaires a été
effectuée a I'aide du calcul ci-dessous :

Concentration massique de la librairie (ng/uL)

Concentration molaire (nmol/L) = X108

Nombre de pb de I'amplicon x Masse molaire d’'une pb (660 g/mol)

Figure 30 : Calcul de conversion des concentrations massiques en concentrations molaires

111.5.4.3. Préparation du pool de librairies

Afin d’obtenir la librairie de séquengage, un mélange équimolaire a 4 nmol/L de toutes les
librairies a été effectué. Ce mélange, ou pool a été conservé a -20°C avant utilisation.
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111.5.4.4. Séquencgage haut débit

Le principe du séquengage de nouvelle génération ainsi que de la technologie lllumina® sont
rappelés en Annexe 6.

11.5.4.4.1. Préparation des réactifs lllumina®

L’ensemble des réactifs et la flow cell nécessaire au séquencgage sont disponibles dans le kit
MiSeq Reagent Kits v2 (lllumina, San Diego, Californie, Etats-Unis). Les recommandations
fournisseurs ont été respectées quant a la préparation des séquences a partir du pool et du
chargement des réactifs sur le séquenceur.

11.5.4.4.2. Séquengage sur MiSeq lllumina®

Le séquencage haut débit de la zone d’intérét du géne CXCR4 a été effectué sur le
séquenceur MiSeq (lllumina, San Diego, Californie, Etats-Unis) (Figure 31).

Figure 31 : Séquenceur MiSeq lllumina® (115)

Les données de séquengage ont été importées sur le Miseq via le logiciel Experiment Manager
(Ilumina, San Diego, Californie, Etats-Unis) qui permet I'enregistrement des configurations du
run et des informations concernant les échantillons.

Les configurations du run étaient les suivantes :

e Séquengage paired-end : cela signifie que la lecture des séquences a lieu dans les
deux sens (3'>5’ puis 5>3’)
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e 500 cycles : ou 2x250 cycles, cela signifie que 250 bases sont lues dans un sens puis
250 bases dans l'autre sens. Ici, les deux amplicons étudiés faisaient 284 et 304 pb, il
y a donc eu un recouvrement des deux séquences, augmentant ainsi la qualité de
lecture des bases.

La flow cell nano v2 utilisée en paired-end permet théoriquement de générer 2 millions de «
reads » (séquences lues) ce qui correspond a 500Mb de données informatiques.

La réaction de séquencage a duré 19 heures. Les données ont été récupérées au format
FASTQ sur le séquenceur.

11.5.4.4.3. Analyse bio-informatique des données de séquengage

Le séquencgage de la partie C-terminale de CXCR4 a été réalisé en paired-end, ainsi chaque
séquence a été lue dans les deux sens sur 250 pb. Nos cibles étant de 284 et 304 pb, les deux
reads obtenus se recouvraient sur 200 pb environ. Une fusion (merging) de chaque paire de
reads ainsi constituée a été réalisée a I'aide du logiciel d’analyse de séquence Usearch (116).
Cette premiére étape avait pour but d’éliminer les erreurs de lecture liées au séquengage en
réattribuant un score de qualité a chaque base, selon sa concordance avec son homologue
sur le second read. Les régles suivantes ont été appliquées lors du merging :

e Siprésence de plus de 10 discordances entre les deux reads, ils sont rejetés

e Si deux bases homologues sont identiques, le score qualité associé a la base est
augmenté dans le read fusionné

e Si deux bases homologues sont différentes, la base associée au score de qualité le
plus haut est conservée, cependant il sera abaissé dans le read fusionné

e Si deux bases homologues sont différentes et que les scores qualités associés sont
identiques, la base est remplacée par un « N » dans le read fusionné

Les reads « mergés » au format FASTQ ont ensuite été alignés sur le génome humain
GRCh37 (hg19) avec l'algorithme bwa mem du logiciel bwa (Burrows-Wheeler Alignment)
(117). Un appel de variants a ensuite été réalisé sur le fichier BAM aligné, les SNP (Single
Nucleotide Polymorphism), les insertions et les délétions ont été relevées. Les deux variant
caller utilisés étaient: samtools mpileup et VarScan2 (118). Les VAF (Variant Allele
Frequency) < 0.001 n’ont pas été retenues (Figure 32).
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reads_R1.fastq reads_R2.fastq

|

Correction et Fusion des paires
usearch Maximum 10 différences

|

Alignement
bwa mem

|

Appel de variants
Samtools

Varscan2 VAF minimum : 0.001

|

fichier VCF

Figure 32 : Pipeline utilisé pour I'appel de variants

L’annotation des variants a été effectuée a I'aide d’un outil informatique qui interroge la base
de données Ensembl VEP (Variant Effect Predictor) (119) au moyen d’'un web service : API
REST (Application Programming Interface Representational State Transfer) (120). Cet outil
permet la lecture et la validation biologique des variants.

La validation des variants annotés a nécessité une revue manuelle de chacun d’eux a l'aide

du logiciel IgV®© (Integrative Genomics Viewer) et les régles suivantes ont été appliquées :

¢ Profondeur minimale de 100 reads a la position mutée

e Nombre de reads mutés = 10

e Fréquence allélique minimale de 1% (VAF)
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IV. Résultats

IV.1. Caractéristiques patients

La cohorte était finalement composée de 84 patients, parmi lesquels on comptait 30 femmes
et 54 hommes. L’age médian était de 71,5 ans avec un intervalle de 47 a 95 ans. La médiane
du taux d’lgM chez les 79 patients concernés était de 6.4 g/L avec un intervalle de 1 a 45,4
g/L.

Parmi les 84 patients, 9 ont bénéficiés d’'un caryotype au diagnostic dont 4 étaient anormaux
chez des patients atteints de MW (diagnostic initial) :

e 1(3;6)(q13;q914) (n=1)
o der(11)t(3;11)(q13;921) (n=1)
e monosomie Y (n=1)

e caryotype complexe (n=1)

IV.2. Relecture cytologique

L’objectif primordial de la relecture cytologique était d’obtenir pour chaque patient, une valeur
la plus juste possible du pourcentage de lymphocytes dans la moelle. Ce résultat a contribué
a la réalisation de la reclassification diagnostique sans ambiguité.

Lors de la relecture, il a été observé une infiltration plasmocytaire médullaire identique, de 2 a
3% en moyenne, dans chacun des trois groupes diagnostiques (MW, M-MGUS et autres
lymphomes). En revanche, 22/26 (85%) des échantillons du groupe MW présentaient des
lymphoplasmocytes (résultat semi-quantitatif, voir Annexe 1), contre 25/50 (50%) des
échantillons du groupe M-MGUS. Les cytologies médullaires des autres lymphomes ne
rapportaient pas la présence de lymphoplasmocytes. De plus, la présence de mastocytes a
été remarquée dans 13/26 (50%) des échantillons du groupe MW et 12/50 (24%) de ceux du
groupe M-MGUS, ils étaient absents dans les cas d’autres lymphomes. Ces résultats sont
présentés a la Figure 33, des images de microscopie médullaire également (Figure 34 et
Figure 35).
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Figure 33 : Proportion de patients dans chaque groupe diagnostique présentant des
lymphoplasmocytes ou des mastocytes dans la moelle au diagnostic

® g

Figure 34 : Moelle osseuse d'un patient MW au x1000, on observe un plasmocyte (en haut a gauche),
un continuum lymphoplasmocytaire et un mastocyte (en bas sur I'image)
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Figure 35 : Moelle osseuse d’un patient MW au x1000, on observe un continuum de différenciation

lymphoplasmocytaire et un mastocyte

IV.3. Quantification du clone en cytométrie et reclassification diagnostique

Les résultats des immunophénotypages ont été retraités de fagon uniforme pour 'ensemble
des patients. La stratégie de fenétrage est rapportée au paragraphe Ill.3.. Un exemple de
fenétrage lymphocytaire est présenté a la Figure 36.
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Figure 36 : Exemple de fenétrage des lymphocytes totaux, des lymphocytes B et de leurs chaines
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Ce travail a permis, dans un premier temps, de déterminer la proportion de lymphocytes
clonaux présents au sein des lymphocytes totaux afin de réaliser la revue diagnostique. Le
seuil de 10% d’infiltration médullaire par les lymphocytes tumoraux a été appliqué (81,82,114)
et les données cliniques ont permis de compléter le diagnostic. Ainsi, au sein de la cohorte
composée de 84 patients, 26 MW ont été diagnostiquées, parmi lesquelles 12 formes
symptomatiques et 14 smoldering, 50 M-MGUS dont 9 avaient une symptomatologie liée a
'lgM et 3 lymphomes de bas grade non LLC (1 LZM et 2 LNH-B) (Figure 37). On retrouvait
également les 5 patients ajoutés en cours de recrutement avec 1 LPL a IgA, 2 LPL a IgG et
de 2 G-MGUS.

n=49 =0 n=10
)

Diagnosticinitial M-MGUS Alitres
\\
I ! \ g
Q@ a3 @, 2114 6 \:“‘6 3 D
! | s
¥ o
Diagnostic revu sMW : M-MGUS :M MGUSI £
-IRD 12
! I 1
(n=12] :[ n=14 | : n=41 : :

(1) : Nombre de patients concernés

Figure 37 : Résultats de la revue diagnostique

IV.4. Analyse qualitative des immunophénotypages

IV.4.1. Caractérisation du phénotype lymphocytaire tumoral

Hormis un cas douteux, tous les échantillons de MW présentaient un clone lymphocytaire. Ce
clone était également retrouvé dans 35/50 (70%) des M-MGUS. Les autres lymphomes (1 LZM
et 2 LNH-B) ne présentaient pas de clone lymphocytaire en cytométrie. En outre, il n’a pas été
retrouvé de double clone lymphocytaire dans cette cohorte.

Le clone lymphocytaire B détecté était CD19+ et CD20+, le CD5 était rarement positif (3/25
(12%) des cas de MW et 8/35 (23%) des M-MGUS). La chaine Iégére associée était de type
K le plus souvent : 22/25 (88%) des cas de MW et 27/35 (77%) des M-MGUS (Figure 38).
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Immunophénotypage lymphocytaire dans le cas d’'un M-MGUS

L’expression du CD38 sur les lymphocytes B monotypiques a également été étudié. Elle était

variable, autant dans les MW que dans les M-MGUS (p=0.124 au risque de 5%, test ANOVA
(analysis of variance)) (Figure 39).
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Figure 39 : Pourcentage de lymphocytes B totaux exprimant le CD38. Test statistique ANOVA
(analysis of variance) au risque de 5%.

Les 3 LPL possédaient un clone lymphocytaire B ainsi que 1/2 (50%) G-MGUS. Les profils
phénotypiques lymphocytaires étaient identiques : CD19+, CD20+ et CD5- (Figure 40 et
Figure 41) et similaires a ceux des groupes MW et M-MGUS.
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Figure 40 : Immunophénotypage lymphocytaire dans le cas d’un LPL a IgG
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Figure 41 : Immunophénotypage lymphocytaire dans le cas d'un G-MGUS

Le tube 2 du panel lymphocytaire (Tableau 6) n’était pas réalisé en I'absence de clone B soit
dans 20/84 (24%) des cas. Cependant, 18/84 (21%) échantillons présentant un clone B n’en
ont pas bénéficié (prélevement insuffisant, nécessité appréciée au cas par cas...). Toutefois,
lorsque celui-ci était réalisé, soit pour 46/84 (55%) patients, le score de Matutes (Tableau 2)
obtenu était compris entre 0 et 3 pour tous les groupes.

IV.4.2. Caractérisation du phénotype plasmocytaire tumoral

Un clone plasmocytaire était mis en évidence dans 16/26 (62%) des MW et presque toujours
associé a une population lymphocytaire B clonale (1 seul cas de monotypie lymphocytaire
douteuse), 20/50 (40%) des M-MGUS et 1/3 (33%) des autres lymphomes (cas correspondant
au LZM).

Le marquage CD19/CD56 a échoué pour I'un des 37 échantillons présentant un clone
plasmocytaire, les résultats portent sur les 36 patients restant. L'immunophénotypage des
plasmocytes monotypiques montrait un profil majoritairement CD19+/CD56- (26/36, soit 72%)
(Figure 42).
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Figure 42 : Expression du CD19 et du CD56 sur les plasmocytes monotypiques de la série de patients
(MW, M-MGUS et autres lymphomes)

Le marquage par le CD20 n’a pas été effectué pour 9 échantillons parmi les 37 concernés
(marqueur CD20 inséré dans le tube 2 en 2014), toutefois, le profil était CD20- le plus souvent
(23/28, soit 82%) (Figure 43).
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Figure 43 : Expression du CD20 sur les plasmocytes monotypiques de la série de patients (MW, M-
MGUS et autres lymphomes)

La chaine légére exprimée par le clone plasmocytaire était systématiquement la méme que
celle exprimée par le clone lymphocytaire correspondant (majoritairement k).

Différents phénotypes plasmocytaires ont été comparés au phénotype majoritaire de la série
de patient, ils sont représentés a la Figure 44.

e Le phénotype des plasmocytes normaux est caractérisé par I'expression du CD19 de
fagon majoritaire, alors que le CD20 et le CD56 sont négatifs (73). Une moelle
réactionnelle identifiée en cytologie médullaire au cours de I'étude a été phénotypée
(panel lymphocytaire et plasmocytaire), elle permet une visualisation plus aisée d’'un
phénotype normal (car le nombre de plasmocytes est plus important).

o Le phénotype plasmocytaire tumoral de la cohorte de 30 patients atteints de myélome
était CD19- et CD20-. Parmi eux, 19/30 (63%) exprimaient le CD56.

e Parmiles 3 LPL de la cohorte, 2/3 (67%) présentaient un clone plasmocytaire (1 LPL
algG et 1algA) et 1/2 (50%) exprimait le CD19 (LPL a IgA). Le CD20 et le CD56
étaient négatifs.
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e Un seul des deux G-MGUS possédait un petit clone plasmocytaire, ce dernier était
CD19-, CD20- et CD56-.
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Figure 44 : Expression du CD19, du CD20 et du CD56 sur les plasmocytes (A) de MW, (B) de moelle
réactionnelle, (C) de myélome, (D) de LPL et (E) de G-MGUS
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Au sein de la série de 79 patients présentant un pic IgM, la présence d’un clone plasmocytaire
était fortement associée a un taux d’lgM monoclonale > 3 g/L (p=8.72x10"° au risque de 5%,
test Chi2) (Figure 45).
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Figure 45 : Fréquence de la monotypie plasmocytaire selon le taux d’IgM monoclonale

IV.4.3. Analyse quantitative des populations tumorales

La MW et ses phases précoces se caractérisent par la présence d’un continuum de
différenciation lymphoplasmocytaire médullaire. C’est le degré d’infiltration de la moelle par ce
clone qui permet la distinction des différents groupes diagnostics. Toutefois, nous nous
sommes demandé si le degré de différenciation des lymphoplasmocytes clonaux pouvait étre
différent entre ces différents groupes et de la méme fagon si la proportion du clone au sein de
la population polytypique résiduelle pouvait également constituer un élément diagnostique
discriminant. Nous avons donc testé ces hypothéses a l'aide des données de CMF
obtenues (Figure 46, Figure 47 et Figure 48).
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Figure 46 : Ratio entre les populations monotypiques plasmocytaires et lymphocytaires, exprimé en

pourcentage. Test statistique ANOVA au risque de 5%.

Le rapport des populations monotypiques plasmocytaires sur la population monotypique
lymphocytaire correspondante ne permettait pas de distinguer les MW des M-MGUS et autres
lymphomes (p=0.076 au risque de 5%, test ANOVA).
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Figure 47 : Ratio entre les populations lymphocytaires monotypiques et polytypiques exprimé en
pourcentage. Test statistique ANOVA au risque de 5%.
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Figure 48 : Ratio entre les populations plasmocytaires monotypiques et polytypiques exprimé en
pourcentage. Test statistique ANOVA au risque de 5%.

De méme, le rapport de la population monotypique lymphocytaire ou plasmocytaire sur la
population polytypique résiduelle correspondante ne permettait pas de distinguer les MW des

M-MGUS et autres lymphomes (p=0.068 et p=0.292 respectivement, au risque de 5%, test
ANOVA).

IV.5. Statut MYD88 et classification diagnostique

Le dépistage de la mutation la plus fréquemment retrouvée de MYD88 dans la MW : L265P, a
été réalisé par PCR spécifique d’alléle. Parmi les 57 patients mutés MYD88 de la cohorte,
55/57 (96%) portaient la mutation L265P détectée en PCR-AS (Figure 49). Les sujets négatifs

ou faiblement positifs (Figure 50) au dépistage ont bénéficié d’un séquengage du domaine TIR
du géne MYD88 par méthode Sanger.
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Figure 49 : Résultats de PCR-AS MYD88 L265P (migration électrophorétique au MultiNa™) pour 4
patients de la cohorte (T signifie témoin)
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Figure 50 : Mutation ¢.794T>C, p.L265P de MYD88 identifiée par séquencage Sanger et faiblement
positive en PCR spécifique d’allele

Le séquengage par méthode Sanger a permis d’identifier dans le domaine TIR de MYD88 :
o 1 mutation V277F chez un sujet atteint de MW (Figure 51) : c.649G>T, p.Val217Phe
o 2 mutations S279C pour un cas de LPL a IgG (Figure 52)

o 1 mutation modifiant le cadre de lecture c.656C>G, p.Ser219Cys
o 1 mutation silencieuse c.657T>C, p.Ser219Cys

Myléne Gayet | Thése d’exercice | Université de Limoges | 2019 84
Licence CC BY-NC-ND 3.0



TAGTGAGC CTTC CATC G

H H : | “; | %
ML, (L I i

\w p‘m 1 ‘J'ﬂ”wﬂ‘” A,
\‘M LI 'J\I\J\_‘,.M\’

— f\

A ] LA M

Figure 52 : Mutations ¢.656C>G, p.S219C et c.657T>C, p.S219C de MYD88 identifiées par
séquengage Sanger

In fine, une mutation de MYD88 était retrouvée dans 24/26 (92%) des MW, 31/50 (62%) des
M-MGUS mais dans aucun des cas d’autres lymphomes. Parmi les cas de LPL non-IgM, 2/3
(67%) présentaient une mutation de MYD88.

IV.6. Exploration des mutations de CXCR4

IV.6.1. Evaluation de la PCR spécifique d’alléle pour dépister la mutation CXCR4
S$338X

La PCR spécifique d’'allele de CXCR4 permet d’identifier simultanément les mutations S338X
c.C1013G et c.C1013A (48) qui sont les mutations les plus fréquemment retrouvées dans la
MW (36). Cette technique a été utilisée dans I'étude a titre de dépistage, les résultats négatifs
devant étre explorés par séquencage NGS. Elle a été testée sur 13 patients de la cohorte, la
méthode de réalisation est la méme que celle de PCR-AS MYD88 L265P. Parmi les 13 patients
testés, 2/13 (15%) présentaient la mutation S338X. Le résultat de I'un d’eux est représenté sur
la Figure 53 et correspond au patient n°1, la mutation S338X a été confirmée par séquengage
Sanger (Figure 54).
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Figure 53 : Résultats de PCR-AS CXCR4 S338X (migration électrophorétique au MultiNa™) pour 10
patients de la cohorte
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Figure 54 : Mutation c.C1013G, p.S338X de CXCR4 retrouvée chez le patient 1 et vérifiée par
séquencage Sanger

——

Cependant, le second patient dépisté par cette méthode était faiblement positif et la mutation
n’était pas confirmée par séquencgage Sanger. L’interprétation de ce résultat, de surcroit en
'absence de témoin positif, était délicate. De plus, le dépistage de la mutation S338X n’a
d’intérét que si la spécificité de la technique est grande. A la vue de ces résultats, la technique
a été abandonnée au profit du séquengage haut débit pour tous les échantillons.

IV.6.2. Mutations de CXCR4 identifiées par séquencgage haut débit

La température de fusion optimale des amorces, ou Tm, a été déterminée lors du premier run
test de PCR d’amplification. Les Tm des quatre amorces (sens et antisens des deux cibles)
calculés par le Tm Calculator de ThermoFischer® étaient comprises entre 63° et 65°C. Les

résultats obtenus sont présentés a la Figure 55. Ceux-ci étant trés semblables, la température
de 63°C a été retenue arbitrairement.
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Figure 55 : Test de la température d’élongation du programme de la PCR d’amplification : Tm de
63°C, 64°C et 65°C sur 2 patients de la série (migration électrophorétique au MultiNa™).

La librairie a été constituée pour les 84 patients en 12 séries de manipulations. Chaque série
comprenait un témoin négatif (eau), unique, qui suivait toutes les étapes de préparation.
Chaque librairie a bénéficié d’un contréle qualitatif par migration électrophorétique afin de
s’assurer de sa pureté et de la taille de 'amplicon (284 pb pour la cible 1 et 304 pb pour la
cible 2) (Figure 56). De méme, un contrdle quantitatif a été réalisé par dosage ADN haute
sensibilité au Qubit™ (concentration minimale requise : 4 nmol/L).
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Figure 56 : Validation des librairies de séquencgage pour 7 patients de la série (migration
électrophorétique au MultiNa™)

Chaque échantillon a entrainé la réalisation de deux librairies (cibles 1 et 2). De plus, deux
témoins négatifs ont été passés en duplicat. Les 172 librairies ainsi générées ont été
mélangées et séquencées en un seul passage sur le MiSeq lllumina®.

La qualité des fichiers FASTQ récupérés a la fin du séquencgage a été contrdlée avec le logiciel
FastQC® via l'interface Galaxy (https://usegalaxy.org) (Figure 57). Le score de qualité phred
était supérieur a Q30 (probabilité d’erreur: 1 pour 1000, précision de l'identification d’'une
base : 99.9%) sur I'ensemble des cycles de chaque séquence hormis lors d’'un cycle
correspondant exactement a Il'avant-dernier nucléotide des amorces. Cette anomalie
inexpliquée était présente pour toutes les séquences du run sans impact sur la qualité du reste
des séquences. Les séquences constituant la librairie mesuraient environ 300 pb, la puce
utilisée lors du séquencage permettait la lecture de 2 x 250 pb et recouvrait donc largement la
zone d’intérét. Cela explique la mauvaise qualité de lecture observée a partir du 175éme cycle
qui correspond a la fin de la séquence.
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Figure 57 : Représentation graphique du score qualité attribué a chaque cycle du séquencage (le
séquengage en paired-end implique deux lectures de chaque séquence : R1 et R2)

Environ 85% des reads complémentaires ont pu étre fusionnés (merging) pour chaque
échantillon. Les 15% écartés de I'analyse présentaient plus de 10 différences par paire. Ces
résultats ont été alignés sur le génome humain et un appel de variant et ainsi que leur
annotation ont été réalisés (voir paragraphe 111.5.4.4.3). Au total, 20 variants ont été relevés
chez 17 patients et la validation de ces derniers a été effectuée par concertation biologique en
suivant les regles précitées (111.5.4.4.3). In fine, 12 variants ont été validés chez 11/84 (13%)
sujets de la cohorte.

Une mutation de CXCR4 a été retrouvée dans 6/26 (23%) des cas de MW, 4/50 (8%) des M-
MGUS et dans un cas de LPL a IgG. Ces mutations étaient de type frameshift majoritairement
(8/12 (67%)) et de type stop gained (4/12 (33%)). La mutation la plus fréquente de CXCR4,
S338X (€.1013C>G), a été détectée dans 4/12 (33%) des cas, soit 2/26 (8%) des MW, 1/9
(11%) des M-MGUS-IRD et 1/2 (50%) des LPL a IgG. (47—-49). Les mutations frameshift
T318Nfs*, V320Efs* et S341Pfs* avaient préalablement été rapportées par Treon et al. en
2014 (77). La liste exhaustive des mutations retrouvées a l'issue du séquengage ainsi qu’une
représentation schématique de la protéine CXCR4 et des différents hotspots sont présentées
a la Figure 58.
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Figure 58 : Représentation schématique des différentes mutations somatiques retrouvées par
séquencage haut débit dans le domaine C-terminal de CXCR4 parmi les échantillons de la cohorte

Les fréquences alléliques des variants étaient comprises entre 1 et 16 % avec une médiane
de 3.5%. L’infiltration médullaire par le clone B variait de 4 a 42% avec une médiane de 27%.
L’ensemble de ces résultats, ainsi que la présence associée d’'une mutation de MYDS88 et la
correspondance diagnostique sont résumés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 19 : Mutations somatiques retrouvées par séquengage haut débit dans le domaine C-terminal
de CXCR4 parmi les échantillons de la cohorte (le patient double muté CXCR4 est signalé par un *)

Infiltration Mutation CXCR4
Diagnostic tumorale “:;;7;;;" T d
M-MGUS 7 L265P Framshift variant c.952dup p.T318Nfs*26
sMW#* 27 L265P Framshift variant €.959_960delCA p.V320Efs*23 1,9
MW 33 L265P Framshift variant ~ ¢.1008_1018delCAGATGAATGT p.H337Ffs*3 5
sMW 37 L265P Framshift variant c.1010_1011del AT p.H337Lfs*6 11,3
sMW* 27 L265P Framshift variant c.1013delG p.S338Yfs*28 1,9
M-MGUS 4 L265P Framshift variant c.1013delG p.S338Yfs*28 2,2
MW 40 L265P Stop gained c.1013C>G p.S338* 14
MW 42 L265P Stop gained c.1013C>G p.S338* 16
M-MGUS-IRD 7 L265P Stop gained c.1013C>G p.S338* abal
LPL a IgG 25 L265P Stop gained c.1013C>G p.S338* 3,5
sMW 34 L265P Framshift variant c.1021delA p.S341Pfs*25 9,7
M-MGUS 8 L265P Framshift variant c.1021delA p.S341Pfs*25 3,1
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La mutation S338X retrouvée faiblement positive chez un patient en PCR-AS CXCR4 S338X
n’a pas été détectée par séquengage haut débit. Ceci confirme le manque de fiabilité de cette
technique et justifie son abandon.

IV.7. Intégration de I’ensemble des résultats biologiques et interprétation

L’ensemble des résultats de la cohorte, recrutée pour présence d’un pic IgM a I'EPS (79
patients), a été représenté sur une heatmap (ou carte de chaleur) a la Figure 59 (présente
également a 'Annexe 7).

n=50 |
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Mutation
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Figure 59 : Fréquence des mutations de MYD88 et CXCR4, d’une population monotypique
lymphocytaire ou plasmocytaire, de la présence de lymphoplasmocytes et de mastocytes en cytologie
et d’un taux d’IgM monoclonale > 3 g/L selon le diagnostic.

Rectangle coloré : signe présent, rectangle hachuré : cas douteux, rectangle blanc : signe absent. Un

code couleur permet d’identifier le diagnostic retenu comme indiqué sur la figure.

En considérant les groupes de patients MW, M-MGUS et autres lymphomes, nous avons établi
que la présence de la double population (lymphocytes et plasmocytes) monotypique était
fortement associée au statut MYD88 muté avec une valeur prédictive positive (VPP) de 88%
(p=0.014, test du Chi2). De plus, la spécificité pour le diagnostic de MW de I'association double
monotypie et statut MYD88 muté était de 80% en regard de la population MYD88"T (Figure
60).
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Figure 60 : Fréquence des monotypies lymphocytaires et plasmocytaires selon le statut MYD88 (VPP :
Valeur Prédictive Positive, Sp : Spécificité)

Une mutation de CXCR4 était retrouvée dans 6/26 (23%) des cas de MW, dans 4/50 (8%) des
M-MGUS et dans 1/3 (33%) des LPL non-IgM. Parmi les sujets mutés CXCR4, 7/10 (70%)
présentaient un clone plasmocytaire et tous (10/10) étaient associés a la présence d’un clone
lymphocytaire et d’'une mutation de MYD88. En considérant les 28 patients (MW et M-MGUS)
qui possédaient la double monotypie lymphocytaire et plasmocytaire et un statut MYD88 muté,
7/28 (25%) étaient mutés CXCR4.

Dans la population qui présentait un clone plasmocytaire, 8/40 (20%) était muté CXCR4 contre
3/44 (7%) parmi les sujets sans clone plasmocytaire. Aucune association entre la présence
d’'une monotypie plasmocytaire et d’'une mutation du géne CXCR4 n’a été mise en évidence
(p=0.074, test Chi2).

Dans la population mutée CXCR4 de notre cohorte, nous avons évalué le taux d’'IgM
monoclonale ainsi que le degré dinfiltration médullaire, la présence de symptomes et
notamment d’un syndrome d’hyperviscosité par rapport a la population non mutée. Les
résultats sont présentés dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 20 : Comparaison des taux d’IlgM monoclonale, de l'infiltration médullaire tumorale, des
manifestations cliniques et de la présence d’'un syndrome d’hyperviscosité chez les sujets mutés et
non mutés CXCR4 de la série de patients

Sujets mutés CXCR4 Sujets non mutés CXCR4
(n=11) (n=73)

Moyenne = 15.7 g/L Moyenne =9 g/L
Taux d’lgM monoclonale

Médiane = 14.4 g/L Médiane = 6.4 g/L
Pourcentage d’infiltration Médiane = 27% Médiane = 1%

médullaire tumorale Min = 4.5%, Max = 41.8% Min = 0%, Max = 77.2%
Présence d_e _rnanlfestatlons 4111 (36%) 20/73 (27%)
cliniques

Présence d’un syndrome 2111 (18%) 0/73 (0%)

d’hyperviscosité

Au diagnostic, 4/11 (36%) des patients mutés CXCR4 ont bénéficiés d’une prise en charge
thérapeutique, parmi eux : 2 MW étaient sous DRC, 1 MW sous R-bendamustine et 1 M-MGUS
sous chloraminophéne en monothérapie. Dans le reste de la cohorte, 20/73 (27%) des patients
ont été traités au diagnostic. Sur 'ensemble des patients de la série 1/84 (1%) a regu de
I'ibrutinib en monothérapie. |l s’agissait d’'un patient atteint de MW (MYD88-25%" et CXCR4WT)
en échec aprés un traitement par rituximab avec persistance d’une neuropathie anti-MAG
invalidante satellite de la MW.
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V. Discussion

L’objectif de ce travail était d’évaluer I'apport du phénotypage plasmocytaire en association au
phénotypage lymphocytaire dans le diagnostic de la MW et de compléter ces données par
I'exploration des mutations des génes MYD88 et CXCR4. Cette étude prospective a été
réalisée sur une cohorte de 79 patients sélectionnés pour bilan de pic IgM détecté a 'EPS
ayant bénéficié d’'un myélogramme avec immunophénotypage lymphocytaire + plasmocytaire
et de la recherche de mutation de MYD88 entre 2012 et 2019 au CHU de Limoges.

Le travail de reclassification diagnostique, combinant les données de la relecture des
myélogrammes et du phénotype lymphocytaire obtenu par cytométrie en flux a permis
d’identifier 26 MW dont 12 formes symptomatiques et 14 smoldering, 50 M-MGUS parmi
lesquels 9 M-MGUS-IRD, et 3 lymphomes de bas grade non LLC (1 LZM et 2 LNH-B). Les 5
sujets LPL et G-MGUS, ainsi que la cohorte de 30 myélomes ont permis une analyse
comparative des profils immunophénotypiques et moléculaires. Le phénotype des
plasmocytes monotypiques de I'entit¢ MW (M-MGUS et MW) s’est avéré trés proche de celui
des plasmocytes normaux et distinct de celui des plasmocytes de myélome. Cette analyse a
également permis de démontrer une forte association entre la présence de la double
monotypie lymphocytaire et plasmocytaire et la mutation du géne MYDS88. La présence de
cette double monotypie était en faveur du diagnostic de MW avec une spécificité de 80%. De
plus, lors de la présence du triptyque double clone lymphocytaire et plasmocytaire et statut
MYD88 muté, on retrouvait une mutation de CXCR4 dans 25% des cas.

V.1. Recrutement de la cohorte

La MW représente seulement 1 a 2% des hémopathies malignes. La constitution de cohortes
représentatives de cette population est donc une tdche complexe. Notre échantillonnage était
centré sur la présence d’'une exploration immunophénotypique médullaire (lymphocytaire et
plasmocytaire) au diagnostic, en place au CHU de Limoges depuis 2012, et la non-opposition
des patients a la recherche biomédicale. Ces restrictions de sélection ont toutefois permis le
recrutement de 79 patients. Parmi eux, les lymphomes IgM-sécrétant non MW (1 LZM et 2
LNH-B) étaient faiblement représentés. Une série plus importante et plus compléte de
diagnostics différentiels de I'entité MW tels que des lymphomes du manteau, des LLC, ... (avec
pic IgM) pourrait constituer un contrdle solide des résultats de notre série.

Lors du recueil de données, un certain nombre d’informations étaient manquantes. Celles-ci
étaient soit inaccessibles, soit inhérentes a la réalisation technique des analyses au laboratoire
(échec de marquage CD19/CD56 d'un échantillon présentant un clone plasmocytaire par
exemple). Certaines ont néanmoins pu étre complétées, comme la recherche des mutations
du géne MYDS8S8. Il est a noter que tous les supports nécessaires a ce travail (frottis
médullaires, résultats de cytométrie au format LMD et échantillon d’ADN) étaient disponibles
pour les 84 patients (critére de recrutement).
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V.2. Recueil des échantillons

La ponction médullaire constitue le prélevement de choix pour le diagnostic de la MW. En effet,
linfiltration médullaire par le clone tumoral est une des caractéristiques de la maladie.
Néanmoins, d’autres sites peuvent également étre le siége de la prolifération maligne tels que
les ganglions ou la rate. Dans notre étude, la relecture cytologique et 'immunophénotypage
lymphocytaire et plasmocytaire ont été réalisées sur ponction médullaire.

En revanche, I'analyse moléculaire a été effectuée sur plusieurs types de prélévements. La
maijorité 73/84 (87%) a été réalisée sur ADN de moelle osseuse, une autre partie (10/84 (12%))
sur ADN sanguin. La présence du clone tumoral dans ce compartiment est rare dans la MW.
Cependant, 4/10 (40%) des prélévements sanguins présentaient une mutation de MYD88 et
1/10 (10%) correspondait a un diagnostic de G-MGUS (pas de mutations de MYD88 décrites
a ce jour dans ce cas (32,34,121)). Un risque de faux négatif pour la recherche de MYD88 et
par conséquent de CXCR4 est donc admis pour les ADN sanguins restant (5/84 (6%)).

Le dernier échantillon utilisé était une ponction ganglionnaire, elle correspondait au diagnostic
de LZM dont les localisations extra-médullaires suivantes avaient préalablement été décrites :
splénique, pleurale et ganglionnaire. De plus, cet échantillon présentait une clonalité B positive
en biologie moléculaire.

V.3. Revue diagnostique

Notre approche quant a la reclassification des diagnostics de la cohorte s’est voulue trés
proche de la démarche d’interprétation des résultats des myélogrammes réalisée en routine
au laboratoire d’hématologie. Nous avons choisi le seuil d’infiltration médullaire distinguant
'entité M-MGUS de la MW a 10%, en regard des données récentes de la littérature et des
recommandations des groupes de pairs (cf. consensus mSMART 2016) (5,81,82,114).

La relecture cytologique effectuée de fagon concertée et objective grace a la grille de relecture
et a permis d’exclure les échantillons de moelle hémodilués. De la méme facon, le trés grand
nombre de cellules analysées en CMF a permis une caractérisation plus juste de l'infiltrat
tumoral, souvent faiblement représenté dans I‘échantillon et difficilement observable en
cytologie. En outre, il a été largement décrit que la présence d’'une symptomatologie clinique
quelle qu’elle soit, signait le stade de MW. Cependant, suite au choix du seuil de 10% comme
critére diagnostique majeur et de la description récente de I'entité IgM-related disorder (4,82),
nous avons séparé l'entité M-MGUS en deux sous-groupes selon I'expression clinique des
patients. Il est a noter que le seuil de 10% revét un intérét pratique mais reste arbitraire. En
effet, les explorations tant phénotypiques que moléculaires mettent en évidence qu’il s’agit de
la méme entité biologique avec un degré variable d'infiltration de I'organisme.

V.4. Analyse immunophénotypique du clone lymphoplasmocytaire

Le phénotype des lymphocytes B clonaux majoritairement retrouvé était le suivant: CD19+,
CD20+, CD5- avec une chaine légere Kk associée, comme décrit dans la littérature sur la MW
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(73,74,122). Ce clone B a été retrouvé dans tous les cas de MW et 70% des M-MGUS. Ces
résultats sont similaires a ceux obtenus par Paiva et al. (123) sur une cohorte de 51 patients
composée de 31 MW et 20 M-MGUS qui rapportait en clone B dans 97% et 75% des cas
respectivement. Le score de Matutes associé, lorsque le tube 2 (Tableau 6) du panel
lymphocytaire était réalisé, compris entre 0 et 3 concordait également avec les données de la
littérature (69). Nous savons que le marqueur CD38 est exprimée par le clone B dans environ
1/3 des cas de MW (69,122). Puisque la maladie se caractérise par un continuum de
différenciation lymphoplasmocytaire, du lymphocyte mir CD38+ au plasmocyte mature
CD38Fort, nous avons émis I'hypothése d’un niveau d’expression du CD38 différent sur les
lymphocytes B clonaux selon le stade de la maladie. /n fine, son expression était variable dans
tous les groupes diagnostiques et ne permettait pas de les distinguer (p = 0.124 au risque de
5%, test ANOVA). Les LPL, qui correspondent a la méme entité que la MW présentaient
logiqguement un phénotype B similaire. Les G-MGUS, faiblement représentés (1 clone B sur 2
cas de G-MGUS) également.

Le profil immunophénotypique des plasmocytes clonaux de la série de 79 patients était
principalement CD19+, CD20- et CD56- avec une chaine légére k. La chaine légére du clone
plasmocytaire correspondait a celle du clone B dans tous les cas. Cette notion est en accord
avec le fait que le clone tumoral présent dans la moelle osseuse est unique, de type
lymphoplasmocytaire, et possiblement détecté dans deux compartiments cellulaires distincts :
lymphocytaire et plasmocytaire. Le phénotype plasmocytaire de I'entité MW (M-MGUS et MW)
s’est avéré trés proche de celui des plasmocytes normaux (CD19+, CD20-, CD56-) et trés
différent de celui des plasmocytes de myélome (CD19-, CD20-, CD56+). Ces résultats avaient
été précédemment rapportés par Paiva et son équipe en 2014 (74). De fagon similaire au clone
B, le clone plasmocytaire des LPL et G-MGUS était peu représenté. Proche de celui des
plasmocytes de MW, il présentait un phénotype CD19-, CD20- et CD56-.

Les travaux de Paiva et al. (74,123) sur le phénotype du clone lymphoplasmocytaire de la MW
rapportaient que la modification du ratio : clone lymphocytaire B / population lymphocytaire B
polytypique, était corrélée a I'évolution de la maladie. La proportion de cellules clonales
augmentait du stade M-MGUS au stade MW et inversement, la population polytypique
diminuait. De plus, une hausse du pourcentage de plasmocytes monotypiques était mise en
évidence entre le stade M-MGUS et MW. Les résultats issus de ces constatations ne
permettaient cependant pas de distinguer strictement les M-MGUS des sMW et MW. Dans
notre étude, nous avons également calculé ce ratio pour chacun des groupes diagnostiques,
ainsi que les deux ratios suivants :

¢ clone plasmocytaire / population plasmocytaire polytypique
¢ clone plasmocytaire / clone lymphocytaire correspondant

Dans tous les cas, le ratio calculé ne permettait pas de différencier M-MGUS des sMW, MW
et autres lymphomes. Au cours de ces mémes travaux, Paiva et al. (74) ont décrit un
phénotype B caractéristique de la MW en s’appuyant sur une cohorte de 244 patients au
diagnostic (M-MGUS, sMW et MW). L'immunophénotype en question était le suivant:
CD22Faible, CD23-, CD25+, CD27+, IgM+, avec absence d’expression des marqueurs CD5,
CD10, CD11c et CD103 dans plus de 89% des cas, ce qui permettait la distinction avec les
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autres syndromes lymphoprolifératifs (sauf le LZM). La question d’'un mélange d’anticorps
spécifique pour le diagnostic de la MW pourrait étre discutée.

L’ensemble des analyses de cytométrie en flux a été réalisé au cours de I'activité de routine
du laboratoire entre 2012 et 2019. Les données obtenues ont pu étre rejouées grace au format
de stockage LMD, toutefois elles n’ont pu étre complétées. En effet, le marquage du CD20
dans le second tube du panel plasmocytaire n'a été ajouté qu’en 2014, ainsi, sur 37 clones
plasmocytaires identifiés au sein de la cohorte, seulement 28 en ont bénéficié. De plus, le
résultat du marquage CD19/CD56 était ininterprétable pour un sujet, réduisant I'effectif a 36
échantillons pour cette donnée. De méme, la réalisation du tube 2 du panel lymphocytaire
n’était pas systématique et principalement conditionnée par la présence d’un clone B, le calcul
du score de Matutes a donc été effectué sur 37/84 (44%) des échantillons.

Au sein du laboratoire de cytométrie en flux, deux références de clones de CD38 sont utilisées
dans le panel plasmocytaire (CD38 FITC Immunotech® - clone T16 et CD38 PECy7
Immunotech® - clone LS 198-4-3). Le marquage peut par conséquent étre différent d’'un
mélange d’anticorps a I'autre. Néanmoins, le fenétrage des plasmocytes sur le CD38/CD138
est aisé dans la plupart des cas et I'on peut supposer qu'il reste uniforme dans le panel.

V.5. Analyse moléculaire : exploration des mutations de MYD88 et CXCR4

La technique de PCR spécifique d’alléle MYD88 L265P fait partie de I'activité de routine du
secteur de biologie moléculaire et permet un dépistage fiable de la mutation L265P. Associée
au séquengage Sanger du domaine TIR de MYD88 elle présente une excellente spécificité et
sensibilité. La mutation L265P de MYD88 a été détectée chez 23/26 (88%) des MW et 1/3
(33%) des LPL non-IgM soit 24/29 (83%) de tous les LPL (IgM, IgG et IgA). Treon et al. (31)
avaient rapporté des résultats similaires en 2012 : la mutation L265P était retrouvée chez
49/54 (91%) des MW et 3/3 des LPL non-IgM soit 52/57 (91%) des LPL. Concernant les M-
MGUS, la littérature décrit une mutation L265P dans 50 a 80% des cas (32,33), ici, elle était
présente chez 31/50 (62%) des patients atteints de M-MGUS. Les mutations V217F et S219C
de MYD88 identifiées en Sanger chez un cas de MW et un cas de LPL a IgG respectivement
ont précédemment été décrites par Ngo et al. (24) dans les DLBCL.

La seconde technique de PCR spécifique d’alléle ciblant la mutation S338X de CXCR4 a
permis l'identification d’'une mutation non-sens ¢.1013C>G chez un sujet MW parmi les 13
échantillons testés. Cette mutation a été vérifiée par séquencage Sanger et haut débit. 11/13
(85%) des échantillons ne présentaient pas de mutations, ces résultats ont également été
confirmés a posteriori par séquengage haut débit. Toutefois, pour un cas de M-MGUS-IRD, la
positivité S338X en PCR-AS n’a pu étre confirmée ni en Sanger, ni par séquencgage haut débit.
Ce résultat faux positif et 'absence de controles a la fois négatifs et positifs, a conduit a
'abandon de la méthode testée, jugée insuffisamment fiable.
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L’exploration des mutations concernant la partie C-terminale de CXCR4 par séquengage haut
débit au moyen de la technologie lllumina® a permis la détection d’'une mutation dans 6/26
(23%) des cas de MW. Dans cette population, les études de Poulain et al. (49), Treon et al.
(77), Hunter et al. (36) et Schmidt et al. (47) rapportaient une fréquence de mutation de CXCR4
de 24/98 (24%), 8/30 (27%), 51/175 (29%) et 17/47 (36%) respectivement. La mutation la plus
fréquemment retrouvée, S338X, était présente parmi 2/26 (8%) des sujets MW comme
rapporté par Treon et al. (77) (6/175 (3%)) et Poulain et al. (49) (8/98 (8%)). Parmi la population
des M-MGUS, 4/50 (8%) des sujets présentaient un statut CXCR4 muté, cette fréquence est
plus faible que dans certains écrits, comme celui de Xu et al. (48) qui décrivait 2/12 (17%) de
cas mutés sur un échantillonnage cependant moins important. Enfin, la mutation S338X de
CXCR4 a été identifiée dans 1/3 (33%) de LPL non-IgM, résultat vraisemblable puisque cette
entité est trés proche de la MW ou LPL a IgM. De plus, elle n’a pas été retrouvée parmi les
deux sujets G-MGUS, rarement étudiés dans ce contexte, toutefois en accord avec les
résultats de Roccaro et al. qui ne rapportaient aucune mutation S338X chez 22 cas de MGUS
a IgG et IgA (50). Toutes les mutations retrouvées dans cette étude étaient de type frameshift
ou stop gained avec une majorité de frameshift (8/12 (67%) contre 4/12 (33%)), comme décrit
dans la littérature (36,47-49,77). Comme la mutation S388X, les mutations T318Nfs*,
V320Efs* et S341Pfs* avaient préalablement été identifiées par Treon et al. en 2014 (77). A
notre connaissance, aucune mutation en position 337 n’a été décelée a ce jour (H337F et
H337L), de méme que la mutation frameshift S338Y qui correspond a la délétion d’'une base
G, méme si de nombreuses indel (insertions/délétions) d’une seule base ont été décrites a
cette position (47—49).

En 2014, Treon et al. (77) dépeignaient une présentation clinique plus agressive chez les
patients atteints de MW mutés CXCR4 que chez les sujets non mutés. Dans leur étude, les
sujets CXCR4 mutés présentaient une infiltration médullaire plus importante, des taux d’IgM
plus élevés et un syndrome d’hyperviscosité nécessitant une prise en charge thérapeutique.
Dans notre cohorte de 84 patients, I'infiltration médullaire des sujets mutés CXCR4 (24% en
moyenne) était supérieure a celles du reste de la cohorte (moyenne de 9%). De méme, les
taux d’IgM (moyenne de 15.7 g/L contre 7.9 g/L) et la proportion de sujets symptomatiques
(36% contre 27%) au diagnostic était plus importante. Au sein de la cohorte 2/84 (2%) sujets
présentaient un syndrome d’hyperviscosité ayant nécessité un traitement, ils étaient tous les
2 mutés CXCR4. Ces données, qui doivent étre confirmées sur de plus grandes séries de
patients, suggérent un rdle péjoratif des mutations de CXCR4 dans la présentation et
I'évolution clinique de la maladie.

Au diagnostic, 4/11 (36%) des patients mutés CXCR4 ont bénéficié d’'une prise en charge
thérapeutique contre 20/73 (27%) dans le reste de la cohorte. Parmi les 4 sujets traités, 2 MW
étaient sous DRC, 1 MW sous R-bendamustine et 1 M-MGUS sous chloraminophéne en
monothérapie. Aucun d’eux n’a bénéficié d'un traitement par ibrutinib. L’évaluation de
I'efficacité de cet inhibiteur en présence du statut CXCR4 muté n’a par conséquent pas pu étre
réalisée (106).

A l'ére du séquencage de nouvelle génération, cette étude a permis d’expérimenter une
technique « maison », visant a séquencer une petite zone d’intérét chez un grand nombre de
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patients. Cette méthode, a la fois simple a réaliser (constitution des librairies en 2 PCR) et trés
économique, a fourni un séquencage de trées bonne qualité (>Q30). Elle pourrait
éventuellement étre optimisée par la mise au point d’'une PCR multiplex des 2 régions cibles
de CXCR4. Toutefois, l'identification de contréles positifs (ADN patients, screening de lignée
ou ADNSs contréles commerciaux) seront nécessaire en tant que contrdle de qualité interne
(CQI) pour une utilisation en routine. Deux témoins négatifs non tumoraux ont été utilisés dans
cette série. La présence de la mutation S338X (VAF : 14%) pour un cas de MW a été vérifiée
par séquencage Sanger (et PCR-AS CXCR4) mais I'utilisation d’'un témoin positif avec un VAF
faible (environ 1%) permettrait de valider la série et faciliterait également son interprétation.
En effet, nous avons fixé un seuil de significativit¢ de 1% (VAF) de fagon arbitraire, mais
I'expression de CXCR4 par les cellules tumorales peut étre sous-clonale (VAF trés faible). De
plus, le risque de générer des erreurs de séquence au cours de la constitution des librairies
par PCR « maison », bien que trés faible grace a l'utilisation d’'une enzyme de haute-fidélité
(taux d’erreur Taq Phusion® : 4,4.107), existe et ces erreurs peuvent étre sélectionnées par
le variant caller avec un score de qualité acceptable. La réalisation d’'une fusion des reads
double-sens ou « merging » a permis d’éliminer une partie du bruit de fond dues aux erreurs
de séquengage mais la encore un controle de qualité serait nécessaire afin d’uniformiser
'ensemble des résultats. A l'avenir, il serait possible d’envisager un séquengage simultané de
MYD88 (domaine TIR) et de CXCR4 (partie C-terminale). En effet, la mutation MYD88 serait
présente dans I'ensemble des cellules tumorales de MW puisqu’elle est a l'origine de la
lymphomagénése. Cette notion permettrait de s’affranchir de I'hémodilution due au
prélévement et d’obtenir des VAF de CXCR4 plus justes.
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VI. Conclusion et perspectives

La collection des données d’une telle cohorte a constitué une véritable opportunité d’explorer
plus profondément la MW, hémopathie peu fréquemment retrouvée dans la population
générale et dont le diagnostic reste encore difficile a établir aujourd’hui. L’objectif de ce travail
était d’évaluer 'apport d’un phénotypage plasmocytaire a celui réalisé communément sur les
lymphocytes médullaires dans le cadre du diagnostic de MW. Nous avons établi que la
présence de la double population monotypique lymphocytaire et plasmocytaire était fortement
associée au statut MYD88 muté et trés en faveur du diagnostic de MW. De plus, la
caractérisation du statut mutationnel de CXCR4 a permis d’identifier une mutation de ce géne
dans un quart des cas présentant le tryptique diagnostique (double monotypie lymphocytaire
et plasmocytaire et statut MYD88 muté). L’analyse de ce continuum de différenciation
lymphoplasmocytaire qui caractérise la MW en cytologie, mais aussi en cytométrie et en
biologie moléculaire confirme qu’il existe bien une entité pathologique unique qui se décline
en plusieurs stades d’évolution du M-MGUS a la MW.

Ce travail a également permis d’évaluer les performances de la technique de séquencgage haut
débit a partir de librairies « maison ». A I'avenir, d’autres explorations de ce type peuvent étre
envisagées au laboratoire du CHU de Limoges du fait de la facilité de réalisation et du co(t de
la technique. De plus, I'identification concomitante des mutations des génes CXCR4 et MYD88
serait pertinente dans le cadre de la mise en place d’'un traitement par ibrutinib. En effet, le
statut CXCR4 muté entrainant un temps de réponse au traitement plus long et 'absence de
mutation de MYD88, une efficacité moindre (124), la décision thérapeutique pourrait étre
guidée par I'analyse moléculaire dans ce cas précis.
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Annexe 1. Grille de relecture cytologique

REVUE CYTOLOGIE MEDULLAIRE

NOM / Prénom : Relecteurs : Date relecture : _ _/__/

DDN : N°GLIMS : N°lames : Date préléevement: _ _/__/

Qualité prélév. /étal. | [ ] RAS  [] Coagul. [] Hémodil. [] Mauvais étal.

Décompte Sur : cellules

Richesse [] Norm.  [] Augment. [_] Dim.

Lignée Méga. [] prés. [ Abs. [[] Rares [] Nomb. [] DysMm

Lignée Granul. [] pPrés. [ Abs. [] DysG

Lignée Erythro. [] prées. [ Abs. [] Dyse
] >5% Si dysmyélop., alors préciser :

Blastes

Autres commentaires | (Eo, cryo,, ..... )

Lymphocytes % Corps Dutcher: [ ] Oou1 [(J2ou+

Lympho- % Cellules Mott : |:| Oou1 |:| 20u+

BT % Corps de Russel : D Oou1 |:| 2o0u+

Plasmocytes

Si oui, préciser :

[] Anomalieftaille

D Anomalies/cytoplasme

[71 Anomalies/novau
LI Anomalies/noyau

|:| Autres
[] Abs.  [] Rares/ Qq. [_] Nbr.
Mastocytes
[] Anomalies. Si oui, préciser :
Sd tumoral, hyperviscosité,
anémie, autres atteintes d’organe .
OMS 2017 IgM T en rapport avec la prolifération D Oui D Non D NR

sous jacente

critéres non cyto.

MYD88 D Non muté D Muté :

] Compatible MW
|:| Compatible sMW
] compatible M-MGUS

Conclusion
|:| Aspect non diagnostique
D Autres LNH/situations
(ADICAP)
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Annexe 2. Principe de la technique de cytométrie en flux

La cytométrie en flux (CMF) permet I'analyse simultanée multiparamétrique et individuelle de
particules en suspension dans un liquide (cellules, bactéries, parasites ou billes par exemple).
Outre la taille et la granulosité intracellulaire, les particules peuvent étre marquées par
différents anticorps monoclonaux couplés a des fluorophores, voire rendues fluorescentes
directement par certaines molécules chimiques (marquage de 'ADN par exemple). En
oncohématologie, la suspension cellulaire est réalisée a partir de prélevements divers tels que
le sang, la moelle osseuse, les ganglions, ... Dans le cytométre, la suspension cellulaire est
concentrée en un flux de liquide de sorte que chaque cellule passe 'une aprés 'autre devant
les lasers (excitation des fluorochromes) et les systéme optiques de détection (lecture du
niveaux de fluorescence) (125) (Figure 61). La cellule passe ensuite devant le systéme optique
composeé d’un ou plusieurs faisceaux lasers. Chaque cellule va émettre des signaux lumineux
qui seront séparés par des filtres optiques.

OPTIQUE

3 /'
| 4 ) 2~ Phumericue
/ E Analyse

FLUIDIQUE

/
-

Figure 61 : Principe d’'un cytometre en flux (126)

Ces derniers dirigent la lumiére émise vers des photomultiplicateurs puis des détecteurs qui
captent :

- Lalumiére diffusée aux petits angles (Forward Scatter, FSC) renseigne sur la taille des
cellules

- Lalumiére diffusée a 90 degrés (Side Scatter, SSC) renseigne sur la forme, la structure
interne et la granularité des cellules

- Les signaux de fluorescence : émis par la cellule elle-méme (autofluorescence) ou par
un anticorps couplé a un fluorochrome et qui se lie spécifiquement a la cellule.

La vitesse d’acquisition des données est trés importante, de I'ordre de milliers de cellules par
seconde. Aprés traitement numérique, les résultats sont représentés sous forme
d’histogrammes monoparameétriques ou biparamétriques auxquels s’ajoutent des statistiques
concernant les populations cellulaires et les paramétres étudiés (pourcentage, coefficient de
variation, intensité de fluorescence, ...). Les cellules sont visualisées sous forme de
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représentations électroniques, appelées événements, en fonction des signaux relatifs a leur
forme, structure et fluorescence (Figure 62).

sit] 1000
00 800+
w ~
E 5
E 150 aa 600
) <
= b=
5 100 ‘@ 4004
£ ]
2 E
A
504 B 2004
R [Bruit de Fond)
0 m w0 W o 00 a0 60 800 1000
Intensité du signal Intensité du signal 1
Histogramme monoparametrique Histogramme biparamétrique ou dotplot
Figure 62 : Présentation des résultats de cytométrie en flux
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Annexe 3. Script R® de retraitement des données Kaluza®

File Edit Code View Plots Session Build Debug Profile Tools Help

O oS- & | [ A Gotofile/function ~ Addins -
@] Script_extraction_Kaluza utilisé 17032... - P
& A [_IsourceonSave | & /- ¢ ~#Run | °=% _ Source ~

# script de récupération de données extraites depuis KALUZA ~

# sélection d'un espace de travail

# créer sur Excel un table avec le "chemin" des données utiles a extraire
# "chemin" facon Kaluza, avec colonnes comme suit :

1

2

3

4

o

6

7 - #### ETAPE 1 ####
8

9
10
11 # --> nom_de_la_variable / Input Gate / X Parameter / Y Parameter / Gate / nom_de_la_metrique souhaitée, ex. "%Total"

12

13 # charger ce ficher sous le nom générique de "chemin”

14 chemin <- read.delim(file = "table_chemin_plasmo_lympho.txt", sep = "\t", header = TRUE, stringsAsFactors = FALSE)
AL

16 # éliminer les espace dans "chemin"”
17 # pour cela, créer une fonction "supprespace"” puis 1'appliquer a toutes les valeurs de "data_kaluza"

[
©
.

supprespace=function(string){

20 a<-unlist(strsplit(string,” "))

21 a<-ifelse(all(a!=""),paste(a,collapse="."), ,paste(al[-which(a=="")],collapse="."))
22 a

23 }

25 # appliquer la fonction supprespace au tableau "chemin”

N
=
]

for (i in 1:nrow(chemin)){

28~ for (j in 1l:ncol(chemin)){

29 k <- unlist(chemin[i,j1)

30 if (is.character(k)){chemin[i,j] <- supprespace(k)}
e

35 - #### ETAPE 2 ####

37 # générer la liste des fichiers a analyser qui doivent étre regroupés dans un dossier "input_kaluza"
38 files_to_parse <- dir("input_from_kaluza")

40 # Tlecture du fichier le plus complet pour récupérer tous les noms des échatillons
41 data_kaluza <- read_excel(path = paste0("input_from_kaluza/",files_to_parse[4]))
43 # remplacer tous les espaces de la table de données par un point "."
44 # éviter les "stop" pour cause d'erreur de lecture.

pour mimer la lecture de R et

45+ for (i in 1:nrow(data_kaluza)){

46 ~ for (j in 1l:ncol(data_kaluza)){

a7 k <- unlist(data_kaluzali,jl)

48 if (is.character(k)){data_kaluzal[i,j] <- supprespace(k)}

49 ¥ =
50 }

Gl

52 # ne conserver que le nom :
53 data_kaluza$nom <- sub(pattern = "(KAPPA-LAMB|38F_138PE_|FMC7_10_19|K_L_4_19_2)\\. ([[:alpha:]11*)\\..*", "\\2", x = data_kaluz

55 # ne conserver que la premiére lettre du prénom :
56 data_kaluza$lettre_prenom <- sub(pattern = "(KAPPA-LAMB|38F_138PE_|FMC7_10_19|K_L_4_19_2)\\.([[:alpha:11*)\\.([[:alpha:]11{1})

58 # agréger nom et premiére lettre du prénom
59 data_kaluzatname <- pasteO(data_kaluzasnom, data_kaluza$lettre_prenom)

61 # récupérer la liste des noms d'échantillons dans 1'objet "name_vector™
62 name_vector <- unique(data_kaluza$name)

65 - #### ETAPE 3 ####
66
67 # créer un dataframe (tableau) vide avec 1 Tigne par échatillon et 1 colonne par variable a récupérer, sous le
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68 # nom générique de "data_ready”

69 data_ready <- matrix(nrow = length(name_vector), ncol = nrow(chemin) + 1)
70 colnames(data_ready) <- c("Data_set"”, as.vector(chemin$variable))

71 data_ready <- as.data.frame(data_ready)

72 data_ready$Data_sSet <- name_vector

76 ~ #### ETAPE 4 ####

78 # remplir de tableau "data_ready” avec les données du "data_kaluza" selon les chemins de 1a table "chemin”

79 #

80 # on utilise une boucle pour chaque Tigne de "data_ready"” qu'il faut remplir et une boucle sur Ta colonne également
81 #

82 # on fait un boucle pour gérer tous les fichiers de kaluza rangés dans le dossier "input_from_kaluza"

®
v
.

for (file_number in 1:length(files_to_parse)){

87 # lecture du fichier le plus complet pour récupérer tous les noms des échatillons
88 data_kaluza <- read_excel(path = paste0("input_from_kaluza/",files_to_parse[file_number]))
90 # remplacer tous les espaces de la table de données par un point "."
91 # éviter les "stop” pour cause d'erreur de lecture.
92+ for (i in 1l:nrow(data_kaluza)){
93~ for (j in 1:ncol(data_kaluza)){
94 k <- unlist(data_kaluzali,jl)
95 if (is.character(k)){data_kaluza[i,j] <- supprespace(k)}
¥

pour mimer la lecture de R et

97 }

99 # ne conserver que le nom :

100 data_kaluza$nom <- sub(pattern = "(KAPPA-LAMB|38F_138PE_|FMC7_10_19|K_L_4_19_2)\\. ([[:alpha:]11*)\\..*", "\\2", x = data_kal

102 # ne conserver que la premiére lettre du prénom :

v

103 data_kaluza$lettre_prenom <- sub(pattern = "(KAPPA-LAMB|38F_138PE_|FMC7_10_19|K_L_4_19_2)\\.([[:alpha:11*)\\. ([[:alpha:]11{1

105 # agréger nom et premiére lettre du prénom
106 data_kaluza$name <- pasteO(data_kaluzasnom, data_kaluza$lettre_prenom)

108 # lancer la boucle

109 for (i in 1l:nrow(data_ready)){

110~ for (j in 1:length(cheminSvariable)){
111

112

“

113 # i1 faut une condition "is.na" pour vérifier que le chemin existe bien (cas des fenétres avec noms différents qui

114 # ne permettent pas d'aller chercher la valeur cible)

115 k <- as.numeric(data_kaluza[data_kaluza$name == data_ready$pata_set[i]
116 & data_kaluza$ Input Gate®
117 & data_kaluza$ X Parameter’ chemin[j, "X.Parameter”]
118 & data_kaluza$'y parameter’ chemin[j, "v.Parameter"]
119 & data_kaluza$Gate == chemin[j, "Gate"]
120 ,chemin[j, "Metrics"]

121 1)

122

123 if (is.na(k) == FALSE){data_ready[i,chemin[j,"variable"]] <- k}

124

125 }

126 }

127 }

128

alrd:

130

131 - #### ETAPE 5 ####

132

133 # enrgistrer la table "data_ready” avec le nom souhaité :

134

135 nom_de_la_table <- "data_kaluza_17mars2019"

136 write.table(file = pasteO(nom_de_la_table,".txt"), x = data_ready, sep = "\t
137

chemin[j, "Input.Gate"],"]™)

, quote = FALSE, row.names = FALSE)

<
14:100 E3 ETAPE1 ¢
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Annexe 4. Principe de la PCR et de la PCR spécifique d’alléle

La PCR ou réaction de polymérisation en chaine a été inventée par le scientifique
américain Karry Bank Mullis en 1983 ce qui lui valut le prix Nobel de chimie en 1993 (127).
Cette technique permet I'amplification in-vitro de plusieurs millions de copies d’'une séquence
spécifique d'acides nucléiques présente en faible quantité dans I'échantillon.

Il s’agit d’'un processus de réplication basé sur la capacité d’'une enzyme, I'ADN polymérase,
a synthétiser le brin complémentaire d'un brin d’ADN servant de matrice. Ce processus est
constitué d’'une succession de réactions de réplication, appelées cycles. Chaque réaction
nécessite deux amorces oligonucléotidiques ou primers qui s'hybrident de part et d'autre de la
séquence a amplifier. Ces amorces doivent étre complémentaires des brins d’ADN d’intérét et
permettre a I'ADN polymérase de répliquer les 2 monobrins dans le sens 5' vers 3'. Un
mélange, appelé « mix de PCR » contient tous les éléments indispensables au bon
déroulement de la réaction, il contient :

- Les séquences d’ADN a amplifier

- Les amorces qui bornent le segment d’ADN d’intérét
- L’enzyme polymérase thermostable

- Le MgCI2, cofacteur de la polymérase

- Les 4 déoxyribonucléotides (dNTP) constitutifs de 'ADN: dCTP (désoxycytidine
triphosphate, dGTP (désoxyguanosine triphosphate), dATP (désoxyadénosine
triphosphate) et dTTP (désoxythymidine triphosphate)

- Le tampon de réaction
- De I'eau dépourvue de DNAse pour compléter le volume de réaction

La réaction de PCR est réalisée dans un bloc thermique ou thermocycleur dans lequel sont
placés les microtubes contenant le mix. Cet automate permet de générer différents cycles
thermiques programmables dans une enceinte close.

Chaque cycle de PCR est composé de trois étapes (Figure 63) :

- La dénaturation : généralement effectuée a 95°C, elle permet de rompre les faibles
liaisons hydrogénes de la double hélice et de générer deux simples brins d’ADN.

- L’hybridation : elle consiste en I'appariement des amorces a la séquence d’ADN
complémentaire. La température est inférieure a celle de la dénaturation et dépend des
amorces choisies (habituellement comprise entre 50°C et 65°C).

- L’élongation : elle correspond a la polymérisation du brin ’ADN complémentaire par
incorporation des désoxyribonucléiques par la polymérase (Taq) a partir du brin
matrice. Cette étape s'effectue a une température de 72°C le plus souvent, mais
dépend de la polymérase utilisée.
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Figure 63 : Principe de la PCR (128)

A chaque cycle de PCR, le brin d’ADN nouvellement formé sert a son tour de matrice pour le
cycle suivant. En pratique, le nombre de cycle est limité par I'activité de ’ADN polymérase qui
tend a diminuer au fil des réactions et par la quantité de réactifs. A l'issue de la réaction de
PCR, on obtient des fragments d’ADN de méme taille qui correspondent a la séquence
d’intérét amplifiée.

La PCR spécifique d’alléle ou AS-PCR est basée sur le principe de non-appariement d’'une
amorce en 3’ qui empéche I'amplification du fragment. Cette technique nécessite un minimum
de deux réactions par échantillon d’ADN. Chaque réaction contient une amorce spécifique du
geéne qui est commune aux deux alléles, et une amorce spécifique de la séquence normale ou
mutée de l'allele (Figure 64). Si la séquence complémentaire (mutée ou non mutée) de
'amorce spécifique n’est pas présente, I'amorce ne s’hybride pas sur 'ADN et aucune
amplification n’est possible. Les résultats des deux réactions sont visualisés par migration
électrophorétique. La présence d’'une amplification pour un couple d’amorce donné signe la
présence de l'alléle correspondant sur le géne, et inversement. Il est indispensable de réaliser
un contrdle positif afin de s’assurer qu'une absence d’amplification provient bien de I'absence
de l'alléle et non d’un probléme dans la réaction (129).

G G
5 1 3 5 1 3
T
3’ p—— 5 yy— 5
c P1 P2
P3 P3
5 3 Se—— 3’
3 5 3 §
Amplification Amplification
5 w— 3

Cible non amplifiée
B . 5

Figure 64 : Principe de la PCR spécifique d’allele (129)
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Annexe 5. Principe de la méthode Sanger

Le séquencage de I'ADN correspond a lidentification des nucléotides successifs qui le
composent. La méthode Sanger, du nom de son inventeur Frédérick Sanger, double prix Nobel
de chimie (en 1958 et 1980) ou « technique de terminaison de chaine » constitue la méthode
de référence utilisée dans les laboratoires.

Le principe de cette technique est de générer de nombreuses molécules d’ADN simple brin
complémentaires a ’ADN d’intérét, de tailles différentes mais commencgant toutes a I'extrémité
5'. Il s’agit d’'une réaction de PCR avec une amorce unique qui permet a 'ADN polymérase
d’incorporer les nucléotides et de synthétiser le brin complémentaire. La fin de I'élongation est
provoquée par l'intégration dans le fragment en cours de synthése d’un didésoxyribonucléotide
ou ddNTP, nucléotide dépourvu du groupement hydroxyle en position 3. Ce ddNTP,
également appelé terminateur de chaine, empéche l'incorporation du nucléotide suivant. La
phase d’élongation se déroule dans un milieu réactionnel ot dNTP et ddNTP sont présents, la
terminaison a donc lieu de fagon aléatoire dans les fragments d’ADN en synthése. Dans la
méthode originale de Sanger, quatre réactions de séquengage sont effectuées, chacune
comprenant un ddNTP différent (ddATP, ddTTP, ddCTP et ddGTP). Les produits des
différentes réactions sont ensuite séparés par une technique de migration électrophorétique
selon leur poids moléculaire. L'identification du ddNTP marqué par un fluorochrome présent a
l'extrémité 3’ de chaque fragment permet de reconstituer la séquence nucléotidique du brin
matrice initial (Figure 65). Le développement des marquages fluorescents et de
I'électrophorése capillaire a permis I'automatisation de cette méthode.
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Figure 65 : Principe de la méthode de séquencage Sanger (130)
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Annexe 6. Principe du séquencgage haut débit ou séquencage de nouvelle génération
et technologie lllumina®

Le séquengage de nouvelle génération ou NGS (Next Generation Sequencing) est une
technologie de séquencgage a haut débit qui permet de séquencer 'ADN ou ’ARN de plusieurs
échantillons simultanément. Cette technologie supplante la méthode Sanger par sa rapidité
d’exécution, les possibilités de multiplexage des réactions qu’elle offre et son codt qui la rend
plus accessible aujourd’hui. Différentes technologies de NGS co-existent actuellement dont
deux principales : lon Torrent et lllumina ; elles sont basées sur le méme principe (Figure 66) :

- La préparation de librairies : les librairies sont des fragments de 'ADN d’intérét obtenu
par fragmentation ou amplification, de taille homogéne et marqués par de courtes
séquences. Ces séquences servent a l'identification de I'échantillon notamment et
selon la technologie, la fixation sur un support solide, l'initialisation de la réaction de
séquencage, etc.

- L'amplification des librairies grace a des méthodes d'amplification clonale et de PCR
- Le séquencgage, différent selon la technologie utilisée

- L’analyse bio-informatique des données brutes

Figure 66 : Séquencgage Haut Débit, outil incontournable de biologie moléculaire (131)

La technologie lllumina® repose sur la « bridge amplification » ou amplification en pont des
fragments a séquencer. Les réactions ont lieu en phase solide sur une lame en verre appelée
flow cell. Le principe de la méthode est basé sur l'incorporation de déoxynucléotides bloqués
en 3' et marqués par fluorescence (une couleur de fluorescence pour chaque base A, T, C et
G) (Figure 67).

Les librairies sont constituées d’ADN double brin a I'extrémité desquels ont été ajoutés des
adaptateurs spécifiques. Ces adaptateurs vont permettre I'adhésion des fragments d’ADN a
la flow cell. L'ADN, préalablement dénaturé en fragments simples brins, va se fixer de fagon
aléatoire et covalente a la flow cell. Le brin complémentaire est synthétisé par une polymérase,
puis le brin d’origine est éliminé par dénaturation. L'extrémité libre du brin restant s'hybride a
un adaptateur adjacent présent sur la flow cell et forme un pont. L’ADN polymérase synthétise
a nouveau le brin complémentaire pour former un pont d'ADN double brin, les deux copies
sont ensuite libérées par dénaturation. Cette étape d’amplification est répétée un trés grand
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nombre de fois pour former un cluster ou sont regroupés tous les brins complémentaires
nouvellement synthétisés. S’ensuit une étape de linéarisation ou tous les brins antisens sont
clivés. L'extrémité 3' des fragments d'ADN est libre et le séquencage débute aprés hybridation
de lI'amorce de séquengage. Il s’effectue simultanément sur des centaines de millions de
cluster grace a une chimie de terminateurs réversibles. Des nucléotides terminateurs de
chaine réversibles marqués par des fluorophores différents sont ajoutés et excités par TADN
polymérase. Le signal émis est spécifique du fluorophore et permet l'identification du
nucléotide qui le porte. Les nucléotides marqués sont ensuite clivés permettant I'ajout du
nucléotide suivant. Le séquengage s’effectue base par base jusqu’a la fin du fragment, le
principal risque inhérent a la méthode étant I'erreur de substitution d’'une base par une autre.
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Figure 67 : Principe de la technologie lllumina® (132)
1 : préparation de la banque d’ADN a partir de I'échantillon : génération aléatoire de fragments d'ADN
génomique double brin et liaison d’adaptateurs spécifiques aux deux extrémités. S’ensuit une étape de
dénaturation en ADN simple brin ; 2 : adhésion aléatoire des fragments simple brin de 'ADN a la surface
de la flow cell ; 3 : amplification en pont : ajout des nucléotides et des enzymes non marqués qui initient
I'amplification en phase solide ; 4 : élongation : I'enzyme incorpore des nucléotides ce qui conduit a la
formation des « bridge » ou ponts double brin ; 5: dénaturation du « bridge » et formation de deux
fragments simple brin ; 6 : amplification : répétition du cycle d’amplification, plusieurs millions de clusters
d'ADN double brin sont générés dans chaque canal de la flow cell ; 7 : identification de la premiére base
: le premier cycle de séquencgage débute apres I'ajout des quatre bases marquées, des amorces et de
I’ADN polymérase ; 8 : premiére image : aprés excitation par le laser, la fluorescence émise par chaque
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cluster est capturée et la premiére base est identifiée ; 9 : identification de la deuxiéme base : le cycle
suivant est identique au premier avec ajout des quatre bases marquées, des amorces et de 'ADN
polymérase ; 10 : deuxiéme image : apres excitation par le laser, la fluorescence émise par chaque
cluster est capturée et la deuxiéme base est identifiée ; 11 : répétition des cycles de séquencage afin
de déterminer la séquence de I'ADN base par base ; 12 : alignement des données et comparaison a
une base de données de référence

Les résultats sont récupérés sous forme de données brutes au format FASTQ qui contient la
totalité des séquences obtenues ou FASTA (Fast Alignment) et des informations sur la qualité
de chacune des bases de chacune des séquences du fichier (Q). Ces données doivent subir
un traitement bio-informatique afin d’étre analysées biologiquement par la suite. Différents
logiciels, dont certains sont en accés libre en ligne, vont permettre 'alignement des séquences
sur le génome de référence, on obtient alors un fichier BAM (Binary Alignment Map) au format
binaire. Ce fichier révele tous les défauts d’alignement parmi lesquels : des mutations, des
polymorphismes, des erreurs de séquengage, etc. Il est donc nécessaire de réaliser une
identification des variants via un logiciel appelé variant caller qui fournit un fichier texte tabulé
ou VCF (Variant Call Format), de filtrer ces variants et de les annoter afin d’identifier les
polymorphismes rares, les mutations délétéres, etc. Ce fichier VCF annoté peut étre
transformé en fichier texte qui contient la liste des variants retenus et annotés.
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Annexe 7. Heatmap représentant I’ensemble des résultats biologiques
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MW : Macroglobulinémie de Waldenstrém, sMW : smoldering MW, M-MGUS : Gammapathie Monoclonale de Signification Indéterminée a IlgM, M-MGUS-IRD : M-MGUS avec IgM Related Disorder
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Serment De Galien

Je jure en présence de mes Maitres de la Faculté et de mes condisciples :

- d’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et de leur témoigner ma
reconnaissance en restant fidéle a leur enseignement ;

- d’exercer, dans l'intérét de la santé publique, ma profession avec conscience et de respecter
non seulement la législation en vigueur, mais aussi les régles de I'honneur, de la probité et du
désintéressement ;

- de ne jamais oublier ma responsabilité, mes devoirs envers le malade et sa dignité humaine,
de respecter le secret professionnel.

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état pour corrompre les
meeurs et favoriser les actes criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle a mes promesses.

Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de mes confréres, sij'y manque.
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Macroglobulinémie de Waldenstrom : intérét diagnostique du double
immunophénotypage lymphocytaire et plasmocytaire et exploration du statut
mutationnel des génes MYD88 et CXCR4

La macroglobulinémie de Waldenstrom (MW) est un lymphome indolent classé parmi les
lymphomes lymphoplasmocytaires associés a une IgM monoclonale sérique. La mutation de
MYDB88 est retrouvée dans 80% a 90% des cas. En 2019, le diagnostic de MW reste délicat,
en effet, d’autres lymphomes indolents peuvent associer une différenciation plasmocytaire
variable et un pic IgM, de plus, la mutation de MYD88 n’est pas absolument spécifique de la
MW. Sur la base du continuum de différenciation lymphoplasmocytaire, caractéristique
cardinale de la MW, nous avons fait I'hypothése que la mise en évidence par cytométrie en
flux (CMF) d’'une double population lymphocytaire B et plasmocytaire monotypique dans la
moelle osseuse pourrait contribuer au diagnostic de MW. Nous avons étudié une série de 79
patients explorés en CMF pour bilan de pic IgM entre 2012 et 2019. Les patients de notre
cohorte ont été reclassés en 26 MW (12 formes symptomatiques et 14 formes indolentes), 50
M-MGUS dont 9 avaient une symptomatologie liée a I'lgM et 3 lymphomes de bas grade non
LLC (1 LZM et 2 LNH-B). La présence de la double population (lymphocytes et plasmocytes)
monotypique était fortement associée au statut MYD88 muté et une mutation de CXCR4 était
détectée dans 25% des cas présentant ce triptyque diagnostique. Le phénotype des
plasmocytes de MW était proche de celui des plasmocytes normaux et la présence de ce clone
plasmocytaire était associée a un taux d’IlgM monoclonale élevée. Au final, la présence en
CMF d’'une double population lymphocytaire B et plasmocytaire monotypique médullaire
apparait donc hautement prédictive et spécifique de la présence d’une mutation MYD88 et du
diagnostic de MW.

Mots-clés : Macroglobulinémie de Waldenstrom, différenciation lymphoplasmocytaire,
immunophénotypage plasmocytaire, MYD88, CXCR4

Waldenstrom macroglobulinemia: diagnostical impact of both B-cells and plasma cells
immunophenotype and exploration of MYD88 and CXCR4 genes mutations

Waldenstrom macroglobulinemia (WM) is an indolent lymphoma classified as
lymphoplasmacytic lymphoma associated with serum monoclonal IgM. The mutation of
MYD88 is found in 80% to 90% of cases. In 2019, the diagnosis of WM remains difficult.
Indeed, other indolent lymphomas can associate variable plasma cell differentiation and IgM
peak, moreover, the mutation of MYD88 is not absolutely specific to WM. Based on the
lymphoplasmocyte continuum of differentiation, a cardinal feature of MW, we hypothesized
that detection by flow cytometry (FCM) of a double monotypic population of B-cells and plasma
cells in the bone marrow could contribute to the diagnosis of WM. We studied a series of 79
patients explored with FCM at the discovery of an IgM peak between 2012 and 2019. A
diagnostic reclassification of the whole series finally retained 26 WM (12 symptomatic and 14
smoldering cases), 50 M-MGUS including 9 cases with IgM-related disorders, and 3 low-grade
non-LLC lymphomas (1 MZL and 2 B-NHLs). The presence of the both monotypic B-cells and
monotypic plasma cells was strongly associated with the mutated MYD88 status and a CXCR4
mutation was detected in 25% of these cases. The phenotype of monotypic WM plasma cells
was close to that of normal counterpart and their presence was associated with a high level of
monoclonal IgM. Finally, the presence in CMF of a both monotypic populations of B-cells and
plasma cells in the bone marrow appears as highly predictive and specific for the presence of
a MYD88 mutation and for the diagnosis of WM.

Keywords : Waldenstrom Macroglobulinemia, lymphoplasmocyte differentiation, plasma cells
immunophenotyping, MYD88, CXCR4



