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INTRODUCTION

. GENERALITES SUR LA MACROGLOBULINEMIE DE WALDENSTROM

1.1. Historique

La Macroglobulinémie de Waldenstrom (MW) a été décrite pour la premiére fois en 1944 par
Jan Gosta Waldenstrdom qui rapporta les observations de deux patients présentant des
épistaxis, adénopathies, une anémie normochrome associée a une thrombopénie,
fibrinogénopénie, hypergammaglobulinémie et une infiltration médullaire par des cellules
lymphoides (1). La caractérisation des différentes classes d'immunoglobuline (Ig) et le concept

d’Ilg monoclonale ont permis l'individualisation de cette entité clinique ultérieurement.

1.2. Définition

La MW est un syndrome lymphoprolifératif chronique B (SLP-B), non Hodgkinien, caractérisé
par l'infiltration de la moelle osseuse (MO) par un continuum de différenciation lymphocytaire
composé de lymphocytes (Ly), lymphoplasmocytes et plasmocytes qui sécrétent une
immunoglobuline M (IgM) monoclonale qui s’accumule dans le sang. D’aprés la classification
des tumeurs des tissus hématopoiétiques et lymphoides établie par I'Organisation Mondiale
de la Santé (OMS) en 2008 et révisée en 2016 (2), la MW appartient a la classe des
hémopathies lymphoides de bas grade de phénotype B, de type lymphome
lymphoplasmocytaire (LLP). Le LLP est défini comme une prolifération de LyB,
lymphoplasmocytes et plasmocytes, impliquant la MO, parfois les ganglions lymphoides et la
rate, et qui ne remplit pas les critéres des autres hémopathies a petites cellules B avec
différenciation lymphoplasmocytaire. La MW apparait donc comme un sous-groupe majoritaire

de LLP, seuls 5% des LLP sont associés a une Ig monoclonale A, G ou sont non sécrétants.

1.3. Epidémiologie

La MW est une hémopathie rare, qui ne représente que 1 a 2% des hémopathies malignes et
6% des SLP-B. L’incidence annuelle varie selon les pays et augmente avec I'dge. Elle est
estimée a 3,4 cas par million d’habitants chez ’'homme et a 1,7 cas par million d’habitants chez
la femme aux Etats-Unis contre 7,3 et 4,2 cas par million d’habitants respectivement dans la
population européenne (3,4). Seuls 5% des patients sont Africains et cette maladie est rare
chez les sujets asiatiques. C’est une hémopathie du sujet agé, avec un age médian au
diagnostic égal a 72 ans (allant de 63 a 75 ans selon les études), moins d’1% des patients

sont diagnostiqués avant 40 ans (5,6).



En raison de criteres diagnostiques restés longtemps mal définis et de I'existence de formes
asymptomatiques, cette incidence est sous-estimée, particulierement chez les sujets agés.
Des démarches sont ainsi en cours au sein du groupe coopérateur FILO (French Innovative

Leukemia Organization) pour la création d’un registre de la MW en France.

l.4. Facteurs de prédisposition

L’étiologie de la MW reste inconnue, les cas sont majoritairement sporadiques. Cependant,
I'existence de formes familiales est rapportée depuis plusieurs années avec une incidence
relativement élevée, certaines études indiquant qu’environ 20% des patients atteints de MW
ont au moins un parent de premier degré ayant un SLP-B (7). Une forme familiale doit
systématiquement étre recherchée chez un sujet jeune car il existe des phénoménes
d’anticipation. Certains désordres dysimmunitaires, infectieux, allergiques ou inflammatoires
ainsi que des facteurs génétiques semblent impliqués dans la pathogénése de la MW (8).
Principal facteur de risque, la présence d’'une gammapathie monoclonale de signification
indéterminée (GMSI) d’isotype IgM, confére un risque 287 fois plus élevé de développer une
MW. Le risque de progression vers une hémopathie lymphoide (MW ou un SLP-B de bas
grade) a été estimé a 2% par an durant les dix premiéres années puis 1% par an. Ce risque
est d’autant plus élevé que le taux d’IgM est supérieur a 15 g/L et que le ratio des chaines

légéres libres est anormal (9).

I.5. Physiopathologie de la MW

1.5.1 Origine de la cellule tumorale

L’origine de la cellule tumorale n’est pas encore parfaitement définie (10). Le phénotype des
cellules tumorales ainsi que la nature et la distribution des mutations somatiques mettent en
évidence que les LyB pathologiques sont bloqués partiellement dans leur processus de
développement aprés passage dans le centre germinatif, et avant la différenciation terminale
en plasmocytes. L’origine de la cellule de MW pourrait donc étre un LyB mémoire IgM* et/ou
IgM*IgD* (11), ayant subi I'étape d’hypermutations somatiques (pour environ 90% des
patients) et présentant un déficit dans I'initiation de la commutation isotypique (12). Des études
transcriptomiques ont mis en évidence des anomalies d’expression de génes impliqués dans
la différenciation terminale des LyB en plasmocytes. Les LyB pathologiques présenterait une
plus grande proximité avec les LyB matures qu’avec les plasmocytes (13,14). Les signatures
phénotypiques et moléculaires du clone Waldenstrom sont déja présentes au stade GMSI a
IgM. Le stade MW symptomatique résulterait de la transformation des LyB clonaux suite a

I'acquisition d’anomalies génétiques supplémentaires (15,16).
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1.5.2 Génétique et épigénétique

1.5.2.1. Anomalies cytogénétiques

Des anomalies chromosomiques récurrentes, non spécifiques de la MW, sont détectées chez
environ 45 a 50% des patients, par caryotype conventionnel et/ou hybridation fluorescente in
situ (FISH) (17). Leur fréquence difféere de celle observée dans les autres SLP-B. La plus
commune est la délétion d’'une partie du bras long du chromosome 6 (del6q) impliquant la
région g21-25, dans 30 a 50% des cas (17,18). La recherche d’une anomalie fondatrice de la
MW dans la région 6g a permis didentifier deux génes suppresseurs de tumeur
potentiellement impliqués dans la pathogenése de la MW : BLIMP1 en 6921 qui régule la
différenciation plasmocytaire et TNFAIP3 en 6q23 (19). Les autres anomalies retrouvées pour
moins de 15% des patients sont la trisomie 18, la délétion d’'une partie du bras long du
chromosome 13 (del13q14), la trisomie 4, la délétion d’'une partie du bras court du
chromosome 17 (del17p13, comportant le géne TP53), la délétion d’'une partie du bras long
du chromosome 11 (del11g22, impliquant le géne ATM) et la trisomie 12. Au sein des SLP-B,
la présence d’'une trisomie 4 n’a été retrouvée que dans la MW. Un caryotype complexe est

présent pour environ 30% des patients (17).

1.5.2.2. Mutation du géne MYD88

Les progrés en biologie moléculaire avec notamment le séquencage du génome ont permis
de mettre en évidence des mutations récurrentes dans la MW. MYD88 (Myeloid Differentiation
primary response 88) est une molécule adaptatrice jouant un réle dans la signalisation induite
par les récepteurs toll-like et les récepteurs a l'interleukine (IL)-1 (Figure 1). L’activation de ces
récepteurs permet le recrutement de MYD88 par la voie de la Tyrosine Kinase de Bruton
(BTK). Elle se lie a IRAK1/IRAK4 pour former un complexe appelé « myddosome » qui active
la signalisation du facteur de transcription nucléaire kappa B (NF-kB). Ce dernier joue un role
important dans la survie et la croissance des cellules.

Une mutation somatique dans le géne MYD88 est présente chez 90 a 95% des patients ayant
une MW, la plus fréquente étant une substitution d’'une thymine par une cytosine (c.794T>C),
aboutissant au remplacement d’'une leucine par une proline au niveau de I'acide aminé 265
(p.L265P) (20). Cette mutation gain de fonction induit 'homodimérisation et I'activation
constitutive de MYDS88. Elle entraine également une suractivation de la voie NF-«B,
indépendante d’'IRAK1/IRAK4, par phosphorylation et activation constitutive de la BTK, elle-
méme responsable d’une activation oncogénique de la signalisation du récepteur a I'antigéne
du LyB (BCR), favorisée par la présence des mutations de CD79A/CD79B rencontrées dans
la MW.
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NF-xB induit la transcription de génes codant pour I'lL-6 et la kinase des cellules
hématopoiétiques. Cette derniére contribue a la prolifération et la survie des cellules de la MW
et peut également étre activée par une boucle autocrine via I'lL-6 (21). Les mutations de
MYD88 activent également la voie de la Janus kinase (JAK), responsable de la
phosphorylation et de la dimérisation du facteur de transcription STAT3, a l'origine de la
sécrétion d’IL-6 (22).

CXCL12/CXCR4 BCR pathway NF-Kb pathway

axis TLR pathway s A =
Canonic Non-canonic

.——/ =

O 30% 50% / Rare

AKT/MAPK I
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Figure 1: Altérations génomiques récurrentes et dérégulation des principales voies de
signalisation impliquées dans la MW (23).

Initialement décrite dans les lymphomes B diffus a grandes cellules principalement de type
ABC (cellules B activées), la mutation MYD88-2%°P n’est pas spécifique de la MW. Elle est
présente dans 70% des lymphomes cérébraux primitifs, 10% des lymphomes de la zone
marginale (LZM) et 2 & 3% des leucémies lymphoides chroniques (LLC), souvent mutées pour
le géne IGVH codant pour la chaine lourdes des Ig. Elle est absente des cellules de myélome
multiple (MM). Cette mutation est également présente chez plus de 70% des patients ayant
une GMSI a IgM, indiquant son réle d’événement oncogéne précoce de la MW (24-26).
Représentant moins de 5% des cas de MW, d’autres mutations de MYD88 ont été décrites
telles que les mutations S219C, M232T et S243N (22,27).

1.5.2.3. Mutation du géne CXCR4

Le récepteur de chimiokine de type 4 (CXCR4), exprimé a la surface de la plupart des cellules
hématopoiétiques, joue un rdle essentiel dans la rétention et le renouvellement du pool de
cellules souches hématopoiétiques dans la niche médullaire. Membre clé de la famille des
chémorécepteurs dans ’hématopoiése, CXCR4 assure également la survie, la migration et
I'adhésion des cellules au stroma médullaire par son interaction avec le ligand CXCL12,

sécrété par les cellules stromales (28,29).
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Différentes voies de signalisation sont activées par CXCR4 (Figure 2), notamment les voies

PI3K-AKT et MAP-kinases, qui favorisent la résistance a I'apoptose et la survie cellulaire (30).

Figure 2 : Voies de signalisation déclenchées par I’activation du récepteur CXCR4 (29).

CXCR4 est le géne le plus frequemment muté apres MYD88, dans 30 a 40% des cas de MW.
Plus de 40 mutations ont été décrites, toutes présentes en position carboxy-terminale, entre
les acides aminés 308 et 352 du domaine cytosolique régulateur, responsable de
l'internalisation du récepteur CXCR4 (31). Dans 50% des cas, ces mutations touchent la sérine
338 avec la substitution d’'une cytosine en guanine (c.1013C>G, 54% des cas) ou d’'une
cytosine en adénine (c.1013C>A, 25% des cas), responsables de I'apparition d’'un codon stop
(mutation non-sens p.S338X), ou une mutation faux-sens (21% des cas). Toutes les mutations
sont activatrices et entrainent un défaut d’internalisation et de dégradation de CXCR4, a
I'origine d’une activation persistante du signal médié par la fixation de CXCL12. La mutation
non-sens CXCR4%%**®X prolonge le signal induit par les MAP-kinases, responsable d’une charge
tumorale plus élevée que les mutations faux-sens. Ces mutations conférent ainsi aux cellules
tumorales un avantage de prolifération, de survie et de migration vers le compartiment
médullaire. Le plus souvent secondaires, elles apparaissent dans le clone muté pour le géne
MYD88 (32) et sont rarement présentes chez les patients non mutés pour ce géne. La
présence d’une mutation de CXCR4 est rare au stade de GMSI a IgM et est associée a une
évolution plus rapide en MW symptomatique, suggérant que son acquisition pourrait entrainer
une évolution vers une forme plus agressive au sein d’'un clone muté pour le géne MYD88
(33). Les patients mutés pour MYD88 et CXCR4 ont moins d’adénopathies, une infiltration
médullaire plus importante, un taux sérique d’IgM plus élevé, des cytopénies plus profondes
et présentent souvent une hyperviscosité (34), en accord avec le réle de CXCR4 dans
I'adressage médullaire.
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1.5.2.4. Autres anomalies moléculaires et épigénétiques

Plusieurs études ont révélé la présence d’autres anomalies moléculaires récurrentes chez des
patients ayant une MW (35—41). Elles concernent principalement les genes KMT2D, ARID1A,
TP53, CD79A/CD79B, HIST1H1E, MYBBP1A, TBL1XR1 et SPI1. Des altérations du nombre
de copies avec des délétions notamment de LYN, PRDM2, ARID1B et BTG1 ont également
été mises en évidence. Les mécanismes physiopathologiques induits par ces anomalies
moléculaires et leur impact pronostic sont actuellement mal connus. De plus, les cellules
tumorales présentent une anomalie de certains microARN, suggérant un réle dans la
pathogénése de la MW. La perte du miARN-9* serait responsable d’'une hypoacétylation des
histones par activation des histones désacétylases dans les cellules de MW (42). A l'inverse,
'augmentation de I'expression de miR-155, connu comme régulateur oncogénique, favorise
la croissance et la prolifération des cellules tumorales in vitro et in vivo (43). Plus récemment,
Roos-Weil et coll. ont proposé une séparation des patients MW en deux groupes, selon leur
profil de méthylation de I'ADN, avec des caractéristiques phénotypiques, moléculaires et
cliniques distinctes : le premier groupe présente un profil de LyB mémoires et le second un

profil de cellules plasmocytaires, caractérisé par une hypométhylation globale (44).

1.5.3 Microenvironnement médullaire

Le microenvironnement médullaire intervient dans la pathogenése et la prolifération des
cellules tumorales par I'intermédiaire d’interactions entre les cellules ou par la sécrétion de
chimiokines, cytokines ou métabolites (45,46). Une augmentation du nombre de mastocytes,
sans anomalie phénotypique, est rapportée pour 26% des patients atteints de MW. Grace a
I'expression constitutive du ligand de CD40 (CD40L), ils soutiennent la croissance tumorale
en stimulant la prolifération de LyB et la sécrétion d’lg via le couple CD40-CD40L (47). Les
cellules tumorales sont responsables de la production de CD27 soluble qui, par interaction
avec le CD70 exprimé par les mastocytes, entraine une stimulation de I'expression du CD40L
(48). De plus, les cellules stromales produisent I'lL-6 qui se fixe sur les cellules tumorales et
active la voie de signalisation JAK-STATS3, elle-méme responsable d’'une stimulation de la
production d’IL-6. Cette boucle d’amplification se manifeste par la présence d’un syndrome
inflammatoire. Sécrétée par le stroma médullaire, CXCL12 interagit avec CXCR4 et d’autres
récepteurs et joue ainsi un rble essentiel dans la prolifération, la migration et I'adhésion des
cellules tumorales au stroma médullaire. La production de VEGF par les LyB tumoraux stimule
les cellules endothéliales et augmente la sécrétion d’IL-6, se traduisant par une augmentation
de la densité des micro-vaisseaux médullaires chez 30 a 40% des patients, sans impact sur
la survie (49). Enfin, les cellules tumorales semblent échapper au systéme immunitaire par

expression du ligand PD1 qui interagit avec son récepteur PD1 présent sur les LyT (46).
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l.6. Présentation clinigue

1.6.1 Circonstances de découverte

La MW a une présentation clinique hétérogéne pouvant induire une démarche diagnostique
complexe. Une forme indolente sans manifestation clinique est retrouvée dans 30 a 50% des
cas. La maladie est ainsi souvent de découverte fortuite. Les autres patients présentent des
manifestations cliniques liées a linfiltration tumorale, aux propriétés physicochimiques et/ou a
I'activité auto-anticorps de I'lgM monoclonale, 'ensemble des mécanismes pouvant exister
simultanément. Les signes généraux (fievre, sueurs nocturnes, amaigrissement, altération de

I'état général) ne sont pas spécifiques.

1.6.2 Manifestations liées a l'infiltration tumorale

Les principaux symptémes sont des cytopénies dont la plus fréquente (60% des patients) est
'anémie normocytaire normochrome arégénérative d’origine multifactorielle (insuffisance
médullaire, anémie hémolytique, hémodilution liée au pic IgM, syndrome inflammatoire par
sécrétion de cytokines bloquant I'érythropoiése). Une thrombopénie et une neutropénie
peuvent également étre retrouvées chez respectivement 16% et 3% des patients.
Contrairement aux autres SLP-B, les patients présentent plus rarement un syndrome tumoral
clinique (polyadénopathie périphérique, splénomégalie et/ou hépatomégalie dans 20% des
cas). L’atteinte du systéme nerveux central (syndrome de Bing-Neel) est exceptionnelle et liée
a une infiltration lymphoplasmocytaire diffuse ou localisée. Elle s’accompagne de
manifestations neurologiques multiples et hétérogénes (troubles de I'équilibre, atteinte des
paires craniennes, troubles cognitifs, troubles sensitifs, atteinte motrice) (50). Le syndrome de
Schnitzler décrit chez certains patients se caractérise par I'association d’une urticaire
chronique a de la fievre, des douleurs osseuses et/ou articulaires. Les mécanismes

physiopathologiques sont inconnus, mais I'lL-1 semble jouer un réle crucial.

1.6.3 Manifestations liées aux propriétés physicochimiques de I'lgM

L'lgM est une moléculaire pentameérique de haut poids moléculaire qui contient des
carbohydrates capables de fixer les molécules d’eau. Sa sécrétion dans le sang peut entrainer
une augmentation des résistances a I'écoulement du sang et de la viscosité sanguine. Le
syndrome d’hyperviscosité est une complication couramment retrouvée dans la MW, qui se
manifeste par des céphalées, épistaxis, troubles visuels, hémorragies rétiniennes et peut
parfois étre la cause de troubles de la conscience, déficits moteurs ou d’une dysfonction

cardiaque.
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Ces signes cliniques, observés chez 15% des patients au diagnostic (51), sont présents
lorsque le taux de pic IgM dépasse 30 g/L, mais une grande variabilité existe entre les
individus. Le fond d’ceil est un des examens utiles a sa mise en évidence. L'lgM monoclonale
peut interagir avec les plaquettes et les facteurs de coagulation (facteurs Il, VIII et Willebrand),
a lorigine de manifestations hémorragiques. Une des complications du syndrome
d’hyperviscosité est la maladie de Willebrand acquise, par clivage des multiméres de facteur
Willebrand par les forces de cisaillement. De plus, la précipitation de I'lgM monoclonale au
froid peut étre responsable d’une cryoglobulinémie de type |, symptomatique dans 5% des
cas, conséquence d’une altération de la circulation sanguine au sein des petits vaisseaux, se
manifestant par une vascularite systémique (phénoméne de Raynaud, acrocyanoses,
arthralgies, purpura), une neuropathie périphérique ou des Iésions rénales. Le dép6t de I'lgM
monoclonale dans différents tissus est observé chez environ 5% des patients (atteintes
glomérulaires, pulmonaires, nodules cutanés, dépéts digestifs). L’amylose a chaines légéres
(AL) est une complication rare (2% des patients) et de trés mauvais pronostic, liée au dépot
de chaines légéres libres sous la forme de fibres amyloides, avec une fréquence élevée des

atteintes cardiaques et des localisations pulmonaires.

1.6.4 Manifestations auto-immunes

L’activité auto-anticorps de I'lgM monoclonale peut étre responsable d’atteintes auto-immunes
variées, principalement des neuropathies périphériques progressives (20% des cas) (52), la
plus fréquente étant une neuropathie chronique, symétrique, distale, démyélinisante avec
anticorps dirigés contre la glycoprotéine associée a la myéline (anticorps anti-MAG) (50% des
patients). D'autres neuropathies touchant le motoneurone sont plus rares (2% des patients),
multifocales, asymétriques et sont en rapport avec des anticorps anti-gangliosides. Le
syndrome CANOMAD est une neuropathie ataxique chronique rare associée de fagon variable
a une ophtalmoplégie et a une activité agglutinines froides, en présence d'anticorps anti-
gangliosides (53). L'lgM monoclonale peut également reconnaitre des antigénes associés aux
globules rouges et étre la cause d’anémies hémolytiques auto-immunes (10 a 15% des cas).
Moins de 10% des patients présentent une anémie hémolytique de type agglutinines froides,
a des températures inférieures a 37°C, associée a des troubles vasomoteurs. L’'IlgM
monoclonale peut avoir une activité facteur rhumatoide qui présente une affinité accrue pour
le fragment constant des IgG polyclonales aboutissant a la formation de complexes immuns,
responsables d’'une cryoglobulinémie mixte de type Il. Le dépdt de ces complexes immuns
dans les petits vaisseaux active le complément et peut entrainer une vascularite systémique.
Enfin, 'lgM monoclonale peut étre a 'origine d’'une glomérulonéphrite, en raison d’une activité
anti-membrane basale glomérulaire, d’'un pemphigus ou d’'une rétinite, par reconnaissance

des déterminants antigéniques présents sur la peau ou la rétine, respectivement.
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1.7. Diagnostic biologique

1.7.1 Critéres diagnostiques

Les criteres diagnostiques, adoptés lors du deuxiéme atelier sur la MW en 2002 (54) et

réactualisés en 2016 lors du huitiéme atelier international (55) s’appuient sur des examens

sériques et médullaires. Le diagnostic de MW est posé sur la présence d’'une IgM monoclonale

sérique, quelle que soit sa concentration, associée a une infiltration médullaire diffuse par des

petits Ly a différenciation plasmocytaire, représentant 10% ou plus des cellules médullaires et
de phénotype IgM*, CD19*, CD20*, CD5"*, CD107*, CD23"*, CD22*, FMC7*, CD25*, CD27",

CD103;,

éventuellement associés a un composant plasmocytaire CD38°/CD138*. La

réactualisation de 2016 a introduit la mutation MYD88-**"dans les critéres diagnostiques.

1.7.2 Immunochimie

L’électrophorése des protéines sériques (EPS) révéele la présence d’'une IgM monoclonale

sous la forme d’un pic dans la région gamma ou béta du protéinogramme. Elle permet de la

quantifier par intégration du pic et d’en suivre I'évolution. L'immunofixation sérique identifie I'lg

monoclonale en définissant le type de chaine lourde et de chaine légére. La quantification des

chaines légéres libres seriques est recommandée en cas de suspicion d’'amylose AL, d’atteinte

rénale ou dans les rares cas de détection des chaines légéres libres quand I'lgM monoclonale

n’est pas quantifiable (56). Leur taux serait corrélé avec le temps de mise sous traitement (57).

|.7.3 Examens médullaires

La réalisation d’'une biopsie ostéo-médullaire (BOM) avec analyse immunohistochimique

permet d’apprécier la disposition et la quantité de l'infiltrat tumoral. Elle met souvent en

évidence une infiltration nodulaire, diffuse et/ou interstitielle de petits Ly mélés en proportion

variable a des Iymphoplasmocytes et des plasmocytes (Flgure 3)

(A) ¥ 5 o -A.,.,.‘. g;-'
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Figqure 3 : Analyse hlstologlque d une BOM de patlent attelnt de MW

A. Coloration hématoxyline-€osine-safran montrant un infiltrat lymphoplasmocytaire interstitiel dense.
B. Analyse immunohistochimique indiquant une différenciation lymphoide B (CD20%) et plasmocytaire
(IgM*, kappa™) de l'infiltrat. Service d’anatomie et de cytologie pathologiques, Hépital Pitie-Salpétriere.
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Il est fréquent d’observer la présence de mastocytes, souvent au niveau d’amas lymphoides,

révélés par un immunomarquage de la tryptase.

Concomitante a la BOM, I'aspiration de moelle osseuse (MO) est indispensable a la démarche

diagnostique et permet la réalisation des examens spécialisés de :

- cytologie (Figure 4) : d’appréciation plus fine que la BOM, elle met en évidence une
infiltration de la moelle par des Ly de taille hétérogene, petite a moyenne, dont certains
présentent une différenciation plasmocytaire (lymphoplasmocytes avec un noyau
excentré), associée a des plasmocytes en proportion variable selon les patients et souvent
des mastocytes, de morphologie normale, utiles au diagnostic (fréquemment retrouvés
dans les grains médullaires). Des inclusions intranucléaires volumineuses (corps de
Dutcher-Fahey), correspondant a des dépb6ts de I'lgM monoclonale, peuvent étre

retrouvées dans les Ly.

Lymphoplasmocytes Lymphocytes

i

Plasmocyte

4

Mastocyte \

&9

Figure 4 : Cytologie médullaire d’un patient ayant une MW.
Coloration au May Grunwald Giemsa, infiltration par un continuum lymphoplasmocytaire associé a des
mastocytes (objectif x100). Service d’Hématologie Biologique, Pitié-Salpétriere.

- cytométrie en flux (CMF) : le phénotypage révele la présence d'une population
lymphocytaire de la lignée B ayant une restriction isotypique pour une chaine légére et
exprimant des marqueurs phénotypiques permettant de la caractériser. Une analyse

approfondie du phénotype des LyB tumoraux de la MW est présentée dans la partie Il.

- cytogénétique : elle n’est pas indispensable pour I'évaluation diagnostique de la MW, les
anomalies cytogénétiques n’étant pas spécifiques, mais reste cependant trés utile pour le

diagnostic différentiel avec les autres SLP-B.

- biologie moléculaire : elle permet notamment de rechercher la mutation MYD88-2%°" Les
études récentes ont montré un réle essentiel des mutations de MYD88 et CXCR4 dans
I'évaluation de la réponse au traitement et le pronostic des patients. L’étude des mutations

de CXCRA4 reste actuellement limitée aux évaluations protocolaires.
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1.8. Prise en charge thérapeutigue des patients

[.8.1 Indications de traitement

Selon les recommandations internationales, un traitement doit étre initié uniquement chez les

patients symptomatiques (56,58) devant :

- la présence de signes généraux (altération de I'état général, sueurs, fievre),

- une activité délétére de I'lgM (syndrome d’hyperviscosité, cryoglobuline symptomatique,
neuropathie périphérique sévére, amylose AL...),

- une anémie (hémoglobine <10 g/dL) et/ou une thrombopénie (plaquettes < 100 G/L),

- une masse tumorale symptomatique ou volumineuse.

L’anémie est I'indication de traitement la plus fréquente. Le taux de I'lgM n’est pas un critére

thérapeutique, mais un taux élevé doit faire rechercher un syndrome d’hyperviscosité et des

hémorragies rétiniennes. Les patients asymptomatiques nécessitent une simple surveillance.

|.8.2 Différentes options thérapeutiques

La MW est actuellement une maladie incurable en dehors de I'allogreffe de cellules souches

hématopoiétiques, le traitement vise donc a améliorer la survie et la qualité de vie des patients.

1.8.2.1. Traitements de premiére ligne

L’actualisation des recommandations consensuelles de traitement a été faite lors du dixieme
atelier international sur la MW (59). Le choix du traitement est guidé par le profil clinique du
patient (nécessité ou non d’obtenir une réponse rapide), ses caractéristiques génomiques, la
disponibilité et le profil de toxicité du médicament. Longtemps utilisés dans la MW, le
chlorambucil et les analogues des purines (fludarabine) sont maintenant écartés au profit de
nouvelles thérapies. Les agents alkylants (cyclophosphamide, bendamustine) et les inhibiteurs
du protéasome (bortézomib, carfilzomib, ixazomib), en association avec le rituximab, ou les

inhibiteurs de BTK (ibrutinib), seuls ou en association avec le rituximab, sont a privilégier.

> Rituximab

Anticorps monoclonal anti-CD20, le rituximab est un élément clé du traitement, les cellules de
la MW exprimant cet antigéne. Il est recommandé de I'associer avec d’autres molécules, les
taux de réponse en monothérapie ne dépassant pas 50% pour la réponse globale (60,61).
Toutefois, son utilisation seule est réservée aux patients fragiles avec des comorbidités

multiples ou lorsque la symptomatologie résulte d’'une activité auto-immune a IgM.
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» Combinaisons avec le rituximab

Le traitement standard repose sur I'association rituximab/cyclophosphamide/ dexaméthasone.
Bien tolérée, elle a un taux de réponse majeure (réponses partielle et compléte) de 74% et de
réponse globale (réponses mineure et majeure) de 83%, avec des médianes de survie sans
progression (SSP) et de survie globale (SG) de 35 et 95 mois, respectivement (62).
L’association rituximab/bendamustine est une autre combinaison fréquemment utilisée,
notamment pour les patients ayant une forte masse tumorale et/ou peu de comorbidités, du
fait d’'une toxicité plus élevée. Le taux de réponse globale est compris entre 95 et 97% selon
les études avec une SSP a 2 ans de 88 et 97% (63). Une autre stratégie thérapeutique repose
sur un inhibiteur du protéasome, le bortézomib, en association avec le rituximab, chez les
patients en situation d’urgence thérapeutique ou les plus jeunes afin d’éviter 'usage des
alkylants. La combinaison rituximab/bortezomib/dexaméthasone offre une activité synergique
et rapide avec un taux de réponse majeure de 68% et une SSP médiane de 43 mois (64). La
survenue de neuropathies est cependant un des effets secondaires les plus fréquents (46%
des cas). De nouveaux inhibiteurs du protéasome sont en cours d’évaluation. Le carfilzomib,
molécule de deuxiéme génération, associé en premiére ligne de traitement au rituximab et a

la dexaméthasone, présente avec un taux de réponse élevé sans toxicité importante (65).

> Inhibiteurs de BTK

L’ibrutinib, inhibiteur sélectif de la BTK, présente une bonne efficacité thérapeutique en
premiéere ligne avec une réponse globale de plus de 90% (66), les meilleurs réponses étant
observées chez les patients MYD88 muté et CXCR4 non muté. Dans une étude randomisée
de phase 3, les patients ayant regu I'association rituximab/ibrutinib ont un taux de SSP a 30
mois de 82% contre 28% pour le rituximab seul, avec un délai médian de réponse estimé a
deux mois (67). De nouveaux inhibiteurs plus sélectifs (acalabrutinib, zanubrutinib, tirabrutinib)

sont en cours d’évaluation et présenteraient moins de toxicité, notamment cardiovasculaire.

1.8.2.2. Traitement de la rechute

Les traitements de rattrapage, pour les patients en rechute ou réfractaires, dépendent de la
durée de la réponse et de la tolérance au précédent traitement, de I'état général du patient et
de ses comorbidités ainsi que de l'accés aux essais cliniques en cours. Plusieurs molécules
ou associations thérapeutiques, actuellement évaluées dans des essais cliniques chez des
patients en rechute ou réfractaires, apparaissent comme des nouveautés thérapeutiques
prometteuses, parmi lesquelles I'association obinutuzumab/idelalisib, I'ixazomib, 'oprozomib,
le vénétoclax, 'ulocuplumab (inhibiteur de CXCR4) (68).
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1.9. Facteurs pronostiques

Le délai médian de progression d’une forme asymptomatique vers une forme symptomatique
est d’environ sept ans. En présence d’un des critéres suivants, le risque de progression a deux
ans est supérieur a 60% : taux d'IgM = 45 g/L, B2-microglubuline = 4 mg/L, infiltration
médullaire = 70%, taux d’albumine < 35 g/L (69). La médiane de survie est de huit ans a partir
du premier traitement. Cependant prés de 40% d’entre eux survivent plus de dix ans, parmi
lesquels 73% décedent d’'une autre cause (70). Les formes familiales, souvent plus graves, se
caractérisent par une infiltration médullaire précoce et plus importante, avec une réponse et
une SSP sous rituximab moins bonne que les formes sporadiques (71). Différents scores
pronostiques ont été établis pour prédire, d’'une part I'évolution vers une forme symptomatique
en cas de MW indolente, et d’autre part la SSP et la SG des patients atteints de MW
symptomatique. Le plus utilisé est I'index pronostique international ou ISSWM (/nternational
Prognostic Scoring System for Waldenstrém Macroglobulinemia), établi pour les patients
symptomatiques (Tableau 1). Il est applicable aux patients traités par rituximab, agents

alkylants et analogues des purines (72).

(A) Points (B) Risque Score Médiane de SG (mois) Taux de SG a 5 ans
Age > 65 ans 1 Faible 0 ou 1 (sans I'age) 142,5 87%
Hémoglobine < 11,5 g/dL 1 Intermédiaire Age ou 2 98,6 68%

Taux de plaquettes < 100 G/L 1 Elevé >3 43,5 36%
B2-microglobuline > 3 mg/L 1
Taux d’lgM monoclonale > 70 g/L 1

Tableau 1 : Score ISSWM établi pour les patients symptomatiques (72).
A. Facteurs pronostiques pris en compte dans le score. B. Stratification du risque selon le score et
résultats obtenus par catégorie de risque.

Ce score a été révisé en 2019 pour mieux appréhender le pronostic des patients, devant

l'utilisation de nouvelles thérapies (Tableau 2) (73).

(A) , (B) , 5 :
Points Risque Score Tauxde SGa5ans Taux de SG a 10 ans
Age <65 ans 0 Tres faible 0 95% 84%
Age 66-75 ans 1 Faible 1 86% 59%
Age > 75 ans 2 Intermédiaire 2 78% 37%
B2-microglobuline > 4 mg/L 1 Elevé 3 47% 19%
LDH > 250 UI/L 1 Tres élevé 4-5 36% 9%
1

Albumine sérique < 35 g/L

Tableau 2 : Score ISSWM révisé pour les patients symptomatiques (73).
A. Facteurs pronostiques pris en compte dans le score révisé et points attribués. B. Stratification du
risque selon le score et résultats obtenus par catégorie de risque.

D’autres paramétres clinico-biologiques sont associés a un pronostic défavorable au
diagnostic chez les patients symptomatiques (altération de I'état général, perte de poids,
organomeégalie, cryoglobulinémie) (74). Certaines anomalies cytogénétiques et moléculaires
seraient responsables d’'une progression plus rapide vers une forme symptomatique et donc
liées a un mauvais pronostic, quel que soit le score ISSWM : la présence d’'une del6q, d’'une

altération de P53 (mutation de TP53 et/ou del17p) ou d’'une mutation de SPI1 (17,37,41,75).
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L’absence de mutation de MYD88 est associée a une SSP et une SG inférieures, a une
moindre réponse au traitement et est également liée a un risque de transformation histologique
en lymphome de haut grade (76—78). L'impact pronostique des mutations de CXCR4 sur la
réponse a certains traitements est discuté selon les études. Certaines études indiquent que
les mutations non-sens seraient associées a une charge tumorale plus élevée, une moins
bonne réponse et SSP sous ibrutinib (34,79). L'impact pronostique des mutations de CXCR4
n’a pas été mis en évidence pour les patients traités par immunochimiothérapie ou inhibiteurs
du protéasome (63,80,81).

Il. PLACE DE LA CYTOMETRIE EN FLUX DANS LA MW

I1.1. Généralités

La CMF est une technique d’analyse cellulaire multiparamétrique rapide et précise qui étudie
simultanément diverses caractéristiques des cellules telles que leur morphologie (taille et
structure) et I'expression de leurs antigenes membranaires et intracellulaires, grace a
I'utilisation d’anticorps monoclonaux couplés a des fluorochromes. En complément de I'étude
cytologique, elle constitue une étape essentielle dans le diagnostic et le suivi de la majorité
des hémopathies malignes, en particulier les leucémies aigués et les SLP, dont fait partie la
MW. En pleine expansion ces derniéres anneées, elle permet une évaluation et une
discrimination claire des populations cellulaires pathologiques, méme lorsque celles-ci sont en
faible quantité par rapport aux populations résiduelles normales.

D’aprés les recommandations du deuxieéme atelier sur la MW de 2002 (54), actualisées en
2016 (55), la présence d'une infiltration médullaire doit systématiquement étre confirmée par
des études immunophénotypiques sur MO et/ou immunohistochimiques sur BOM. Ces
analyses permettent de caractériser la nature lymphoide B et la monotypie des cellules
tumorales et sont d’'une aide précieuse dans le diagnostic différentiel des autres SLP-B. Grace
aux avancées technologiques concernant aussi bien les cytométres que les logiciels de
réanalyse (jusqu’a 17 marqueurs phénotypiques évaluables simultanément (15)), les études
ont mis en avant l'utilité de la CMF dans la caractérisation de la cellule tumorale de la MW,
I'aide au diagnostic différentiel des autres entités cliniques sécrétant une IgM monoclonale, le

pronostic et I'évaluation de la maladie résiduelle (Figure 5).

1980 2005 2011 2015
MFC used for the first time to Immunophenotypic comparison MRD and monitoring treatment The cellular origin and malignant

investigate monoclonale of WM with MZL efficacy in WM transformation of WM
gammopathies (Ocio et al., Clin Lymphoma) (Garcia Sanz et al., Clin (Paiva et al., Blood)
(Barlogle et al., Blood cells) Lymphoma Myeloma Leuk)
) 0 ) 0 BRI xis ) 02 )
2003 2011 2014 2019
Immunophenotypic Differential diagnosis of IgM Prognostic value of MFC in WM CD13 expression in B cell
analysis of WM MGUS et WM (Paiva et al., Leukemia) malignancies
(San Miguel et al., Semin Oncol) (Ocio et al., Clin Lymphoma (Raimbault et al., Br J Haematol)
Myeloma Leuk)

Figure 5 : Découvertes les plus importantes en CMF dans la MW (adapté de (82)).
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11.2. Marqueurs phénotypiques fréguemment étudiés dans la MW

Chaque LyB est caractérisé par son BCR, constitué de deux chaines lourdes (u pour la MW)

et de deux chaines légéres kappa (k) ou lambda (1) reliées entre elles par des ponts disulfures.

Les chaines légeres sont exprimées en surface pour les LyB et en intracellulaire pour les LyB

et les plasmocytes, avec une répartition normale de 2/3 k et 1/3 A. La recherche de leur

expression par CMF est indispensable car elle permet de mettre en évidence la restriction

isotypique du clone dans un SLP-B.

Les marqueurs phénotypiques (cluster de différenciation ou CD) permettent ensuite de

préciser le diagnostic. Ci-dessous sont présentés les antigénes d’intérét évalués au laboratoire

pour le diagnostic de la MW, avec pour chacun d’entre eux leurs expressions cellulaires et

leurs propriétés physiologiques (Tableau 3) (83).

Adq::?éigf Expression cellulaire Propriétés physiologiques
Cycle cellulaire, croissance et différenciation des
CD19 LyB et plasmocytes LyB, coordination LyT-LyB, activateur ou
répresseur selon la réponse immunologique
L Régulation de la réponse proliférative : signal
CD5 LyT et minorite de LyB inhibiteur de la réponse issue du BCR
LyB Pft LYT |mmature§ (centre Clivage des acides aminés, inactivation de
CD10 germinatif), polynucléaires ; .
. certains peptides hormonaux
neutrophiles
Efecurseu__rg Clivage de peptides, présentation de I'antigéne,
ematopoietiques, himiotactisme, croissance et différenciation
CD13 polynucléaires neutrophiles, chimiotac L . ’
monocytes, macrophages et mobilité et adhes_lon cellu!alrg, phagocytose,
' régulateur négatif de I'activation des mastocytes
plasmocytes normaux
CD20 LyB Développement et différenciation des LyB
Inhibe les signaux induits par I'activation du
BCR et CD19 aprés fixation de I'antigéne,
CcD22 LyB maintien I’équilibre de I'hématopoiése B
(activation, prolifération, apoptose)
LyB actives . R Croissance et différenciation de la lignée
CD23 Zorme soluble pos_s:ble (role lymphoide B, régulation de la production d’IgE
e facteurs de croissance)
LyB et LyT activés Médiateur de la réponse immune : effeft sur la
CD25 Forme soluble possible croissance, le développement et I'activité des
LyB, LyT et cellules NK
LyT activés Régulation de I'activation, prolifération et survie
CD27 LyT et LyB mémoires des LyT et LyB (production des Ig), role dans la
Forme soluble possible capacité des LyB a se lier aux cellules stromales
Cellules centro-folliculaires,
CD38 LyT immatures, LyT et LyB Signalisation et adhérence cellulaire
activés, plasmocytes
LT Régule I'adhésion cellulaire et participe a
CD43 M);norité de LvB l'activation des LyT et leur migration vers le site
y de l'inflammation, homéostasie immunitaire
CD79b Précurseurs lymphoides B Transduction du signal provenant du BCR,
LyB, plasmocytes transport des Ig de surface
Glycoprotéine non clusterisée, épitope du CD20,
FMC7 LyB matures fonctions pas clairement identifiées

Tableau 3 : Caractéristiques physiologiques des antigénes d’intérét évalués au laboratoire pour
le diagnostic de la MW d’aprés (83).
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11.3. Profil phénotypique de la MW

11.3.1 Caractérisation phénotypique des LyB tumoraux

Dans la MW, les Ly pathologiques expriment tous I'antigéne pan-leucocytaire CD45, avec une
intensité de fluorescence et une expression similaire aux LyB normaux (fort et homogéne).

lls appartiennent a la lignée lymphoide B, caractérisée par la présence des antigénes de
surface pan-B CD19, CD20 et CD22. Les LyB clonaux expriment le BCR, composé de CD79a,
CD79b et de I'lgM de surface. La restriction isotypique de I'lgM pour la chaine légére k ou A
signe le caractére pathologique de la prolifération lymphocytaire. La chaine légére x est
prédominante par rapport a la chaine légére A (ratio 5:1) (15,84,85). lls expriment plus
faiblement le CD22, sans modification d’expression du CD19 et du CD20, par rapport aux LyB
matures normaux. Chez certains patients, une diminution d’intensité du CD79b (5%) et du
CD81 (19%) a été rapportée (15).

Les LyB clonaux sont positifs pour le CD24, HLA-DR et Bcl-2 dans une grande maijorité des
cas. Le FMCY7, présent dans 70% des cas, est d’expression hétérogéne (de négatif a fort)
tandis que le CD25, lorsqu'il est présent (74 a 88% des cas), a une fluorescence homogéne a
la surface des LyB pathologiques (84,86). Le CD200 est positif chez environ 60% des patients
(15). L’expression du CD38 a la surface des LyB pathologiques est retrouvée dans la moitié
des cas de MW avec une distribution hétérogéne et une expression plus faible que les cellules
B progénitrices ou les plasmocytes, reflétant la nature lymphoplasmocytaire du clone (84).
L’antigene CD45RA, marqueur des LyB naifs, est systématiquement retrouvé sur les LyB
clonaux, tandis que CD45RO0, signature des LyB mémoires, est négatif chez pratiquement
tous les patients. L’antigéne de surface mémoire CD27 est présent chez la majorité des
patients avec une expression hétérogéne, négative a faiblement positive (84,87). L’antigéne
CD52, rarement étudié, est positif pour I'ensemble des patients ayant une MW (88,89).
Récemment, I'étude de Raimbault et coll. met en évidence que 64% des patients ayant une
MW expriment a la surface des LyB pathologiques 'antigéne myéloide CD13 avec une
médiane de positivité égale a 31% (90). Le seuil de positivité de 2% permet d’avoir les
meilleures performances diagnostiques en faveur d’'une MW. Cette expression aberrante,
retrouvée également dans d’autres SLP-B (91-93) et sur les plasmocytes normaux et

pathologiques, serait liée a la différenciation plasmocytaire.

Majoritairement négatifs chez les patients ayant une MW, le CD5 et CD23 présentent toutefois
des variations d’expression a la surface des LyB pathologiques. En effet, moins de 20% des
patients ont une intensité faible a trés forte du CD5 et 1 a 60% des patients, le plus souvent
symptomatiques, expriment le CD23 avec une faible intensité (84,85,88,94-96). La co-
expression CD5/CD23 est rare dans la MW.
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A l'inverse des patients présentant une leucémie a tricholeucocytes avec un pic IgM, les LyB
de la MW sont négatifs pour le CD103. Les molécules d’adhésion telles que les B2-intégrines
sont rarement présentes : CD11b n’est jamais exprimé et seuls 15% des patients expriment
avec une faible intensité le CD11c sur moins de 10% de LyB pathologiques (84,87). Ces
résultats different de ceux observés par Konoplev et coll. qui retrouvent une expression du
CD11c chez 81% des patients étudiés (88). L'expression du CD10, associée aux LyB du centre
germinatif, est absente dans la majorité des cas de MW. Le CD305 est généralement négatif
a la surface des LyB pathologiques (perte d’expression homogéne pour 69% des cas)
contrairement aux LyB normaux positifs avec une expression hétérogene (15). Le CD43, peu

décrit dans la MW, est faiblement exprimé a la surface des LyB pathologiques (97).

Pour synthétiser ces données, le profil d'expression immunophénotypique couramment
exprimé par les LyB pathologiques de la MW, associé a une restriction de la chaine leégére de
I'lgM de surface, est décrit sur la Figure 6A. Bien qu’elle ne soit pas totalement spécifique, la

combinaison CD22*@"'¢/CD25" est frequemment retrouvée sur le clone Waldenstrém (87).

IigM*

CD5 +
A B CD19
CcD10 CD19* CD81*

CD20* CD38*

CD11c

CD79b*

CD103- CD138*

CD22%ow+

CD23- CD4s*

CD305 P2

cD27+

CD200*-

CD27+-
Figure 6 : Inmunophénotype du clone de la MW avec le profil des LyB pathologiques (A) et des
plasmocytes pathologiques (B) (82).

Aucun marqueur pris isolément ne peut prédire ou exclure une MW. C’est I'analyse combinée
de I'expression des différentes protéines qui permet d’orienter vers le diagnostic de MW. Le
niveau d’expression modéré a fort des IgM de surface, associé a une diminution d’expression
du CD22, correspond a un stade de LyB matures avant la différenciation en plasmocytes.
D’apres le profil phénotypique précédemment décrit, les cellules de la MW pourraient étre
issues d’une prolifération de cellules post-centre germinatif, activées suite a la rencontre avec
I'antigéne (10). Pour certains patients, I'expression du CD27 associée a la présence
d’hypermutations somatiques suggéreraient que le clone de la MW serait issu de LyB
mémoires générés a partir du centre germinatif (Figure 7). Néanmoins, certains patients
n’expriment pas le CD27 et n'ont pas d’hypermutations somatiques, évoquant chez eux une

origine différente des LyB pathologiques (15,84).
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Figure 7 : Profil antigénique de la différenciation lymphocytaire B dans le sang périphérique.
Le profil phénotypique de la MW correspondrait a 'encadré rouge (10).

11.3.2 Caractérisation phénotypique du clone plasmocytaire et des lymphoplasmocytes

Le clone lymphocytaire B peut étre associé a la présence d’'un contingent de plasmocytes qui
exprime en intracytoplasmique le méme isotype de chaine légére que le composant
lymphocytaire B de la MW. Le taux médian de plasmocytes chez les patients est égal a 0,3%,
seuls 10% présentent un taux supérieur a la normale (87). Leur profil antigénique est similaire
a celui des plasmocytes normaux, moins de 10% des patients présentent des aberrations
antigéniques. lls ont une expression variable mais souvent positive pour les CD19, CD27,
CD45, CD81, CD38, CD138 et négative pour le CD56 (87,98) (Figure 6B). La plupart des
plasmocytes n’expriment pas le CD20, CD22 et I'lgM de surface. Il est possible d’identifier une
population de plasmocytes clonaux immatures de phénotype plasmoblastique chez 40% des
patients atteints de MW, avec une expression forte du CD19, CD27, CD45 et CD38 et une
expression partielle du CD138, associées a une diminution progressive du CD20 (82). Les
plasmocytes semblent étre les principaux responsables de la production de I'lgM monoclonale
sérique : plusieurs études ont montré une corrélation entre le nombre total de plasmocytes
médullaires et le taux de pic IgM (87,99).

Dans la MW, les populations cellulaires pathologiques sont observées au niveau des
compartiments lymphocytaire et plasmocytaire, impliquant un certain degré de différenciation
du clone pathologique avec la possibilité de mettre également en évidence la population
intermédiaire de lymphoplasmocytes. Détectables dans 40% des cas, les lymphoplasmocytes
ont des caractéristiques phénotypiques intermédiaires, en taille et structure, avec la présence
d’une restriction de chaine Iégére et la coexistence de marqueurs lymphocytaires B (CD197,
CD20*, FMCT7") et plasmocytaires (CD38" de forte intensité) (84). Récemment, il a été mis en
évidence que la détection par CMF de LyB et de plasmocytes présentant la méme monotypie
et associés a un continuum d’expression du CD138 a leur surface, est fortement liée a
'augmentation du taux de pic IgM et peut rapidement orienter vers un diagnostic de MW, avec

un taux de prédiction élevé pour la mutation MYD88 (100).
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11.3.3 Hétérogénéité phénotypique

La MW est une pathologie hétérogéne, tant au niveau cellulaire que clinique, ce qui peut rendre
son diagnostic difficile. Certains patients présentent une hétérogénéité phénotypique
intraclonale avec des variations d’expression observées pour certains marqueurs tels que le
CD5, CD23 et FMC7 (84). Cette hétérogénéité n’est pas spécifique de la MW et fait I'objet de
nombreuses études pour comprendre les mécanismes moléculaires responsables de la
pathogénése des hémopathies (101). Elle peut étre retrouvée également dans la LLC ou le
MM. D’autres patients présentent la coexistence de deux clones différents (I'un k et l'autre 1),
confirmée par des études de réarrangement des génes d’lg (84). De rares patients ont une
MW associée a un autre SLP-B (102).

11.4. Utilité pour le diagnostic différentiel

La MW est une entité difficile a diagnostiquer en CMF, devant I'absence de profil phénotypique
spécifique. Cette technique peut néanmoins jouer un réle essentiel pour distinguer la MW des

autres diagnostics différentiels (87,103).

I1.4.1 GMSI a IgM

Une GMSI a IgM peut étre identifiée plusieurs années avant le diagnostic de MW
asymptomatique et/ou symptomatique. La différence entre MW et GMSI a IgM repose sur la
présence sans équivoque d’une infiltration de la MO par un LLP et I'existence de symptomes
attribuables a la maladie (54). Les seuils d’infiltration utilisés pour différencier la MW de la
GMSI a IgM different selon les études (104). Sur une cohorte de patients allant du stade GMSI
a IgM au stade MW symptomatique, Paiva et coll. ont mis en évidence une augmentation
progressive de l'infiltration médullaire par les LyB matures entre le stade GMSI a IgM (médiane
égale a 2,2% des Ly), MW asymptomatique (8,7%) et MW symptomatique (12,2%), associée
a un nombre plus élevé de LyB monotypiques (87). Seuls les patients MW asymptomatiques
et symptomatiques ont un contingent exclusif de LyB pathologiques dans 20% et 50% des
cas, respectivement. |l existe une modulation phénotypique entre la GMSI a IgM et la MW
symptomatique. L'expression du CD19, CD22, CD23, FMC7 et HLA-DR est plus importante
et celle de I'lgM de surface, CD25 et CD27 est diminuée au stade GMSI a IgM. Néanmoins,
en 2015, grace a une analyse multiparamétrique, cette méme équipe a montré une
superposition des profils phénotypiques entre ces différents stades de la maladie, indiquant
phénotype trés similaire entre les cellules clonales (15). L’évolution vers la MW s’accompagne
d’'une augmentation du pourcentage de plasmocytes médullaires monotypiques par rapport
aux plasmocytes totaux. Néanmoins, le taux de plasmocytes reste stable entre les trois stades,

ce qui pourrait étre une caractéristique de la MW, a la différence du MM.
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11.4.2 Principaux SLP-B sécrétants une IgM

11.4.2.1. Introduction

L’existence d’un pic monoclonal sérique de type IgM associé a une infiltration lymphoide B
peut étre observée dans d’autres SLP-B associés ou non a une différenciation plasmocytaire.
Le diagnostic différentiel le plus délicat avec la MW est le LZM splénique. De fagon plus
ponctuelle, certains cas atypiques de LLC, lymphome folliculaire (LF) et moins communément
lymphome a cellules du manteau (LCM) peuvent se rapprocher du phénotype de la cellule de
MW. Associés aux autres caractéristiques clinico-biologiques, des marqueurs phénotypiques

spécifiques permettent de différencier ces entités de la MW (Tableau 4).

LLC LCM LF LZM MwW
CD19 + + + faible + +
Ig de surface + faible ou - ++ ++ +++ +
CD5 + + - -/+ -/+
CD23 + - -/+ - -
FMC7 + faible ou - + + ++ +/-
CD22 + faible ou - + + + + faible
CD79b + faible ou - ++ + ++ +
CD43 + forte + faible/- - - -
CD20 + faible + + ++ +
CD10 - -+ +/- - -
CcD103 - - - -/+ -
CD11c + faible/- - -/+ -/+ -
CD25 +/- - -/+ -/+ +
CD38 -/+ +/- + -/+ -/+
CD27 +/- -/+ + +/- +
CD180 - - NA + NA
CD13 - - - -/+ +

Tableau 4 : Caractéristiques phénotypiques des SLP-B dont le diagnostic différentiel avec la MW
peut se poser, adapté de (105).
NA : non applicable

11.4.2.2. Le LZM splénique

Le LZM splénique est une hémopathie difficile a distinguer de la MW, tant sur le plan clinique
que phénotypique (86,106). Ces deux entités expriment les marqueurs pan-B CD19, CD20 et
CD22 avec une plus forte expression chez les patients ayant un LZM splénique. Le phénotype
CD19*/CD20*/CD5/CD107/CD23", décrit dans ces deux hémopathies, est caractéristique des
cellules post-centre germinatif, suggérant que le clone Waldenstrdm pourrait provenir de

cellules B mémoires de la zone marginale.
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Une étude comparative menée par Ocio et coll. en 2005 a identifié certains marqueurs

discriminants a la surface des LyB pathologiques (86) :

- le BCR (IgM de surface et CD79b), plus fortement exprimé dans la MW avec un ratio x:A
en faveur de la chaine légére « tandis que ce ratio était proche de 1 pour les LZM,

- le FMC7, positif pour 63% des patients MW avec une distribution hétérogéne (diminué a
positif fort) tandis qu'il était positif pour 83% des LZM avec une répartition homogéne,

- le CD25, exprimé de maniére homogene chez 88% des patients ayant une MW contre
44% des patients ayant un LZM avec une distribution hétérogéne,

- le CD11c, positif dans 31% des cas de MW contre 74% des cas de LZM,

- le CD103, négatif chez les patients MW tandis que 40% des patients LZM I'exprimaient,

- le CD10, positif pour 18% des patients avec une MW (environ 30% des LyB pathologiques)
tandis qu'il était constamment négatif dans le LZM.

De plus, I'expression du CD138 est plus fréquemment observée dans la MW que dans le LZM

sur BOM (60% et 18%, respectivement) (107). Une forte expression du CD180 (108) et du

CD27 (87) est rapportée dans le LZM. Le CD13 peut étre présent dans ces deux entités avec

une médiane d’expression supérieure chez les patients ayant une MW (90). La MW se

distingue du LZM par une augmentation du nombre de mastocytes. En 2015, Paiva et coll. ont

mis en évidence, grace a une analyse multiparamétrique (17 marqueurs), une séparation des

profils phénotypiques de six patients ayant un LZM splénique mutés MYD88 avec ceux ayant

un clone Waldenstrom, les marqueurs les plus discriminants étant I'lgM de surface et CD79b,

surexprimés dans la MW et le CD305, surexprimé dans les cellules du LZM (15).

11.4.2.3. Le LF

Le LF se distingue de la MW par la positivité¢ du CD10, relativement spécifique bien que
certains patients ne I'expriment pas. Dans la majorité des cas, 'absence de CD5 et de CD23

permet le diagnostic différentiel avec la LLC (109).

11.4.2.4. LaLLC

Le phénotype de la LLC est le mieux défini parmi les SLP-B. Il se caractérise par une
diminution de lintensité d’expression de la chaine Iégére monotypique « ou A. Les antigénes
CD5 et CD23 sont retrouvés de fagon quasi constante a la surface des LyB pathologiques, a
la différence des patients ayant une MW. Le FMC7 est souvent négatif ou faiblement exprime,
tout comme le CD79b et le CD22. Ces caractéristiques immunologiques ont permis de définir
un score, décrit par Matutes en 1994 puis réévalué par Moreau en 1997, qui classe un SLP-B

en LLC quand il est égal a 4 ou 5. A l'inverse, dans la MW, ce score est inférieur ou égal a 3.
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A l'image du LZM, Paiva et coll. se sont intéressés a des patients mutés pour le géne MYD88
et présentant une LLC ou un clone Waldenstrdm. lls ont mis en évidence des profils
phénotypiques différents entre ces patients, les marqueurs les plus discriminants étant
l'intensité de la chaine légére d'lg de surface et le CD79b, plus fortement exprimés dans la
MW, tandis que le CD5 est trés exprimé dans la LLC (15).

11.4.2.5. Le LCM

Le LCM se caractérise dans 90% des cas par une expression de I'antigeéne CD5 a la surface
des LyB pathologiques. Contrairement a la LLC, le CD23 est habituellement négatif (110). Le
score de Matutes est inférieur ou égal a 3 comme pour la MW, avec une forte expression de
CD20 et CD79b. L’absence d’expression du CD200 dans le LCM permet de le différencier de

la LLC, positive pour ce marqueur.

11.4.2.6. Le MM a IgM

Le MM a IgM est rare et ne représente que 1% des cas de MM. Le diagnostic différentiel avec
la MW est facilité par des phénotypes significativement différents entre ces deux entités
(111,112). Il se caractérise par la présence de lésions osseuses lytiques (rares dans la MW),
d’une infiltration médullaire par plus de 10% de plasmocytes non mutés pour MYD88 (113) et

la présence d’anomalies cytogénétiques non retrouvées dans la MW.

11.5. Autres applications potentielles de la CMF dans la MW

[1.5.1 Valeur pronostique de I'immunophénotypage

Associée a la cytologie, 'immunophénotypage médullaire permet d’estimer la charge tumorale
et de préciser 'importance de la restriction isotypique avec le ratio des LyB pathologiques sur
les LyB résiduels. Une étude rétrospective a mis en évidence que les patients ayant une MW
asymptomatique, associée a une infiltration médullaire déterminée par CMF supérieure a 10%,
présentaient un risque plus élevé de progression vers une MW symptomatique. A l'inverse,
ceux ayant une MW symptomatique avec une infiltration médullaire inférieure a 10% et la
persistance de LyB normaux résiduels, avaient une maladie moins agressive et une SG
prolongée (87). Les auteurs concluent que I'équilibre entre LyB pathologiques et LyB résiduels
serait un parametre aussi efficace que I'estimation de la charge tumorale pour évaluer le

pronostic des patients.
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[1.5.2 Suivi de la maladie résiduelle

L'évaluation de la réponse dans la MW repose, entre autres, sur le suivi du taux d’IgM
monoclonale sérique. Une évaluation médullaire n’est pas systématiquement recommandée
sauf pour évaluer la rémission compléte. Les évaluations médullaires sont conseillées pour
les patients inclus dans des essais cliniques (114). En effet, des discordances ont été
observées entre la cinétique du taux d’IgM et l'infiltration médullaire, selon les traitements
administrés, certaines thérapies ciblant uniquement les LyB pathologiques sans dépléter le
contingent plasmocytaire. De plus, Garcia-Sanz et coll. ont montré que la présence de plus de
5% de LyB pathologiques dans la MO aprés traitement est hautement prédictif d’'une courte
SSP et SG, indépendamment de la réponse hématologique (115). L’évaluation par CMF des
LyB pathologiques pourrait étre une technique prédictive pour la survie plus sensible que les

déterminants sériques, mais elle nécessite un prélevement médullaire.

OBJECTIFS DE L’ETUDE

Cette étude, réalisée au sein de I'Unité Fonctionnelle Phénotypage des Hémopathies du

service d’Hématologie biologique de I'Hépital Pitié-Salpétriere, avait pour principaux objectifs :

- 1) de déterminer les marqueurs phénotypiques spécifiques de la MW, en comparaison
avec des sujets contrbles et d’autres SLP-B, notamment le LZM.

- 2) d’établir un score phénotypique (médullaire et sanguin) de la MW pour la différencier du
LZM et pour améliorer la détection des clones circulants de MW.

- 3) de corréler les données phénotypiques des patients atteints de MW avec les autres

paramétres clinico-biologiques.
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PATIENTS ET METHODES

I. DESCRIPTION DES COHORTES

I.1. Présentation générale

Cette étude rétrospective monocentrique concerne 450 patients prélevés pour un
immunophénotypage médullaire et/ou sanguin entre 2003 et 2021. Le ratio hommes/femmes
était de 1,6 et la médiane d’age au moment de la réalisation de 'immunophénotypage égale
a 67 ans (18-96 ans). Au total, 506 échantillons analysés ont été recueillis soit 233
immunophénotypages médullaires et 273 immunophénotypages sanguins, répartis en trois
groupes d’étude selon les objectifs (Figure 8). Les données d’'un méme patient / échantillon
ont pu étre utilisées pour répondre a différents objectifs. Pour chaque SLP-B, le diagnostic a
été posé en tenant compte de 'ensemble des paramétres clinico-biologiques, selon les critéres
de 'OMS. Tout diagnostic de MW a été confirmé en s’assurant de la présence d’une infiltration

médullaire pathologique en cytologie, selon les critéres diagnostiques définis en 2002 (116).

Cohorte (n=506 prélévements)

... Objectifn’t T ] Objectifn®2 .. Objectif n°3
E : Score phénotypique : ' Corrélations clinico-
i de la MW ! : bio-phénotypiques

Données

;
) ' ) i
Corqparnment Comparaison MO/sang Compartiment phénotypiques Profils F1V|C7ICD38 !
i médullaire '_'n=15 sanguin (n=86) (n=115) !
H MW (n=74) Controles (n=11) : !
i LZM (n=19) LMZVI\\; ((’r‘;i%)) o Apprentissage Apprentissage
! LLC (n=11) ': MW (n=87) MW (n=45)
! LF (n=9) i LZM (n=9) LZM (n=31)
i LCM (n=7) "
| Non retenus (n=21) |1} I I
i
:_________________________________:i Application Application
i

(n=126) (n=124)

Formes frontiéres
MWI/LZM (n=7)

Figure 8 : Répartition des immunophénotypages des patients selon les objectifs de I’étude.

l.2. Cohortes pour le profil phénotypigue de la MW

Dans un premier temps, nous avons récupéré les résultats des immunophénotypages de 216
patients ayant une MW, prélevés entre 2003 et 2014. Pour avoir une vue d’ensemble du profil
d’expression des marqueurs a la surface des LyB pathologiques, nous avons sélectionné 74
prélevements (51 MO et 23 échantillons sanguins) présentant une population lymphocytaire B
CD19" avec une restriction isotypique supérieure ou égale a 90% pour une chaine légére k ou
A. En cas de prélévements meédullaire et sanguin pour un méme patient, nous avons conservé
les résultats du prélévement médullaire. Dix-neuf patients ayant un LZM diagnostiqué avant
2015 ont été réanalysés pour étudier I'expression du CD25.
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Dans un deuxiéme temps, nous avons constitué une cohorte de réanalyse pour évaluer les
marqueurs utilisés au laboratoire entre 2015 et 2021 dans le diagnostic de la MW (Tableau 5).
Les immunophénotypages médullaires de 86 patients ayant un clone Waldenstrom facilement
identifiable ont été réanalysés et comparés a ceux d’un groupe de contrdles et d’autres SLP-
B, ayant eu le méme phénotypage extensif, pour lesquels un doute sur le diagnostic avec une
MW se posait. Les individus contrdles présentaient un immunophénotypage normal et leur

dossier clinique ne rapportait ni gammapathie ni pathologie hématologique.

Controles MW LZM LLC LF LCM
(n=11) (n=86) (n=40) (n=11) (n=9) (n=7)
Ratio hommes / femmes 6/5 51/35 24/16 9/2 5/4 3/4

Age (années), médiane
(minimum-maximum)
Immunochimie

57 (18-74) | 68 (28-88) | 70 (50-87) | 64 (25-88) | 59 (45-93) | 77 (48-96)

IgM, n 0 86 15 2 2 1

IgG, n 0 0 8 2 0 1

Absence de pic, n 8 0 14 4 4 3

Non réalisée, n 3 0 3 3 3 2
Type de prélévement

MO, n 2 86 6 3 0 2

Sang, n 9 0 34 8 9 5

Tableau 5 : Présentation des groupes étudiés pour déterminer le phénotype de la MW.

1.3. Cohortes pour le score phénotypique médullaire et sanquin

Nous avons établi un score phénotypique pour aider au diagnostic de la MW, adapté aux
compartiments meédullaire et sanguin. Aprés reprise de chaque immunophénotypage, les
performances du score phénotypique médullaire et sanguin ont été évaluées sur une cohorte
d’apprentissage, pour laquelle toutes les données phénotypiques étaient disponibles. Le seuil
décisionnel a ensuite été mis en application sur ces mémes patients et des patients
nouvellement diagnostiqués. Nous avons également étudié les marqueurs phénotypiques
présents a la surface des LyB pour 15 patients atteints de MW et ayant un prélevement
médullaire et sanguin pathologique rapproché (délai médian de 8 jours), afin d’évaluer les
éventuelles modulations phénotypiques entre la MO et le sang. Le score phénotypique a
ensuite été appliqué a sept patients ayant une forme frontiére entre une MW et un LZM ainsi

qu’a une cohorte de GMSI a IgM associée (n=23) ou non (n=72) a une neuropathies anti-MAG.

l.4. Cohortes pour les corrélations clinico-bio-phénotypiques

En collaboration avec le Service d’'Hématologie clinique de I'Hépital Pitié-Salpétriere, nous
disposions des données cliniques et biologiques de 270 patients atteints d’'une MW, recueillies
rétrospectivement. Ces données ont été corrélées avec les résultats des réanalyses
phénotypiques ainsi qu’a I'expression du CD38 sur le profil FMC7/CD38, retrouvé pour 137
patients prélevés entre 2009 et 2020.
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Les criteres évalués étaient la présence ou non d'un syndrome d’hyperviscosité, d'un
syndrome ganglionnaire, d’'une splénomégalie, d’'une population tumorale circulante et son
pourcentage déterminé par CMF, d’anomalies cytogénétiques (del6q, trisomie 3q, trisomie 4,
trisomie 12, trisomie 18, del13q, del11q, del17p et la présence d’'un caryotype complexe), des
mutations MYD882%°" et CXCR45%#X ainsi que les taux d’hémoglobine, de plaquettes, de Ly
sur la numération formule sanguine (NFS), le taux du pic IgM, de (2-microglobuline,
d’albumine, de LDH, le score ISSWM, la date du diagnostic, I'instauration ou non d’un
traitement, le délai entre le diagnostic et la mise sous traitement, la date des derniéres
nouvelles ou celle du décés et la date de progression de la maladie. Un séquengage a haut
débit de type next generation sequencing (NGS) a été fait pour 163 patients, ciblé sur 21 génes
connus pour étre mutés dans la MW et/ou d’autres SLP-B : CARD11, CD79A, CD79B, MYD88,
TP53, CXCR4, SPI1, TNFAIP3, PRDM1, EZH2, MLL2, ARID1A, IKZF3, NOTCH2, KLF2,
NFKBIE, HIST1H1E, CREBBP, TBL1XR1, ETV6 et IRF4. Certaines données biologiques des

patients non inclus dans cette base clinique et celles des autres SLP-B ont été récupérées.

Il. ANALYSES PAR CYTOMETRIE EN FLUX

11.1. Anticorps utilisés au laboratoire

Entre 2003 et septembre 2015, pour toute recherche de MW sur MO ou sang, les anticorps
utilisés ciblaient les antigénes de surface CD19, CD20, «, A, CD79b, CD5, CD23, FMC7,
CD38, CD10, CD43, CD25, CD11c et CD103. Les anticorps anti-CD27, anti-IlgM et anti-IgD
ont été utilisés entre 2001 et fin 2009, I'anticorps anti-CD22 jusque fin 2009 puis réintroduit en
2014 et I'anticorps anti-CD1c entre 2005 et 2008.

A partir de septembre 2015, un panel de cing tubes a été construit pour toute demande
d’exploration d’un pic monoclonal a IgM, pour rechercher une MW ou un diagnostic différentiel

avec une MW devant une cytologie douteuse (Tableaux 6 et 7).

FITC PE | PC5.5 | PE-Cy7 | APC | APC-AF750 | PB/BV421 | HV500

Tube 1 T- T- T- T- CD34* T- T- CD45

Tube 2 | CD3/CD16+56 | CD19 CD4 CD8 CD45

Tube 3 K/\ CD19 CD5 CD79%b cD10* CD20 (PB) CD45
CD3 CD25

Tube 4 | FMC7 8 CD19 CD5 CD23 CD43 (PB/BV421%) CD45
CD27

Tube 5 K/\ CD19 CD13 CD22 (BV421) CD45

Tableau 6 : Combinaisons des anticorps utilisés pour le dépistage d’une MW.

En ligne sont présentés les tubes d’analyse avec les différents anticorps testés. En colonne sont
présentés les fluorochromes utilisés pour chaque anticorps. T-: témoin ; FITC : Isothiocyanate de
fluorescéine ; PE : R Phycoérythrine ; PC5.5 : R Phycoérythrine-Cyanine 5.5 ; PE-Cy7 : PE-Cyanine7 ;
APC : Allophycocyanine ; APC-AF750 : Allophycocyanine-Alexa Fluor 750 ; PB : Pacific Blue ; BV421 :
Brilliant Violet 421 ; HV500 : Horizon V500. *anticorps étudié uniquement sur la MO. #luorochrome
utilisé a partir de janvier 2021.
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Antigéne/ Fabriquant Clone Marquage
Fluorochrome | Référence (REF) Isotype (L)
CD3/FITC + CD16- BD Biosciences _ SK7, B?3.1, MY31 _ 10
CD56/PE REF 342403 Anticorps de souris anti-humain IgG1,x
CD4/PE-Cy7 Be}glérpé%?ggger Anticorps dg I;,§L||1ri23-ra?nl:t)imumain IgG1 2
CD5/PE-Cy7 ngléo??ZéeSnfg ) Anticorps de s,OlIJ_r1is7 Z:wﬁ-humain IgG2a, K S
CD8/APC ng_oes’szge;?cg ° Anticorps de souriK;nti-humain IgG1,x °
CD10/APC-AF750 BeéErPTSggﬂ)ter Anticorps deifgﬁspéh?ijhumain 1gG1 °
CD13/PE-Cy7 ngléo??gan??gs Anticorps de sou:}; ?;iti-humain IgG1,x S
CD19/PC5.5 Beé:lérp%n‘lg;u;ter Anticorps de sojss-1ajn?(i-humain 1gG1,x S
CD20/PB Beéérpasn4g§gger Anticorps dzgslcz)gr?s:' EriiZ-gZJmain IgG2a °
CD22/APC ng_o?s’:g;nfg ) Anticorps de soi;::ilr_w-t:-humain IgGan,k S
CD23/APC ng_o?s’:ggeon;g ) Anticorps de SELIIBr?gCaSn:(ﬁhumain 19G1,x >
CD25/BV421 ngléoggfon;?? ) Anticorps de sour?sA a3nti-humain 19G1,x >
CD27/ BV421 ngléoggzesn%a > Anticorps de soltl/lr-i-srza7n1ti-humain 1gG1,x °
CD34/APC ng_o?s’szgesnézf ) Anticorps de sou?'i(sgliti-humain 19G1,x >
CD38/PE ng_o;:gesné:gs Anticorps de sourli-|sBa7nti-humain 1gG1,k 10
CD43/APC-AF750 Belgllérp%lg? Slil'ater Anticorps de soErIi:sT ;nti-humain IgG1 °
CD45/HV500 ngll_oggloe;?c;s Anticorps de sou:-ilsBaOnti-humain IgG1,k 2
CD79b/APC ng_o?s’:ggesn;fs Anticorps de sour?sN:nti-humain 19G1,x >
«/FITC + \PE REIE) il§481 Antico“g;?éagg (Iaaz?r:ygrlgirjﬁhmain °
FMC7/FITC Beé:lérpem)??g;ter Anticorps de souris anti-humain IgM 10

Tableau 7 : Caractéristiques des anticorps utilisés pour le dépistage d’'une MW.
BD : Beckton Dickinson

Nous avons étudié en prospectif la réactivité de cing anticorps anti-CD25 couplés a des
fluorochromes différents pour six patients ayant une MW (Tableau 8). Les anticorps anti-CD25

ont été évalués en présence des anticorps anti-CD45, -CD19, -« et -A.

Antigéne/Fluorochrome ':Raél;zg;:]acr: |§;?;:e
CD25/PB BeéErPTSggﬂlt > Anticorps de soBu1ri;1 SZ\Ir?ti-humain 19G2a
CD25/APC ng_o?s’:zloegné:;S Anticorps de sourizs':\a;\ti-humain 1gG1,
CD25/PE-Cy7 ng_o?s’:ggesnzcd? ° Anticorps de sourizs':\a;\ti-humain IgG1, x
CD25/PC5.5 Beé:lérp%nggfgger Anticorps de soBu1ri;1 SZ\Ir?ti-humain 19G2a
CD25/BV421 ng_oggfongg ° Anticorps de sour?s',o\ :nti-humain 1gG1,x

Tableau 8 : Caractéristiques des anticorps anti-CD25 étudiés.
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11.2. Stratéqgie d’analyse des LyB pathologiques

En cas d’indication sur la demande dimmunophénotypage d'une cryoglobuline ou
d’agglutinines froides, le prélévement médullaire ou sanguin a été incubé a 37°C pendant une
heure avant de réaliser le protocole de marquage.

L’acquisition des données a été faite par deux cytomeétres de flux FACSCanto™ Il (huit

couleurs) de la société BD Biosciences, utilisés quotidiennement au laboratoire.

11.2.1 Stratégie de fenétrage

En routine, la réanalyse des données de CMF est faite sur le logiciel FACSDiva™ (BD
Biosciences). Les immunophénotypages des patients étudiés au cours de ce travail ont tous
été réanalysés avec le logiciel d’analyse Kaluza version 2.1 (Beckman Coulter) par un seul

opérateur pour assurer la reproductibilité des données.

La stratégie de fenétrage détaillée ci-dessous rassemble les représentations bi-paramétriques
d’intérét (Figure 9), sélectionnées sur les masques d’analyse créés pour chaque tube (tubes
3 a 5). Apres sélection des singulets sur le graphique FSC-W/FSC-A (1), les débris cellulaires
sont éliminés sur la représentation SSC-A/CD45 pour isoler uniguement les leucocytes (2).

Les Ly sont isolés dans les leucocytes grace a une équation booléenne en fonction de leur

petite structure et forte expression du CD45 (Ly CD45/SSC) (3) et de leur petite taille (Ly

SSC/FSC) (4). Au sein des Ly, les LyB sont isolés des LyT par leur expression du CD19 en

fonction de leur structure SSC-A (5). Cette stratégie d’isolement des LyB a été appliquée a

chacun des trois tubes.

Chaque tube se différencie ensuite par les anticorps utilisés pour caractériser la population

lymphocytaire B pathologique :

- Les représentations bi-paramétriques 6 a 9 concernent le tube 3. La présence d'une
restriction isotypique est appréciée par la répartition des chaines Iégeéres k et A a la surface
des LyB (6). Les expressions de CD5 (7), CD79b (8) et CD20 (9) sont évaluées. Le CD5
permet également d’isoler les LyT qui I'expriment physiologiquement (7).

- Les représentations bi-paramétriques 7, 10, 11 et 12 concernent le tube 4. Le graphique
CD19/CD5 (7) permet d’isoler les LyT. Les chaines légéres ne sont pas recherchées dans
ce tube qui étudie I'expression de FMC7, CD23 (10), CD38 (11) et CD43 (12).

- Les représentations bi-paramétriques 6, 13 et 14 concernent le tube 5. La présence d’'une
restriction isotypique est de nouveau appréciée par la répartition des chaines légéres « et
A a la surface des LyB (6). Les profils d’expression du CD13, CD22 (13) et CD27 (14) sont

évalués.
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Figure 9 : Stratégie d’analyse des LyB par des représentations bi-paramétriques.

Les leucocytes sont colorés en rose, les LyB pathologiques en rouge, les LyB résiduels en noir, les LyT
en bleu et les cellules natural killer (NK) en marron. Les antigénes de surface ciblés par les anticorps
couplés a leur fluorochrome sont mentionnés en abscisse et en ordonnée des représentations bi-
paramétriques. En haut de chaque fenétre d’analyse est indiquée la population d’étude.

FSC-W : Forward Scatter-Width ; FSC-A : Forward Scatter-Area ; SSC-A : Side Scatter-Area.
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11.2.2 Interprétation des pourcentages et intensités de fluorescence

Cette réanalyse nous a permis d’obtenir le pourcentage de leucocytes, de LyT, de LyB
pathologiques et de LyB polytypiques normaux (groupe contrdle) ou résiduels, quand ils
étaient en nombre suffisant, ainsi que les pourcentages d’expression de chaque marqueur sur
les LyB pathologiques. Une population a été considérée comme positive pour un antigéne
donné quand au moins 30% des cellules d’intérét exprimaient cet antigéne de surface, hormis

pour le CD13 ou le seuil a été fixé a 2%.

Nous avons également récupéré les intensités moyennes de fluorescence (MFI) de chaque
antigéne exprimé a la surface des LyT, LyB pathologiques et LyB polytypiques normaux
(groupe contréle) ou résiduels. Les échantillons étant analysés sur un logiciel d’'une autre
société que nos cytometres, les valeurs de fluorescence obtenues ont été multipliées par le

facteur de correction 256 (117).

Pour minimiser la variabilité entre les échantillons, nous avons fait des ratios d’intensité de
fluorescence (RFI) entre les MFI des LyB et les MFI des LyT. Une partie des LyT exprimant le
CD38 et le CD27, nous avons isolé les LyT CD38 et les LyT CD27" pour le calcul des RFI.
Pour la partie profil phénotypique de la MW (objectif n°1), seuls les MFI et RFI des patients
positifs pour le marqueur donné sont présentés. Pour I'étude de I'expression du CD27, nous
avons choisi de représenter la MFI des LyB CD27" mémoires pour le groupe controle, quel
que soit le pourcentage de LyB mémoires. La comparaison des MFI et des RFI ayant réveélé

des résultats similaires, nous avons uniquement présenté les statistiques des MFI.

11.2.3 Estimation du pourcentage de plasmocytes

Nous avons estimé le pourcentage de plasmocytes médullaires et sanguins sur I'expression
forte du CD38 avec la représentation bi-paramétrique SSC-A/CD38 du tube 4 (Figure 10A).
Afin de s’assurer du fenétrage correct des plasmocytes, cette approche a été comparée a un
tube adapté a la recherche de plasmocytes contenant du CD38 et du CD138 (Figure 10B).
Devant I'absence de différence significative entre ces deux approches, sur dix patients ayant
une MW (Figure 10C), I'estimation du pourcentage de plasmocytes a pu étre effectuée sur le

tube 4 dans cette étude.
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Figure 10 : Estimation du pourcentage de plasmocytes.

A. Représentation bi-paramétrique SSC/CD38 sur les leucocytes (rose) obtenue a partir du tube 4 pour
estimer le pourcentage de plasmocytes, colorés en orange. B. Représentation bi-paramétrique
CD38/CD138 sur les leucocytes (rose) obtenue a partir du tube adapté a la recherche des plasmocytes
pour déterminer le pourcentage réel de plasmocytes, colorés en orange. C. Comparaison entre les
pourcentages estimés et les pourcentages réels de plasmocytes obtenus pour dix patients atteints d’'une
MW.

[1.2.4 Définition d’un profil FMC7/CD38

Neufs profils FMC7/CD38 ont été définis sur une représentation bi-paramétrique FMC7/CD38
selon I'expression de ces marqueurs a la surface des LyB (Figure 11).
Les quatre premiers profils sont les :

* Profil 1 (quadrant en bas a gauche) : 2 70% de LyB FMC7/CD38"

* Profil 2 (quadrant en haut a gauche) : 2 70% de LyB FMC7*/CD38"

» Profil 3 (quadrant en haut a droite) : 2 70% de LyB FMC7*/CD38"

* Profil 4 (quadrant en bas a droite) : 2 70% de LyB FMC7-/CD38"
Quand la répartition des LyB ne rentrait pas dans ces critéres, nous avons regroupé par deux
les profils précédents pour définir les profils 1-2, 2-3, 3-4 et 1-4 en respectant deux
conditions : (i) au moins un des deux quadrants concernés posséde plus de 50% de LyB,
(ii) le profil choisi correspond aux deux quadrants ayant les pourcentages les plus élevés de

LyB. Si aucun critere n’était rempli, le patient présentait un profil hétérogéne.
~ Lymphocytes B
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CD38
Figure 11 : Représentation bi-paramétrique FMC7/CD38 sur les LyB normaux.
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lll. ANALYSES DES DONNEES

111.1. Analyses non supervisées

Les données phénotypiques de 56 patients ayant une MW et 34 patients ayant un LZM ont été
intégrées dans le logiciel d’analyse non supervisée Omiqg. L’homogénéité maximale entre les
patients a été obtenue en sélectionnant un nombre identique de LyB. Les données
phénotypiques sont représentées grace a une méthode de réduction dimensionnelle des
données avec l'algorithme t-Distributed Stochastic Neighbor Embedding (t-SNE). |l consiste a
déterminer la place de chaque cellule sur une représentation en deux dimensions comprenant
les axes t-SNE1 et t-SNE2, selon les anticorps présents dans le tube d’analyse. Pour chaque
tube (3 a 5), nous obtenons une empreinte correspondant a un nuage de points en plusieurs
flots, chaque point étant une cellule. L’algorithme de clustering FlowSOM a ensuite été utilisé
pour réaliser un fenétrage automatique des populations cellulaires, sur les mémes paramétres

que ceux utilisés pour le t-SNE.

Des analyses en composantes principales (ACP) ont été réalisées avec les packages
FactoMineR, factoextra et ggplot2 du logiciel R version 4.0.3. Cette méthode de réduction de
dimension a été appliquée sur les résultats de réanalyse de CMF selon les antigénes de
surface sélectionnés (variables). Elle a permis d’identifier les marqueurs phénotypiques les
plus importants. Nous avons pu obtenir un graphique de corrélation des variables étudiées,
chacune définie par un vecteur, selon les dimensions 1 et 2 de 'ACP qui expliquent le mieux
la variabilité (Figure 12A). La contribution relative de chaque variable est indiquée par la
longueur et la direction du vecteur. Un nuage de points représentant 'ensemble des patients
étudiés est généré, la position du point tenant compte des différentes variables intégrées dans
'ACP (Figure 12B). De plus, différents paramétres clinico-biologiques ont pu étre appliqués
sur ce nuage de patients pour mettre en évidence d’éventuelles séparations des ellipses de
concentration qui contiennent 50% des individus (Figure 12C).
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Figure 12 : Exemple d’ACP des données phénotypiques du groupe de patients ayant une MW.
A. Graphique de corrélation des variables.
B. Répartition des patients représentés par un point sur TACP
C. Evaluation d’'un parameétre X selon deux groupes symbolisés et colorés difféeremment. Le centre de
gravité de chaque groupe est représenté par un symbole de taille plus grande que les symboles du
groupe.
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Nous avons également appliqué I'algorithme des foréts aléatoires (Random Forest) sur les
données phénotypiques des patients atteints d'une MW ou d’'un LZM, avec le package
randomForest du logiciel R. Ce modeéle de classification a fait un apprentissage des résultats
phénotypiques de patients sur de nombreux arbres de décision construits aléatoirement, pour
prédire le diagnostic de MW ou de LZM. L’indice de Gini fourni par le modele a mesuré I'erreur

de prédiction dans le processus de construction des arbres.

I11.2. Analyses statistiques

Les statistiques ont été réalisées avec les logiciels GraphPad Prism (GraphPad Software, San
Diego, California, USA, version 9.0.0) et STATA (STATA Corporation, College Station, TX,
USA, version 14.0). Les tests effectués en analyse univariée étaient des tests bilatéraux
utilisant un risque alpha conventionnel égal a 5%. Le test statistique non paramétrique de
Mann-Whitney a permis de comparer les données quantitatives deux a deux entre deux
groupes de diagnostics différents ou au sein d’'une méme variable a deux conditions. Les
analyses multivariées ont été faites par régression logistique. Les performances des scores
(médullaire et sanguin) ont été déterminées au moyen de courbes ROC (Receiver Operating
Characteristic) non paramétriques, avec l'aire sous la courbe (ASC), la sensibilité (Se), la
spécificité (Sp), la valeur prédictive positive (VPP) et la valeur prédictive négative (VPN). Le
seuil optimal décisionnel a été choisi par le maximum de l'index de Youden (défini comme :
sensibilité + spécificité - 1). Les diagrammes de Bland-Altman ont permis de comparer les
résultats phénotypiques de 15 patients atteints de MW et ayant un prélévement médullaire et
sanguin pathologique rapproche, pour évaluer I'éventuel biais entre ces deux types de
prélevement. Les corrélations entre les données quantitatives ont été évaluées par le test non
paramétrique de Spearman. Le test d’indépendance du Chi? a été utilisé pour évaluer des
données qualitatives (pour les groupes ayant un effectif supérieur ou égal a 5). L'intérét
pronostique des marqueurs phénotypiques a été analysé par le log rank-test.

Pour 'ensemble des tests statistiques, une valeur de p inférieure a 0,05 est considérée comme
statistiquement significative et symbolisée dans les figures par: * = p<0,05; ** = p<0,01 ;
*** = p<0,001 ; **** = p<0,0001.
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RESULTATS

. PHENOTYPE DES LYMPHOCYTES B PATHOLOGIQUES DANS LA MW

.1. Vue d’ensemble des marqueurs étudiés avant 2015

Le premier objectif de cette étude était de déterminer les marqueurs phénotypiques
spécifiques de la MW. Nous nous sommes tout d’abord intéressés aux résultats de
limmunophénotypage de 74 patients diagnostiqués pour une MW entre 2003 et 2014. La

Figure 13 présente 'ensemble des antigénes étudiés a la surface des LyB pathologiques.
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Figure 13 : Expression de seize marqueurs phénotypiques a la surface des LyB CD19".

La médiane est symbolisée par un trait noir plein pour chaque marqueur. Le trait noir en pointillé
représente le seuil de 30% au-dela duquel un patient est considéré comme positif pour un marqueur
donné.

La proportion de LyB CD19" pathologiques parmi les Ly totaux est plus importante dans la MO
que dans le sang avec une médiane de 52% et 38%, respectivement (p=0,0307). Les LyB
expriment tous les antigénes de surface pan-B CD20, CD79b et CD22 et pour la majorité I'lgM
et I'lgD (86% et 91% des patients, respectivement). Les marqueurs FMC7 (76% des patients),
CD25 (70%), CD1c (62%) et CD38 (53%) sont souvent exprimés avec une distribution
hétérogéne selon les patients. Les marqueurs CD23 (31% des patients), CD11c (24%), CD5
(16%), CD43 (12%) et CD10 (4%) sont rarement positifs et le CD103 toujours négatif.

L’évaluation d’'une partie de ces marqueurs a été arrétée au laboratoire aprés cette période.

Nous nous sommes ainsi intéressés plus spécifiguement a ceux réalisés a partir de 2015.

42



l.2. Evaluation des immunophénotypages réalisés depuis 2015

1.2.1 Impact de l'effet temps sur les résultats d’immunophénotypage

Nous avons étudié les marqueurs phénotypiques exprimés par les LyB pathologiques dans
des échantillons prélevés sur une période de six ans. Une ACP a été effectuée sur le groupe
d’échantillons médullaires de patients ayant une MW (n=86) pour évaluer les éventuelles
variations phénotypiques liées aux modifications techniques au cours des années (Figure 14).
Les marqueurs les moins discriminants entre les patients (pourcentages de CD20, CD79b,
CD22 et MFI du CD19, CD20, CD79b et CD22) ont été choisis pour ne pas introduire de biais.
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Figure 14 : Evaluation des variations phénotypiques selon les années.

Représentation graphique d’'une ACP des pourcentages de CD20, CD79b, CD22 et des MFI du CD19,
CD20, CD79b et CD22 de 86 patients atteints de MW selon I'année de I'immunophénotypage
médullaire. Chaque patient est identifi€¢ par un symbole dont la forme et la couleur correspondent a
'année du prélévement. Le centre de gravité de chaque groupe est représenté par un symbole de taille
plus grande que les symboles du groupe. Chaque ellipse de concentration contient 50% des individus.

La répartition homogéne des patients, confirmée par le recouvrement des ellipses de
concentration, indique qu’il n’existe pas de variation majeure en fonction du temps, rendant
exploitable la comparaison des résultats d'immunophénotypage entre eux. Les symboles

isolés s’expliquent par les variations phénotypiques propres a chaque patient.

1.2.2 Antigénes étudiés a la surface des LyB

Les données de réanalyse des immunophénotypages des onze sujets contrdles et 153
patients répartis en cing groupes de SLP-B sont présentées ci-dessous et résumées dans les

Annexes 1 et 2.
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1.2.2.1. Expression phénotypigue du CD19

Les LyB normaux (groupe controles) et pathologiques (différents groupes de SLP-B) expriment

tous le CD19, avec des variations de fluorescence selon les patients.
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Figure 15 : Expression du CD19 a la surface des LyB normaux et pathologiques.

A et B. Intensité de fluorescence du CD19 exprimée en MFI et en RFI selon les groupes d’individus.
Les boites a moustaches symbolisent la médiane, I'intervalle interquartile 25-75% (1IQ) et le 10 et
90°™e percentiles. C. MFI du CD19 sur les LyB résiduels et pathologiques pour 57 patients ayant une
MW. Les boites a moustaches symbolisent la médiane, I'llQ et le minimum et maximum. * p<0,05 ; **
p<0,01 ; *** p<0,001 ; **** p<0,0001.

Dans le groupe MW, la médiane d’infiltration médullaire par les LyB pathologiques est de 45%
(2-92%) parmi les Ly totaux et de 9% (1-67%) parmi les cellules totales. Les LyB pathologiques
de la MW présentent une expression significativement plus faible du CD19 par rapport aux
LyB normaux du groupe contréle (p=0,0089) et aux LyB pathologiques du groupe LZM
(p=0,0006) (Figure 15A-B).

La comparaison des MFI des LyB pathologiques avec celles des LyB résiduels pour 57
patients atteints de MW confirme cette diminution de fluorescence (p<0,0001) (Figure 15C).
Seize d’entre eux ont un ratio de MFI des LyB pathologiques / MFI des LyB résiduels < 0,5. Le
LF présente une expression du CD19 statistiquement plus faible que la MW (p=0,0009). Les

variations de fluorescence sont moins significatives entre la MW et les groupes LLC et LCM.

1.2.2.2. Marqueurs majoritairement néqatifs dans la MW

Les LyB sont majoritairement négatifs pour le CD5 dans la MW (91% des patients), le LZM et
LF, a l'inverse des LyB des groupes LLC et LCM (Figure 16A). Lorsqu'il est positif, le CD5 a
une médiane d’expression de 87% dans la MW contre 99% pour le LZM. Dans la MW, son

intensité de fluorescence est trés variable avec une MFI allant de 108 a 1339.
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L’antigéne de surface CD23 est souvent négatif dans la MW, le LZM et le LCM (Figure 16B).
Seulement 18% des patients présentent un CD23 = 30% dans la MW, avec une intensité faible
(MFI maximale égale a 666). Les LyB des individus contrdles et ayant une LLC (p<0,0001) ou
un LF (p=0,0016) expriment significativement ce marqueur par rapport a ceux ayant une MW.

Dans le groupe MW, seul un patient présente une co-expression du CD5 et du CD23.
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Figure 16 : Expression du CD5, CD23 et CD43 a la surface des LyB normaux et pathologiques.
Pourcentages d’expression du CD5 (A), CD23 (B) et CD43 (C) a la surface des Ly B normaux (groupe
contrdle) ou pathologiques. La médiane est symbolisée par un trait noir plein. Le trait noir en pointillé
représente le seuil de 30% au-dela duquel le marqueur est considéré comme positif. * p<0,05; **
p<0,01 ; *** p<0,001 ; **** p<0,0001.

Le CD43 est exprimé chez 22% des patients ayant une MW alors qu’il est négatif pour 97%
des patients ayant un LZM (p=0,0002) (Figure 16C). Tout comme le CD5, il est majoritairement
positif dans la LLC et le LCM (82% et 80% des patients, respectivement) et absent des LyB

pathologiques du LF ou des LyB normaux des contrdles.

1.2.2.3. Marqueurs majoritairement positifs dans la MW

» Expression du CD20

Le CD20 est un antigéne exprimé a la surface des LyB normaux et pathologiques chez
'ensemble des individus analysés a I'exception du groupe LLC pour lequel 36% des patients
n’expriment pas ou faiblement ce marqueur (Figure 17A). Son intensité de fluorescence est
significativement plus faible dans la MW par rapport aux patients ayant un LZM (p=0,0056)
(Figure 17B-C). Aucune différence significative n’est observée avec les patients du groupe
LLC, trois d’entre eux présentant une LLC atypique avec une importante expression du CD20.
La diminution de fluorescence du CD20 a la surface des LyB pathologiques par rapport aux

LyB résiduels n’est pas significativement différente dans le groupe MW (Figure 17D).
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Figure 17 : Expression du CD20 a la surface des LyB normaux et pathologiques.

A. Pourcentage d’expression du CD20 selon les groupes d’individus avec la médiane symbolisée par
un trait noir plein. Le trait noir en pointillé représente le seuil de 30% au-dela duquel le marqueur est
considéré comme positif. B et C. Intensité de fluorescence du CD20 exprimée en MFI et en RFI selon
les groupes d'individus. Les boites & moustaches symbolisent la médiane, I'llQ et le 10°™ et 90°™e
percentiles. D. Moyenne de fluorescence du CD20 sur les LyB résiduels et pathologiques pour 56
patients ayant une MW. Les boites a moustaches symbolisent la médiane, I'llQ et le minimum et
maximum. * p<0,05 ; ** p<0,01.

» Expression du CD79b

Le CD79b est exprimé chez tous les contrbles et la majorité des patients ayant un SLP-B. Le
pourcentage médian est de 100% chez les patients ayant une MW contre 95% pour les sujets
contréles (p<0,0001) et 99% pour les LZM (Figure 18A). Son intensité de fluorescence a la
surface des LyB est significativement plus élevée dans les groupes MW et LF par rapport aux
groupes Controles (p=0,001) et LZM (p=0,0127) (Figure 18B-C). Les patients ayant une LLC
présentent une intensité de fluorescence significativement plus faible comparativement au
groupe MW (p<0,0001).
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Figure 18 : Expression du CD79b a la surface des LyB normaux et pathologiques.
A. Pourcentage d’expression du CD79b selon les groupes d’individus avec la médiane symbolisée par
un trait noir plein. Le trait noir en pointillé représente le seuil de 30% au-dela duquel le marqueur est
considéré comme positif. B et C. Intensité de fluorescence du CD79b exprimée en MFI et en RFI selon
les groupes d'individus. Les boites & moustaches symbolisent la médiane, I'llQ et le 10°™ et 90°™e
percentiles. D. Moyenne de fluorescence du CD79b sur les LyB résiduels et pathologiques pour 56
patients ayant une MW. Les boites a moustaches symbolisent la médiane, I'llQ et le minimum et
maximum. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 ; **** p<0,0001.
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La comparaison de la MFI des LyB pathologiques avec celle des LyB résiduels pour 56
patients ayant une MW confirme cette augmentation significative de fluorescence (Figure
18D). 68% d’entre eux (38 patients) ont un ratio de MFI des LyB pathologiques / MFI des LyB
résiduels = 2 (p<0,0001).

» Expression de la chaine légére de I'lg de surface
Les LyB pathologiques, lorsqu’ils expriment une Ig de surface, ont tous une chaine légére

identique. La répartition de I'expression de la chaine Iégére monotypique k ou A ou I'absence

d’expression de ces chaines est présentée sur la Figure 19A.

64%

) 100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%

(B) ©

1000004 kil Xkkk ) 1000004

10000+

)

100+

10000
1%
1000 é I

1004 + l

79%

Chaines légéres kappa (MFI)
Chaines légéres lambda (MFI)

29%

0% % | 300 |

MW (n=86) LZM (n=40) LLC (n=11) LF (n=9) LCM (n=7) {o\ o?za &"z\ &09 & @\09 &\e" &"z\e 0909 54

S Nl S 5 Nl
= Non exprimées  ®Monotypiques kappa  ® Monotypiques lambda & o\ & o‘)\ > & 09\ & o‘$ &2

& LK & & &

LS £ L

&NV F W & NV F D

FS&E S Fp
§$ \:1;* §$ \j;%

Figure 19 : Expression des chaines légéres a la surface des LyB pathologiques.

A. Répartition de I'expression des chaines légeres a la surface des LyB en fonction des pathologies.
B. Intensité de fluorescence de la chaine légere k exprimée en MFI sur les LyB du groupe contrdle
(n=11), les LyB pathologiques et les LyB résiduels dans le groupe MW (n=47) et LZM (n=21). Les boites
a moustaches symbolisent la médiane, I'llQ et le 10°™ et 90°™® percentiles. C. Intensité de fluorescence
de la chaine légere A exprimée en MFI sur les LyB du groupe contréle (n=11), les LyB pathologiques et
les LyB résiduels dans le groupe MW (n=10) et LZM (n=6). Les boites a moustaches symbolisent la
médiane, I'llQ et le 10°™ et 90°™ percentiles. ** p<0,01 ; **** p<0,0001.

La distribution de la monotypie des chaines légéres « et A est identique entre les patients des
groupes MW et LZM, avec une prédominance de la chaine « par rapport a la chaine A (ratio
5:1). A la surface des LyB pathologiques, I'intensité de fluorescence des chaines légéres « ou
A est significativement plus forte qu’a la surface des LyB résiduels dans les groupes MW
(p<0,0001 et p=0,0015) et LZM (p<0,0001 et p=0,0087) respectivement (Figure 19B-C). Cette
observation est confirmée en comparant, a la surface des LyB pathologiques du groupe MW
et des LyB normaux du groupe de sujets contrdles, les intensités de fluorescence des chaines
légéres « (p=0,0003) (Figure19B) et A (p=0,0048) (Figure 19C). Les intensités de fluorescence
des chaines légéres sur les LyB pathologiques ne sont pas significativement différentes entre
les groupes MW et LZM.

Concernant la LLC, le LF et le LCM, les effectifs sont trop faibles pour comparer la
prédominance des chaines légéres k ou A a la surface des LyB pathologiques ainsi que les

intensités de fluorescence.
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En collaboration avec I'Etablissement Francais du Sang en 2015, I'équipe du laboratoire a
analysé par CMF les préléevements sanguins de 37 individus sains. Les résultats mettent en
évidence une grande variabilité des MFI des chaines légéres « et A, bien plus importante que
celle du CD79b (Tableau 9). Cette dispersion des MFI des chaines légéeres chez les sujets

sains rend ce paramétre plus difficlement comparable entre nos groupes de patients.

CD79b (MFI)  Chaine légére x (MFI)  Chaine légére A (MFI)

Moyenne * écart-type 6603 £ 1314 9381 £ 5002 10794 £ 6630
Coefficient de variation 20 53 61
Minimum-Maximum 4291-9057 2089-22583 2341-28575

Tableau 9 : MFI du CD79b et des chaines légéres a la surface des LyB normaux.

» Expression du FMC7

A la différence des marqueurs détaillés précédemment ou les pourcentages d’expression sont
relativement homogénes, nous observons une grande hétérogénéité du FMC7 dans la MW
avec une médiane a 50% et un [lIQ] de [21%-76%] (Figure 20A). Ces résultats different
significativement de ceux obtenus pour les contréles (p=0,0001), le LZM (p<0,0001), le LF
(p=0,0008) et le LCM (p=0,0002) qui expriment majoritairement cet antigéne. Les patients du

groupe LLC présentent dans la plupart des cas une faible expression du FMC7.
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Figure 20 : Expression du FMC?7 a la surface des LyB normaux et pathologiques.

A. Pourcentage d’expression du FMC7 selon les groupes d’individus avec la médiane symbolisée par
un trait noir. Le trait noir en pointillé représente le seuil de 30% au-dela duquel le marqueur est considéré
comme positif. B et C. Intensité de fluorescence du FMC7 exprimée en MFI et en RFI selon les groupes
d’individus. Les boites @ moustaches symbolisent la médiane, I'llQ et le 10°™¢ et 90°™ percentiles. *
p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 ; **** p<0,0001.

Dans la MW, la MFI du FMC7 a la surface des LyB pathologiques est significativement plus
faible que pour les autres groupes, a I'exception de la LLC (Figure 20B-C). Compte tenu de
I'hétérogeneéité d’expression de ce marqueur entre les patients ayant une MW, les MFI entre
les LyB résiduels et les LyB pathologiques n’ont pas été comparées.
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» Expression du CD38

Tout comme le FMC7, il existe une hétérogénéité d’expression du CD38 a la surface des LyB
pathologiques des patients ayant une MW. Certains patients sont trés positifs pour ce
marqueur tandis que d’autres ne I'expriment pas ou faiblement (médiane égale a 44% avec
un [lIQ] de 14%-87%) (Figure 21A). Les LyB des individus contréles et des patients avec un
LCM expriment tous le CD38 avec un pourcentage significativement plus élevé pour le LCM
comparé a la MW (p=0,0002). Concernant le LZM, 65% des patients présentent un
pourcentage de CD38 inférieur a 30% contre 42% dans la MW (p=0,0389).
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Figure 21 : Expression du CD38 a la surface des LyB normaux et pathologiques.

A. Pourcentage d’expression du CD38 selon les groupes d’individus avec la médiane symbolisée par
un trait noir. Le trait noir en pointillé représente le seuil de 30% au-dela duquel le marqueur est considéré
comme positif. B et C. Intensité de fluorescence du CD38 exprimée en MFI et en RFI selon les groupes
d’individus. Les boites @ moustaches symbolisent la médiane, I'llQ et le 10™ et 90°™® percentiles. *
p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 ; **** p<0,0001.

L’intensité de fluorescence du CD38 n’est pas significativement différente entre les groupes,
avec une tendance a I'exprimer plus fortement pour le LCM (Figure 21B-C). L’expression de
cet antigéne étant trés hétérogéne entre les patients ayant une MW, les MFI entre les LyB

résiduels et les LyB pathologiques n’ont pas été comparées.

L’estimation du pourcentage de plasmocytes CD38" aussi bien dans les prélevements
médullaires que sanguins montre qu’il n’existe pas de différence significative entre les
groupes. Le pourcentage médullaire médian de plasmocytes est faible et égal a 0,2% dans

notre cohorte de patients MW.
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» Expression du CD22

Tous les individus, a I'exception d’'un patient ayant une LLC, expriment I'antigéne CD22 a la
surface des LyB normaux et pathologiques, avec des variations d’intensité de fluorescence
selon les groupes (Figure 22A-C). Les patients ayant une MW présentent une plus faible

expression du CD22 par rapport aux controles et au groupe de LZM (p<0,0001).
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Figure 22 : Expression du CD22 a la surface des LyB normaux et pathologiques.

A. Pourcentage d’expression du CD22 selon les groupes d’individus avec la médiane symbolisée par
un trait noir plein. Le trait noir en pointillé représente le seuil de 30% au-dela duquel le marqueur est
considéré comme positif. B et C. Intensité de fluorescence du CD22 exprimée en MFI et en RFI selon
les groupes d'individus. Les boites & moustaches symbolisent la médiane, I'llQ et le 10°™ et 90°™e
percentiles. D. Moyenne de fluorescence du CD22 sur les LyB résiduels et pathologiques pour 55
patients ayant une MW. Les boites a moustaches symbolisent la médiane, I'llQ et le minimum et
maximum. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 ; **** p<0,0001.

Cette diminution de fluorescence est confirmée par la comparaison des MFI entre les LyB
résiduels et les LyB pathologiques de 55 patients ayant une MW (Figure 22D). Parmi eux,
vingt présentent un ratio de MFI des LyB pathologiques / MFI des LyB résiduels < 0,5
(p<0,0001). La LLC, le LF et le LCM ne se démarquent pas de la MW.

» Expression du CD27

Le pourcentage médian de LyB mémoires CD27" est de 15% chez les sujets controles (Figure
23A). Dans le groupe MW, I'expression de cet antigene est trés hétérogéne entre les patients
tandis qu’elle est significativement augmentée chez les patients ayant un LZM (p<0,0001) ou
une LLC (p=0,0036). Les LyB de la MW expriment plus faiblement le CD27 par rapport aux
LyB mémoires des groupes contréles (p<0,0001) et LZM (p=0,0001) (Figure 23B-C). La
différence d’intensité de fluorescence observée dans le LCM est d’interprétation délicate, seuls
trois patients ayant des LyB CD27* en quantité suffisante pour étre évalués. La MFI des LyB
résiduels n’a pas été comparée a celle des LyB pathologiques dans le groupe MW, compte
tenu d’une trop faible quantité de LyB résiduels mémoires, ne permettant pas une analyse
fiable des résultats.
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Figure 23 : Expression du CD27 a la surface des LyB normaux et pathologiques.

A. Pourcentage d’expression du CD27 selon les groupes d’individus avec la médiane symbolisée par
un trait noir plein. Le trait noir en pointillé représente le seuil de 30% au-dela duquel le marqueur est
considéré comme positif. B et C. Intensité de fluorescence du CD27 exprimée en MFI et en RFI selon
les groupes d'individus. Les boites & moustaches symbolisent la médiane, I'llQ et le 10°™ et 90°™e
percentiles. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 ; **** p<0,0001.

» Expression du CD13

Le CD13 est préférentiellement exprimé sur les LyB pathologiques de la MW et plus rarement
sur ceux du LZM (p<0,0001) (Figure 24A). Il n’est pas exprimé a la surface des LyB des autres
groupes (p<0,0001) de notre cohorte. Le pourcentage médian d’expression du CD13 est de
8,2% dans la MW tandis qu’il est égal a 0,3% dans le groupe LZM.
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Figure 24 : Expression du CD13 a la surface des LyB normaux et pathologiques.

A. Pourcentage d’expression du CD13 selon les groupes d’individus avec la médiane symbolisée par
un trait noir plein. Le trait noir en pointillé représente le seuil de 2% au-dela duquel le marqueur est
considéré comme positif. B et C. Intensité de fluorescence du CD13 exprimée en MFI et en RFI dans la
MW et le LZM. Les boites a moustaches symbolisent la médiane, I'llQ et le 10°™ et 90°™ percentiles.
D. Moyenne de fluorescence du CD13 sur les LyB résiduels et pathologiques pour 31 patients ayant
une MW. Les boites a moustaches symbolisent la médiane, I'llQ et le minimum et maximum. * p<0,05 ;
** p<0,01 ; *** p<0,001 ; **** p<0,0001.
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L’intensité de fluorescence du CD13 pour les patients ayant une expression supérieure ou
égale a 2% ne varie pas significativement entre la MW et le LZM (Figure 24B-C). La
comparaison des MFI du CD13 entre les LyB résiduels et les LyB pathologiques de 31 patients
ayant une MW montre que seuls les LyB pathologiques expriment le CD13, les LyB résiduels

n’exprimant pas ou trés peu ce marqueur (p<0,0001) (Figure 24D).

» Expression du CD25

Marqueur important de la MW, le CD25 n’a pu étre évalué sur cette cohorte de réanalyse en

raison d’un biais lié au changement d’anticorps utilisé au laboratoire a partir de 2015.

Pour comprendre la réactivité variable des anticorps anti-CD25 utilisés au laboratoire avant et
apres 2015, cinq anticorps anti-CD25 (deux clones différents), couplés a différents
fluorochromes, ont été évalués sur six prélévements sanguins de patients ayant une MW. Les
résultats confirment une réactivité variable selon les anticorps utilisés, qui dépend davantage
du fluorochrome utilisé que du clone (Figure 25). Nous obtenons une bonne séparation des
LyB et LyT CD25" avec le clone 2A3 couplé au BV421, et le clone B1.49.9 couplé a la PC5.5.
En revanche, le clone B1.49.9 associé au PB ne permet pas la détection de cellules CD25"
chez les patients évalués. Le clone 2A3 couplé a 'APC ou a la PE-Cy7 présente une réactivité
plus faible (moins bonne séparation des LyB CD25" et des LyB CD25") voire une absence de

réactivité pour un patient avec la PE-Cy?7.

\ Clones 2A3 | | Clones B1.49.9
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Figure 25 : Expression du CD25 a la surface des Ly chez un patient ayant une MW.
Représentation bi-paramétrique CD19/CD25 selon deux clones d’anticorps anti-CD25 couplés a
différents fluorochromes. Les LyT sont représentés en bleu, les LyB pathologiques en rouge et les LyB
résiduels en vert.

Pour apprécier l'intérét du CD25 a distinguer la MW du LZM, nous avons donc réanalysé des
immunophénotypages de patients ayant une MW (n=20) ou un LZM (n=19), antérieurs a 2015
avec un anticorps anti-CD25 fonctionnel. L’expression du CD25 a la surface des LyB
pathologiques est significativement augmentée dans la MW par rapport au LZM, avec une
médiane de 75% contre 47% respectivement (p=0,0099). L’intensité de fluorescence quant a

elle ne varie pas entre ces deux groupes.
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1.2.3 Hétérogénéité du profil FMC7/CD38

Il existe une importante hétérogéneité d’expression de certains marqueurs phénotypiques
(FMC7, CD38, CD27, CD13) a la surface des LyB pathologiques des patients ayant une MW

(Annexe 3). Peu de corrélations ressortent significatives entre les différents antigénes de

surface exprimés a la surface des LyB pathologiques (Annexe 4). La corrélation la plus

significative concerne le pourcentage de CD38 positivement corrélé au pourcentage de FMC7

(p=0,0030).

Nous nous sommes donc intéressés a la répartition de I'expression des antigénes FMC7 et

CD38 a la surface des LyB pathologiques sur une représentation bi-paramétrique

FMC7/CD38. Compte tenu de leur hétérogénéité respective, nous mettons en évidence neufs

profils phénotypiques différents sur les prélevements médullaires de patients atteints de MW,

détaillés dans la partie Patients et Méthodes (Figure 26).
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Figure 26 : Exemples de profils FMC7/CD38 observés sur les LyB pathologiques dans la MW.

Les LyB pathologiques sont colorés en rouge. Le pourcentage de LyB selon chaque quadrant est

indiqué dans chaque angle.

L’application de ces profils sur les autres groupes montre une répartition plus restreinte.
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Figure 27: Répartition des profils FMC7/CD38 observés sur les LyB selon les groupes.
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Pour chaque groupe, les effectifs sont indiqués en fonction des profils.

= Profil 2-3
Profil 3
= Profil 3-4
Profil 4
= Profil hétérogéne

Les individus du groupe contréle ont tous le méme profil FMC7/CD38 n°3, correspondant a
une majorité de LyB FMC7*/CD38" (Figure 27), tout comme 6 des 7 patients ayant un LCM.

Cinquante-trois patients (63%) ayant une MW présentent un profil 1, 1-2, 1-4 ou 3-4 associé

a une faible expression du FMC7 contre seulement quatre patients (10%) ayant un LZM. A

l'inverse, dans le groupe LZM, 26 patients (65%) ont un profil n°2 avec une plus forte intensité

du FMC7 contre trois patients ayant une MW (4%), avec des médianes de MFI| égales a 5286
et 2419 respectivement (p=0,0409). Dans notre cohorte, le profil 4 (FMC7/CD38") est

exclusivement retrouvé dans la MW, la LLC CD38" étant associée a une expression faible du

FMC7 correspondant a un profil 3-4. Ainsi, la LLC caractérisée par une expression variable du
CD38 ne se distingue pas de la MW sur ce profil FMC7/CD38.

Un exemple de profil FMC7/CD38 pour chaque groupe est présenté sur la Figure 28.
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Figure 28 : Exemple de profils FMC7/CD38 observés sur les LyB par groupe d’étude hors MW.
Les LyB polytypiques sont colorés en vert dans le groupe contrble et les LyB pathologiques en rouge.
Le pourcentage de LyB selon chaque quadrant est indiqué dans chaque angle.
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1.2.4 Analyses non supervisées des données phénotypiques

L’analyse non supervisée des données phénotypiques de certains patients des groupes MW

(n=56) et LZM (n=34) confirme les résultats obtenus précédemment.

Les t-SNE obtenus en density plot a partir des fichiers d’acquisition du tube 4 mettent en
évidence une répartition distincte des cellules entre les groupes MW et LZM (Figure 29A). La
variation la plus significative concerne le FMC7 avec une intensité de fluorescence
significativement augmentée dans le groupe LZM, qui s’accompagne d’'une augmentation de
intensité du CD19 (Figure 29A). Les cellules des patients ayant un LZM sont trés
représentées dans le cluster 07 correspondant a ces variations de fluorescence, a I'inverse de
ceux ayant une MW (Figure 29B-E). Peu de patients présentent une augmentation
d’expression du CD38, retrouvée notamment dans les clusters 08 et 10. Les violin plots des
MFI du FMC7 et CD38 suivent la méme tendance que les boites a moustaches obtenues en
analyse non supervisée, avec une plus faible expression du FMC7 et une expression
hétérogéne du CD38 dans le groupe MW (Figure 29F).

Les t-SNE effectués avec les fichiers d’analyse du tube 5 révélent des intensités de

fluorescence faibles pour les antigénes de surface CD13, CD22 et CD27 (Figure 30A).

Néanmoins six clusters montrent une différence significative entre les groupes MW et LZM

(Figure 30B-E) :

- Lesclusters 01 et 02 présentent une expression augmentée du CD22 avec une abondance
des cellules de LZM par rapport aux cellules de MW.

- ATinverse, les clusters 07 et 10 présentent une plus faible expression du CD22 et CD27
avec un grand nombre de cellules de la MW.

- Les clusters 12 et 14 qui représentent une expression augmentée du CD27 contiennent
majoritairement des cellules du groupe LZM par rapport au groupe MW.

Les violin plots des MFI du CD22 et CD27 sont identiques aux résultats obtenus en analyse

supervisée avec une plus faible expression du CD22 et CD27 dans la MW, confirmant I'analyse

par cluster ci-dessus (Figure 30F). L'intensité de fluorescence du CD13 est similaire dans la

MW et le LZM.
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Figure 29 : Analyse non supervisée des marqueurs phénotypiques du tube n°4 entre les groupes
MW et LZM.

A. Représentations t-SNE en gradient de densité (marqueurs utilisés : CD5, CD19, CD23, CD43, CD45,
FMC7 et CD38, itération : 2000, perplexité : 50 et vitesse d’ajustement : 0,5) et en gradient de couleurs
selon l'intensité de fluorescence des marqueurs phénotypiques les plus pertinents. B. Volcano plot
indiquant les clusters selon leur degré de significativité défini sur la comparaison de I'abondance
cellulaire entre les groupes MW et LZM. C. Représentation t-SNE avec mise en évidence des six
clusters statistiquement significatifs (p<0,001). D. Heatmap avec la description du profil phénotypique
de chaque cluster d’'intérét. E. Boites a moustaches du pourcentage des cellules (abondance) présentes
dans chaque cluster d’intérét selon le groupe MW ou LZM. F. MFI du FMC7 et CD38 sur les LyB
pathologiques des groupes MW et LZM (violinplots avec des boites a moustaches représentant la
médiane, I'llQ et le 10°™ et 90°™® percentiles).

56



(A

—

CD22 CD27

Groupe MW (n=56)

—~
<
™
I
(=
-~
(9]
Q
3
[<]
e
0]
(B) A (c) B Unfiltered
14 Cluster 01 @ Significatifs B Cluster01
o] @ Non significatifs W Cluster02
Seuil de significativité (p=0,001)
12 Cluster 14 — E::ﬁ::%
o © @ Cluster 02 I Cluster12
I Cluster14
3, Cluster12 @
3
2
3
=1
2 s
3 © Cluster7
¢ © Cluster 10
(]
2 ° 0.
[ ]
LZM>>MW LZM<<MW
5 5
(D) CD13 CcD27 CD19 CD22
Cluster 01
Cluster 07
Cluster 10
Cluster 02
Cluster 12
Cluster 14
( ) EIE R mum e [y Lzm o
80 oMW 5 MW 80 |mw Ll .“ i e
< ° 60- Y 15
T 60- T e - = - -
H g Fie & K 2
s L % % w0 5 20 o
g J— fa £ ! g . 5
& £ 2 . 5 H b & .
. i - - B .- . :
. ol N, = B \ . .
Cluster 01 Cluster 02 Cluster 07 Cluster 10 Cluster 12 Cluster 14
(F) CD13 CD22 cD27

5] ]
B
om
HY
om
§

Figure 30 : Analyse non supervisée des marqueurs phénotypiques du tube n°5 entre les groupes
MW et LZM.

A. Représentations t-SNE en gradient de densité (marqueurs utilisés : CD13, CD19, CD22, CD27,
CD4b5, itération : 2000, perplexité : 50 et vitesse d’ajustement : 0,5) et en gradient de couleurs selon
l'intensité de fluorescence des marqueurs phénotypiques les plus pertinents. B. Volcano plot indiquant
les clusters selon leur degré de significativité défini sur la comparaison de I'abondance cellulaire entre
les groupes MW et LZM. C. Représentation t-SNE avec mise en évidence des six clusters
statistiquement significatifs (p<0,001). D. Heatmap avec la description du profil phénotypique de chaque
cluster d'intérét. E. Boites a moustaches du pourcentage des cellules (abondance) présentes dans
chaque cluster d’intérét selon le groupe MW ou LZM. F. MFI du CD13, CD22 et CD27 sur les LyB
pathologiques des groupes MW et LZM (violinplots avec des boites a moustaches représentant la
médiane, I'llQ et le 10°™ et 90°™® percentiles).
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Il. DETERMINATION ET APPLICATION DU SCORE PHENOTYPIQUE DE LA MW

A partir des variations phénotypiques observées précédemment, le deuxiéme objectif était
d’établir un score phénotypique permettant de distinguer la MW des formes frontiéres et

notamment du LZM.

11.1. Sélection des patients

Toujours inférieur ou égal a 3 dans la MW, le score de Matutes permet de la distinguer de la
LLC classique ayant un score a 4 ou 5 (Figure 31). La somme des points attribués est similaire
entre la MW et les autres SLP-B de la cohorte et notamment le LZM, ce qui n’en fait pas un

critére discriminant entre ces deux groupes.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

1%

m 5 points
m 4 points
e m 3 points
m 2 points
= 1 point

0 point

MW (n=86) LZM (n=40) LLC (n=11) LF (n=9) LCM (n=11)
Figure 31 : Résultats du score de Matutes pour les différents SLP-B étudiés.

Pour construire le score phénotypique médullaire puis sanguin en faveur d'une MW, nous
avons choisi de comparer uniqguement les patients atteints d’'une MW avec ceux ayant un LZM

(Tableau 10), ces deux entités étant les plus difficiles a distinguer.

MW (n=86) LZM (n=40) p-value

Hémoglobine, médiane (g/dL) 10,9 12,4 0,0643
Plaquettes, médiane (G/L) 245 180 0,0064
Lymphocytes, médiane (G/L) 1,70 3,76 <0,0001
Présence d’une IgM, % (n) 100 (86) 38 (15) <0,0001
Taux du pic IgM (g/L) 12,6 3,7 <0,0001
Mutation MYD88, % 96 42 <0,0001

Tableau 10 : Caractéristiques biologiques des patients MW et LZM.

Les patients ayant une MW présentent a la NFS un taux de Ly significativement plus faible
que les patients du groupe LZM (p<0,0001). Par définition, ils ont tous un pic monoclonal IgM
en immunochimie, avec un taux significativement supérieur a celui des patients (38%) ayant
un LZM avec détection d’'une IgM. La mutation MYD88 est retrouvée chez 96% des patients

atteints d’'une MW contre 42% des patients ayant un LZM.
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11.2. Construction du score phénotypigue médullaire de la MW

11.2.1 Parameétres significatifs en analyses univariées

Comme évalués précédemment, plusieurs marqueurs phénotypiques sont significativement
différents entre la MW et le LZM (Figure 32) : I'expression en pourcentage de CD20, CD5,
CD43, CD38, FMC7, CD22, CD27 et CD13 et les intensités de fluorescence de CD19, CD20,
CD79b, FMC7, CD22, CD27.

(A) p-value (B) p-value
CD20 (%) 100 0,0451 CD19 (MFI) 7000 90006
CD79b (%) g 00833 CD20 (MFI) 0,0056

CD5 (%) 0,0005
CD23 (%) s 0:2265 CD79b (MF1) s000 90127
CD43 (%) 0,0002 FMC7 (MFI) <0,0001
CD38 (%) 40 0,0389 CD38 (MFI) 0,6915
FMCT (%) <0,0001 CD22 (WF) %% 20,0001
CD22 (%) 20 00029 cD27 (MFI)
CD27 (%) <0,0001 1000 0,0001
CD13 (%) 0 <0,0001 CD13 (MFI) 0,7696
N N Q &
N N 3 F

Figure 32 : Expression des marqueurs phénotypiques entre la MW et le LZM.

A. Représentation sous forme de Heatmap des médianes des pourcentages d’expression pour les
groupes MW et LZM avec les p-values correspondantes. B. Représentation sous forme de Heatmap
des médianes des MFI pour les groupes MW et LZM avec les p-values correspondantes.

11.2.2 Analyses multivariées

11.2.2.1. Régression logistique sur les marqueurs significatifs

Grace a un modéle de régression logistique, nous avons comparé ensemble les pourcentages
d’expression significatifs d’'une part et les MFI significatives d’autre part, en fonction du
diagnostic posé de MW ou LZM (Tableau 11A-B).

(A) (B)

CD5 (%) -1.64 0.100 CD19 (MFI) 0.85 0.395
CD43 (%) 2.50 0.012 CD20 (MFI) | 0.14 0.890
FMCT (%) -3.67 <0.0001 CD79b (MFI) | -0.20 0.841
CD38 (%) 2.50 0.013
CD22 (%) 0.68 0.498 FMC7 (MFI) | -3.23 0.001
CD27 (%) 134 0179 CD22 (MFI) -2.54 0.011
CD13 (%) 2.42 0.015 CD27 (MFI) -2.89 0.004

Tableau 11 : Régressions logistiques des paramétres significatifs en analyse univariée.
Résultats de la régression logistique sur les pourcentages d’expression (A) et les MFI (B) des marqueurs
significatifs entre la MW et le LZM. La valeur z représente le coefficient de régression divisé par I'erreur
standard. Une valeur de z négative est en faveur d’'une diminution tandis qu’un z positif est en faveur
d’'une augmentation du paramétre étudié.

Les pourcentages de CD43, FMC7, CD38, CD13 et les MFI du FMC7, CD22 et CD27 restent
significativement pertinents pour distinguer la MW du LZM. Un pourcentage diminué de FMC7
et une expression augmentée de CD43, CD38 et CD13 sont en faveur d’un diagnostic de MW,

tout comme la diminution des MFI du FMC7, CD22 et CD27.
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11.2.2.2. Application d’'un modeéle de prédiction et ACP

Les données phénotypiques des parametres significatifs en analyse multivariée (pourcentages
de CD43, FMC7, CD38 et CD13, MFI du FMC7, CD22 et CD27) ainsi que les MFI du CD79b
et CD19 ont été intégrées dans 'algorithme des foréts aléatoires (Random Forest). Ce modéle
de classification a pour but de prédire la répartition des patients selon le diagnostic de MW ou
de LZM, en fonction des marqueurs phénotypiques choisis. La matrice de confusion, indiquant

les diagnostics réels et prédits par ce modéle, est présentée dans le Tableau 12.

Diagnostics prédits

LZM, n MW, n
Diagnostics LZM, n 33 7
posés MW, n 3 83
Taux d’erreur 15,5% 3,5%

Tableau 12 : Matrice de confusion obtenue a partir de I'algorithme Random Forest.

Ce tableau représente en ligne les diagnostics posés et en colonnes les diagnostics prédits par
l'algorithme. Le taux d’erreur indique le pourcentage d’individus mal classés par le modéle pour chaque
type de diagnostic.

L’algorithme classe correctement 83/86 patients (97%) dans le groupe MW et 33/40 patients
(83%) dans le groupe LZM. L’étude des performances de ce modéle montre que le FMC7 et
lintensité du CD22 sont les deux criteres les plus importants pour distinguer la MW du LZM
(Figure 33A). Ces résultats sont en accord avec les régressions logistiques présentées
précédemment. L’ASC du modéle est égale a 0,957, avec une Se de 86%, une Sp de 92%,
une VPP de 96% et une VPN de 75% (Figure B).
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FMC7 (%) o o |
CD22 (MFI) o °
CD27 (MFI) o @ < _|
CD13 (%) ) 3
CD43 (%) g pa
CD79b (MFI) o *
CD38 (%) o 8
CD19 (MFI) o
I I T T I I I g Il !— I I I [ |
0 2 4 6 8 10 12
00 02 04 06 08 10

Importance de la variable 1 - Spécificité

Figure 33 : Performances du modéle prédit par I’'algorithme Random Forest.
A. Calcul de l'importance de chaque variable dans la prédiction du modéle, selon l'indice de Gini.
B. Courbe ROC des performances de la prédiction du modéle.

Une ACP des données de CMF intégrées dans I'algorithme confirme, grace a I'éloignement
des centres de gravité et des ellipses de concentration, une séparation de ces deux entités

cliniques sur les marqueurs phénotypiques étudiés (Figure 34).
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Figure 34 : Profils phénotypiques de la MW (n=86) et du LZM (n=40).
Représentation graphique d’'une ACP des résultats phénotypiques (pourcentages de CD43, CD38,
FMC7, CD13 et MFI du CD19, CD79b, FMC7, CD27, CD22) selon les patients. Les patients ayant une
MW sont symbolisés en rouge et les patients ayant un LZM en bleu. Les deux symboles de plus grande
taille représentent les centres de gravité de chaque groupe. Chaque ellipse de concentration contient
50% des individus.

11.2.3 Choix des marqueurs d’intérét

Ces analyses nous ont permis de définir un score médullaire de la MW, utilisable en pratique

clinique, sur la base de six paramétres (Tableau) :

0 point 1 point
Intensité du CD19 Normale ou forte Faible
Intensité du FMC7 Normale ou forte | Négative ou faible
Intensité du CD22 Normale ou forte Faible
Si CD22 faible, intensité du CD79b | Faible ou normale Forte
Intensité du CD27 Normal Négative ou faible
CD13 (%) <2% 2 2%

Tableau 13 : Score phénotypique médullaire de la MW sur six parameétres.

Un exemple de patient MW ayant un score a six points sur la MO avec un profil FMC7/CD38

n°3-4 est présenté ci-dessous (Figure 35) :

Lymphocytes Lymphocytes B Lymphocytes B Lymphocytes Lymphocytes B
10 10 10
T [co1g*ame = 1 point FMC7+5b% = 1 point D227 = 1 point CD27+ake = 1 point CD79b*rt= 1 point
2] 10 o

CD13+ > 2% = 1 point

10 CD13+: 16,89%

CD13
CD22

N i
200 . o] X S i J

T T T T T T T T T
o 100 10! 10t 10° 4 10° 10! 102 10° o 100 10! 100 100

0 10° 10 10° 10 - [] 1 10° 107 10
CD19 CD38 CD22 CD27 CD79%

Figure 35 : Phénotype médullaire d’un patient ayant une MW avec un score égal a six points.
Les LyB pathologiques monotypiques «k sont représentés en rouge et les LyB polytypiques résiduels en
vert. Les LyT sont colorés en bleu.

Malgré I'absence de significativité en analyse multivariée, l'intensité faible du CD19 sur les
LyB pathologiques a été sélectionnée pour définir le score. Associée aux autres marqueurs
(tels que l'intensité forte du CD79b et faible du CD22), elle est d’'une grande aide pour identifier

les cellules pathologiques lorsque persistent des LyB résiduels.
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Les antigénes de surface FMC7 et CD22 ont été retenus pour le score, compte tenu de leur
importance a distinguer la MW du LZM. Le point accordé en cas de FMC77*™"® doit étre mis
en regard du profil FMC7/CD38 évoqué précédemment (Figures 26 et 36A). Lintensité du
CD79b doit étre regardée en cas de diminution de fluorescence du CD22. En effet, le ratio de
la MFI du CD79b sur la MFI du CD22 est significativement augmenté sur les LyB pathologiques
de la MW par rapport a ceux du LZM (ratio médian de 8,3 contre 1,6) (p<0,0001), compte tenu
d’une plus forte expression du CD79b dans le groupe MW (Figure 36B).
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Figure 36 : MFI du FMC7/CD38 et CD79b/CD22 sur les LyB pathologiques.
A. Représentation graphique bi-paramétrique des MFI du FMC7 et CD38 selon les groupes MW et
LZM. B. Représentation des MFI du CD79b et CD22 selon les groupes MW et LZM.

Enfin, nous avons choisi d’intégrer dans le score la faible intensité d’expression du CD27 et le
pourcentage de CD13 avec un seuil supérieur ou égal a 2%. Le parametre CD43 n’a pas été

retenu mais il peut étre utilisé comme valeur ajoutée pour le diagnostic de MW s’il est positif.

11.2.4 Seuil de positivité et performances du score

Pour déterminer le seuil en faveur d'une MW, le score a été calculé dans une cohorte de
prélevements médullaires de 87 patients ayant une MW et 9 patients ayant un LZM. En faisant
le choix de privilégier une bonne Se, le meilleur compromis entre Se et Sp est obtenu pour un
score supérieur ou égal a 3 points (Figure 37A-B) avec une Se de 97,7%, une Sp de 77,8%,
une VPP de 81,5%, une VPN de 97,1% et une ASC égale a 0,9706.

100-

Score (points) Sensibilité Spécificité

78.2% 100.0%
49.4% 100.0%
12.6% 100.0%

ASC = 0,9706
0 ZIO 4I0 6I0 8I0 160
100 - Spécificité (%)
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0 100.0% 0.0% 9

1 100.0% 11.1% 2 oA

2 100.0% 55.6% 3
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4 Z
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Figure 37 : Performances du score phénotypique médullaire.
Tableau indiquant la Se et la Sp selon le nombre de points du score et courbe ROC représentant la
sensibilité, 100%-spécificité et 'ASC.
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Ce score a été appliqué sur les prélevements médullaires de 126 patients (Figure 38).

Score < 3 points
(n=9)

Score 2 3 points
(n=93)

126 prélévements
médullaires

Figure 38 : Résultats de I'application du score phénotypique médullaire.

Les dossiers cliniques des deux patients ayant une MW avec un score €gal a 2 points révélent
gu’au moment de la réalisation de 'immunophénotypage, les patients étaient en rechute de
leur maladie aprés avoir regu un traitement cytotoxique. Des modulations phénotypiques post-
traitement pourraient expliquer leur score. Nous ne disposions pas du phénotypage antérieur
a la mise sous traitement pour comparer les profils. Deux patients ayant un LZM présentent
un score égal a 3 points, au seuil décisionnel entre les deux hémopathies. La présence du

profil FMC7/CD38 n°2 est en faveur d’'un LZM pour ces deux patients.
Le score n‘a pu pas étre appliqué a 24 immunophénotypages médullaires qui étaient

ininterprétables (interférence analytique), présentaient deux clones (hémopathie biclonale ou

double hémopathie) ou n'avaient pas tous les marqueurs inclus dans le score.

11.3. Comparaison des résultats phénotypiques médullaires et sanquins

Avant de transposer le score médullaire a la recherche de clone circulant, nous avons comparé
les immunophénotypages médullaire et sanguin de quinze patients ayant une MW avec un
clone circulant. Seuls les marqueurs utilisés dans le score médullaire ainsi que la MFI du CD38

sont présentés sur la Figure 39.

Il existe une augmentation significative de l'intensité de fluorescence du FMC7 a la surface
des LyB entre la MO et le sang (p=0,0320), qui s’accompagne pour certains patients d’'une
diminution plus modérée de I'expression du CD38. Nous n'observons pas de différence

significative pour les autres paramétres inclus dans le score (Figure 39).
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Figure 39 : Comparaison des résultats phénotypiques médullaires et sanguins.

Comparaison du pourcentage d’expression de CD13 et des MFI de CD19, CD79b, FMC7, CD38, CD22
et CD27 a la surface des LyB pathologiques de 15 patients ayant une MW, entre la MO et le sang. Pour
chaque paramétre, le diagramme de Bland-Altman est représenté a gauche et I'évolution des résultats
entre la MO et le sang a droite avec les effectifs. Sur le diagramme de Bland-Altman, la moyenne du
résultat obtenu sur la MO et le sang est indiquée en abscisse et en ordonnée la différence du résultat
obtenu entre la MO et le sang. Le trait bleu indique la moyenne des différences et les traits rouges en
pointillés situés de part et d’autre représentent I'intervalle de confiance a 95%. * p<0,05.

La comparaison des profils FMC7/CD38 entre la MO et le sang montre que neuf patients ne
présentent pas de modification de répartition des LyB dans le sang tandis que des variations
sont observées pour cing patients (Figure 40A). Quatre d’entre eux acquiérent un profil avec
augmentation du FMC7 dans le sang et un patient présente une diminution de I'expression du
CD38 (profils n°2-3 dans la MO et n°2 dans le sang).

Nous avons également comparé I'expression de FMC7 sur des prélévements sanguins de
patients ayant une MW (n=12) ou un LZM (n=33). Le pourcentage et I'intensité de fluorescence
(Figure 40B) sont significativement diminués pour la MW par rapport au LZM (p=0,0007 et

p=0,0036, respectivement).
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Figure 40 : Expression du FMC7 dans le sang.

A. Comparaison du profil FMC7/CD38 entre la MO et le sang de 14 patients ayant une MW. B. MFI du
FMC7 sur les LyB pathologiques circulants pour les patients ayant une MW ou un LZM avec une
expression de FMC7 supérieure ou égale a 30%. Les boites a moustaches symbolisent la médiane,
I'lQ et le 10°™e et 90°™ percentiles. ** p<0,01.

Le FMCY7 reste donc un marqueur pertinent pour le score phénotypique sanguin, malgré les
variations observées entre la MO et le sang. Ces résultats nous autorisent a transposer le

score phénotypique meédullaire aux prélévements sanguins.

11.4. Score phénotypique sanguin de la MW

11.4.1 Optimisation du score pour I'étude du compartiment sanquin

Comme évoqué précédemment, les taux de Ly sanguins sur la NFS sont significativement plus
bas dans la MW par rapport au LZM (Tableau 11). Nous avons comparé ces taux avec les
pourcentages de LyB pathologiques circulants détectés par CMF, entre des patients ayant une
MW avec un clone circulant (n=118) et des patients ayant un LZM (n=31) (Figure 41A-B).
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Figure 41 : Comparaison des taux de Ly sanguins et des pourcentages de LyB pathologiques
entre la MW et le LZM.

A. Taux de Ly totaux obtenus sur la NFS en G/L et courbe ROC évaluant la performance de ce
paramétre. La médiane de chaque groupe est symbolisée par un trait noir plein. B. Pourcentages
sanguins de LyB pathologiques dans les Ly totaux, obtenus par CMF et courbe ROC évaluant la
performance de ce paramétre. **** p<0,0001.

Le pourcentage des LyB pathologiques estimé par CMF parmi les Ly circulants apparait plus
efficace que le taux de Ly sanguins, pour différencier la MW du LZM, méme si ’ASC n’est que
de 0,8311. Le pourcentage médian de LyB pathologiques est de 7% pour les patients ayant
un clone circulant de MW contre 52% pour le LZM (p<0,0001).
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Nous avons ainsi fait le choix de rajouter le pourcentage de LyB pathologiques comme critére
supplémentaire pour I'application du score MW au compartiment sanguin (Tableau 14). Le

seuil de 10% a été choisi pour faciliter son utilisation.

0 point 1 point
Lymphocytes pathologiques (%) =2 10% <10%
Intensité du CD19 Normale ou forte Faible
Intensité du FMC7 Normale ou forte | Négative ou faible
Intensité du CD22 Normale ou forte Faible
Si CD22 faible, intensité du CD79b Faible ou normale Forte
Intensité du CD27 Normal Négative ou faible
CD13 (%) <2% 2 2%

Tableau 14 : Score phénotypique sanguin défini sur sept paramétres.

Un exemple de patient MW ayant un score a sept points sur le sang avec un profil FMC7/CD38

n°1-2 est présenté ci-dessous (Figure 42) :

Lymphocytes Lymphocytes B Lymphocytes B Lymphocytes B Lymphocytes Lymphocytes B
0 w0 w0 ®

!
Kappa FMC7*abe = 1 point CD22*ab = 1 point CD27-= 1 point CD79b*" = 1 point
CD13+ > 2% = 1 point
00 . i e
< « CD13+: 28,36%
S 0 8 ~ © &
2 ol & Go 2 g 2,
2] X 3 g o o o
o %
10° 1 1
0 LyB: 3,30% G N =
Lambda ¥ 2 e
it o o © o I b e o e o 7w e e A TR T e R T )
cD19 Lambda CD38 CD22 cp27 CD79%

Figure 42 : Phénotype sanguin d’un patient atteint d’'une MW avec un score a sept points.

Les LyB pathologiques monotypiques «k sont représentés en rouge et les LyB polytypiques résiduels en
vert. Les LyT sont colorés en bleu.

11.4.2 Seuil de positivité et performances du score sanquin

Ce nouveau score a été calculé dans une cohorte de prélevements sanguins composée de 45
patients ayant un clone circulant de MW et 31 patients ayant un LZM. Le meilleur compromis
entre Se et Sp, mis en évidence par la courbe ROC, est obtenu pour un score supérieur ou
égal a 4 points dans le sang (Figure 43). Pour ce seuil, la Se est de 93,3%, la Sp de 90,3%, la
VPP de 90,6%, la VPN de 93,0% avec une ASC égale a 0,9631.

Score (points) Sensibilité Spécificité

0 100.0% 0.0%

1 100.0% 22.6% S

2 100.0% 58.1% @

3 100.0% 71.0% 3

4 93.3% 90.3% 2

5 66.7% 96.8% ®

6 24.4% 100.0% o

0 20 40 60 80 1(IJO
100% - Spécificité (%)
Figure 43 : Performances du score phénotypique sanguin.
Tableau indiquant la Se et la Sp selon le nombre de points du score et courbe ROC représentant la
sensibilité, 100%-spécificité et 'ASC.
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Ce score a été mis en pratique sur les prélévements sanguins de 124 patients (Figure 44).

Score < 4 points
(n=36)

124 prélevements Score 2 4 points
sanguins (n=52)

Figure 44 : Résultats de I'application du score phénotypique sanguin.

Comme proposé, nous avons étudié le profil FMC7/CD38 pour les trois patients étiquetés MW
avec un score inférieur strictement a 4 (3 points chacun) : deux d’entre eux ont un profil 1-2
en faveur d’'une MW sans pouvoir exclure un LZM, tandis que le troisieme a un profil n°2. La
reprise de son dossier clinique révele une forme frontiere entre une MW et un LZM avec un
résultat de BOM en faveur d’'un LZM. Trois patients étiquetés LZM ont un score supérieur ou
égal a 4 (un patient avec un score a 4 points et les deux autres avec un score a 5 points).
Deux d’entre eux présentent le profil FMC7/CD38 n°2 avec une forte intensité du FMC7, en
faveur d’'un LZM. Le troisieme présente un profil 1-2 avec la présence de la mutation MYD88,

pouvant faire évoquer une forme frontiére entre une MW et un LZM.

Le score n‘a pu pas étre appliqué a 36 immunophénotypages sanguins qui étaient
ininterprétables (interférence analytique), présentaient deux clones (hémopathie biclonale ou
double hémopathie), avaient un clone en trop faible quantité pour étre isolé sur tous les

marqueurs ou n’avaient pas tous les marqueurs inclus dans le score.

11.4.3 Prévalence des clones sanguins

Dans une cohorte de 187 patients ayant une MW, 73% des patients (n=136) présentent un
clone circulant. La prévalence de la détection des clones sanguins au laboratoire a
progressivement augmenté avec les années, passant de 65% pour les prélévements réalisés
avant 2015 a 86% pour ceux réalisés entre septembre 2015 et septembre 2020. Cette
amélioration aprés 2015 est liée notamment a la présence dans le méme tube d’analyse n°5
des anticorps anti-CD19, anti-k, anti-A, anti-CD22, anti-CD13 et anti-CD27.
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11.5. Application du score phénotypique

11.5.1 Autres SLP-B avec un score de Matutes < 3

Le nouveau score, adapté au compartiment médullaire et sanguin, a été appliqué aux patients

avec un score de Matutes < 3 dans les trois autres groupes de SLP-B précédemment étudiés.

LLC atypique LF LCM
(n=3) (n=9) (n=7)
Score < 3 1 0 0
MO, n
Score 2 3 0 0 2
Score < 4 2 3 5
Sang, n
Score =2 4 0 6 0

Tableau 15 : Résultat du score phénotypique pour les SLP-B avec un score de Matutes < 3.

Sur ce trés petit échantillonnage de patients, nous observons que les patients ayant un LCM
et surtout ceux ayant un LF présentent un phénotype trés proche de la MW sur les paramétres
sélectionnés dans le score (Tableau 15). Ce dernier a été construit pour aider a distinguer la
MW du LZM et n’est pas recommandé pour discriminer la MW des autres entités cliniques
pour lesquelles la concertation pluridisciplinaire (cytologie, CMF avec recherche de I'antigeéne

CD10, cytogénétique et biologie moléculaire) permet de poser le diagnostic.

11.5.2 Formes frontiéres entre MW et LZM

Certains patients présentent des entités cliniques et biologiques a la frontiere entre une MW
et un LZM. Le score a été calculé chez sept patients ayant eu un immunophénotypage sanguin
et dont le diagnostic de forme frontiére a été posé. Les résultats révélent que seul un patient
présente un score a 3 points qui n’est pas en faveur d’'une MW tandis que six autres présentent
un score supérieur ou égal a 4 points en faveur d’'une MW (trois patients ont un score a 4

points, deux patients a 5 points et un patient a 6 points).

[1.5.3 GMSI a IgM

Nous nous sommes intéressés aux résultats des immunophénotypages d’'une cohorte de
patients ayant une GMSI a IgM avec (n=23) ou sans (n=72) neuropathie anti-MAG associée
(Tableau 16). Parmi ces patients, 49% (n=47) présentent une population lymphocytaire B
pathologique. Le score n’a pu étre calculé que pour 31 patients, les seize autres ayant un
clone en trop faible quantité pour permettre une détermination fiable de 'ensemble des points,

un clone MBL (score de Matutes = 4) ou une double hémopathie.
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. GMSI a IgM et neuropathie
GMS! a IgM (n=72) antiMAG (n=23‘))
MO (n=13) (f]’jgg) MO (n=13) | Sang (n=10)
| Age (années), médiane (min-max) 68 (35-94) 68 (40-85)
Ratio hommes/femmes 42 /30 13/10
Immunochimie
| IlgMx, n ; pic médian (g/L) 50;3,2 16 ; non intégrable
| IgMA, n ; pic médian (g/L) 16; 3,8 6,48
| IgM double, n 2 0
Absence de pic 4* 1*
Immunophénotypage
Absence d'anomalie phénotypique 4 32 5 7
Population Score positif, n 6 14 5 3
pathologique Score négatif, n 0 3 0 0
,dAutres : (’:Ione tro_p minoritaire / MBL / 0/3/0 4/3/3 2/0/1 0/0/0
ouble hémopathie

Tableau 16 : Résultats immunochimiques et phénotypiques d’une cohorte de GMSI a IgM avec
ou sans neuropathie anti-MAG.

Un score MW est positif quand il est = 3 dans la MO ou 2 4 dans le sang, et négatif quand il est < 3
dans la MO ou < 4 dans le sang. * patients adressés en consultation pour suivi d’'un pic monoclonal
mais pic non identifiable a 'EPS au moment de la réalisation de 'immunophénotypage.

L’application de ce score permet de suspecter une évolution vers une MW pour 87% (n=20)
des patients ayant une GMSI a IgM évaluable et 100% (n=8) des patients ayant une

neuropathie anti-MAG associée a une GMSI a IgM évaluable (Tableau 16).

lll. CORRELATIONS CLINICO-BIO-PHENOTYPIQUES DANS LA MW

11l.1. Paramétres corrélés avec l'infiltration médullaire

Pour répondre au dernier objectif de notre étude, les résultats de I'immunophénotypage
médullaire des 86 patients ayant une MW ont été confrontés aux différentes données clinico-

biologiques détaillées dans la partie Patients et Méthodes.

Comme attendu, l'infiltration médullaire par CMF est corrélée au taux du pic IgM (p=0,0129).
Les patients ayant une restriction isotypique totale des LyB (sans persistance de LyB résiduels
polytypiques) ont tendance a développer des adénopathies (p=0,0280). L'infiltration
pathologique médullaire est significativement augmentée avec un pourcentage médian de LyB
pathologiques dans les leucocytes a 7% dans le groupe avec LyB résiduels (n=57) contre 21%
dans le groupe sans LyB résiduel (n=29) (p<0,0001). L’infiltration médullaire ne prédit pas la
présence d'un clone circulant mais, lorsqu’un clone est détecté, elle est corrélée au
pourcentage de ce clone (p=0,0145). Les patients avec une infiltration tumorale augmentée
sont davantage traités (médiane de LyB pathologiques égale a 12% dans le groupe des

patients traités (n=47) contre 3% dans le groupe des patients non traités (n=17), p=0,0070).
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11l.2. Paramétres corrélés avec les marqueurs phénotypiques : importance du CD38

Peu d’associations significatives ressortent entre les marqueurs phénotypiques et les données
clinico-biologiques. Il ne semble pas exister de corrélation entre une expression phénotypique
et la présence d’une hyperviscosité, d’'adénopathies, d’'une splénomégalie, d’un taux élevé de
LDH ou de B2-microglobuline et d’'une anomalie cytogénétique (dont la del6q). Le faible effectif
de patients non mutés pour MYD88 (n=3) ne permet pas de faire une comparaison statistique.
La mutation ARID1A, présente chez six patients, ne permet aucune corrélation fiable.
Toutefois, elle serait associée a une expression augmentée du CD23.

Aucun marqueur ou profil de marqueurs n’est prédictif de la réponse au traitement, du nombre
de lignes de traitement, du score pronostic ISSWM et de la survie globale et survie sans

progression (Annexe 5).

Les corrélations les plus significatives concernent le pourcentage de CD38 présent a la

surface du clone médullaire Waldenstrom :

- la diminution du taux de plaquettes est corrélée a la diminution du CD38 (p=0,0099).

- linfiltration médullaire est inversement corrélée avec le CD38 (p=0,0007) (Figure 45).

- la présence d’'une mutation du géne CXCR4 (22 patients sur 74) est associée a une
diminution significative du CD38 (p<0,0001) (Figure 45).

- lorsqu'un clone circulant est mis en évidence, son pourcentage dans les Ly est
inversement corrélé avec le CD38 (p=0,0009), pour les 43/56 patients ayant eu un
phénotypage sanguin révélant la présence d’un clone.

- linstauration d’un traitement est corrélé a la diminution du CD38 : les patients ayant un
plus faible pourcentage de CD38 sont plus souvent traités, avec une médiane d’expression
égale a 37% dans le groupe des patients traités (n=46) contre 78% dans le groupe ne

recevant pas de traitement (n=17) (p=0,0286).

Aucun marqueur ou profil phénotypique médullaire de la MW n’apparait associé a la présence
ou I'absence de clone circulant. Il n’existe pas d’association entre le statut mutationnel du gene
CXCR4 et linfiltration médullaire ni la présence d’un clone circulant et son pourcentage
lorsqu’il est présent. Aucune corrélation n’est retrouvée entre la présence ou non de LyB

résiduels dans la MO et le pourcentage médullaire de CD38.
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Figure 45 : Expression du CD38 en fonction de I'infiltration médullaire par les LyB pathologiques
et du statut mutationnel de CXCR4 (n=74).

Les patients mutés pour le géne CXCR4 ont un point rouge de plus grand diamétre que les patients non
mutés en noir.

Afin de documenter un éventuel réle du CD38 sur une plus grande cohorte, nous avons
déterminé le profil phénotypique FMC7/CD38 sur 137 immunophénotypages réalisés entre
2009 et 2021 (84 patients ont déja été étudiés précédemment avec le pourcentage de CD38).
Deux groupes d’expression du CD38 ont été formés sur la base du profil FMC7/CD38, en
excluant les profils hétérogénes :

- CD38"able (n=73) : profils 1, 1-2, 1-4, 2 et 2-3 (majorité de LyB pathologiques dans le

quadrant 2)
- CD38" (n=53) : profils 2-3 (majorité de LyB pathologiques dans le quadrant 3), 3, 3-4 et 4.

Cette approche, moins précise que le pourcentage de CD38, confirme sur une plus grande
cohorte les observations faites précédemment : I'absence ou la faible expression de CD38
reste corrélée a un taux de plaquettes plus faible (p=0,0007), une infiltration médullaire en
cytologie augmentée (p=0,0355), la présence d’'une mutation du géne CXCR4 (p<0,0001,
Figure 46), une tendance a recevoir un traitement dés le diagnostic de MW (p=0,0476) et est

inversement corrélée au pourcentage de clone circulant (p=0,0005).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

B CXCR4 muté (n=27)
m CXCR4 non muté (n=76)

CD38fable (n=58)  CD38" (n=45)

Figure 46 : Expression du CD38 selon la présence ou non d’une mutation de CXCRA4.
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111.3. Profil phénotypique spécifigue des mutations de CXCR4

Enfin, devant les résultats obtenus entre le statut mutationnel de CXCR4 et I'expression
médullaire du CD38 des patients ayant une MW, nous nous sommes focalisés sur les résultats
des immunophénotypages médullaires des 74 patients de notre cohorte de réanalyse, pour
lesquels la recherche de mutation CXCR4 a été effectuée (Annexe 6). Parmi eux, 30% (n=22)
sont mutés pour ce géne avec un chiffre de plaquettes diminué (p=0,0008) et un taux plus
important d’IgM monoclonale (pic médian égal a 21,9 g/L contre 8,6 g/L dans le groupe non
muté) (p=0,0006). Une ACP des marqueurs phénotypiques met en évidence une séparation
des profils phénotypiques selon le statut mutationnel CXCR4 (Figure 47A). Comme attendu,
les LyB mutés pour le géne CXCR4 ont une expression significativement plus faible voire
négative du CD38 a leur surface (médiane égale a 16% pour le groupe muté contre 80% pour
le groupe non muté, p<0,0001). Le CD38 reste statistiquement significatif en analyse
multivariée (p=0,0040). Les pourcentages de FMC7 (p=0,0257) et CD27 (p=0,0280) ainsi que
les MFI de CD19 (p=0,0002) et CD79b (p=0,0076) a la surface des LyB pathologiques sont
significativement diminuées pour les patients mutés (Figure 47B-C, Annexe 6). La quantité de

plasmocytes estimés est également plus faible dans le groupe muté.
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Figure 47 : Etude phénotypique selon le statut mutationnel de CXCR4.

A. ACP des résultats d'immunophénotypage médullaire de 74 patients ayant une MW en fonction des
variables phénotypiques symbolisées par les vecteurs. Les patients CXCR4 mutés sont symbolisés par
un triangle rouge et ceux CXCR4 non mutés par un rond bleu. Les deux symboles de plus grande taille
représentent les centres de gravité pour chaque groupe. Chaque ellipse de concentration contient 50%
des individus. B-C. Expression en pourcentages et MFI des marqueurs phénotypiques selon les patients
non mutés (bleu) et mutés (rouge) pour CXCR4. Chaque ligne correspond aux résultats d’'un patient.
La médiane est symbolisée par un trait noir. Les boites a moustaches symbolisent la médiane, I'llQ et
le 108™e et 90°™ percentiles. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 ; **** p<0,0001.
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DISCUSSION

La Macroglobulinémie de Waldenstrom est une hémopathie rare, pouvant se présenter sous
des formes cliniques trés variées, ce qui rend son diagnostic parfois difficile, notamment avec
des entités proches comme le lymphome de la zone marginale. Grace a I'expertise des
services d’Hématologie clinique et biologique de I'hépital Pitié-Salpétriére, nous avons eu

accés aux données biologiques et cliniques de nombreux patients.

Le premier objectif de ce travail était de caractériser le profil phénotypique
exprimé par les cellules tumorales de la MW.
Les données obtenues au laboratoire avant 2015 montrent que les LyB pathologiques de la
MW expriment tous les marqueurs pan-cellulaires B CD19, CD20, CD79b, CD22, avec une
restriction isotypique pour la chaine légére de surface. lls expriment pour la majorité I'lgM et
I'lgD de surface, sont souvent négatifs pour les antigenes CD5, CD23, CD43, CD10, CD11c
et n’expriment jamais le CD103. Les expressions de FMC7, CD38, CD27 et CD1c a la surface
des LyB apparaissent trés hétérogénes entre les patients. Ces résultats sont en accord avec
les études préecédemment publiees sur le phénotypage des cellules de la MW
(84,85,87,88,96).

En 2015, le laboratoire a modifié les marqueurs évalués dans cette hémopathie en ciblant
quinze antigénes dont le marqueur CD13. La MW étant une maladie médullaire, nous nous
sommes focalisés sur I'étude de la cellule tumorale dans la MO.

Face a I'’évolution des logiciels d’analyse de CMF, nous avons étudié différentes stratégies de
réanalyse de ces données rétrospectives. Le logiciel FACSDiva™ (BD Biosciences), utilisé en
routine dans notre laboratoire, ne nous a pas semblé approprié pour une réanalyse groupée.
Nous avons ainsi choisi le logiciel Kaluza (Beckman Coulter) pour réanalyser et interpréter les
immunophénotypages présentés dans cette étude. En complément, une partie des données
a été incrémentée dans le logiciel d’analyse non supervisée Omiq.

Les immunophénotypages que nous avons réanalysés, etaient répartis sur plusieurs années,
nous nous sommes donc interrogés sur la pertinence de comparer ces données en 'absence
de standardisation stricte au laboratoire. En effet, la réalisation quotidienne de contréles
(passage et application des réglages liés aux billes CST et contrbles qualité), préconisée par
notre fournisseur (BD Biosciences), permet de garantir la reproductibilité des intensités de
fluorescence, mais de petites variations peuvent se produire sur de longues périodes
d’analyse. Une ACP, réalisée sur le pourcentage de positivité et I'intensité de fluorescence
des marqueurs les moins variables sur les LyB pathologiques de MW, indique I'absence de
modifications majeures liées au facteur temps, rendant exploitable la comparaison des

résultats d'immunophénotypages entre eux.
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Les intensités de fluorescence étant des paramétres plus sensibles que l'étude des
pourcentages de positivité, nous les avons évaluées en calculant des RFIl (avec comme
dénominateur les LyT de chaque patient) afin de réduire I'impact d’'une éventuelle variabilité.
L’utilisation des RFI a cependant I'inconvénient de pouvoir induire des variations aberrantes
pour de faibles variations de MFI de la population référente négative. L'interprétation des
résultats d’expression de fluorescence étant similaire avec les MF| et les RFI, nous avons donc
privilégié les résultats en MFI. La réalisation de RFI sur les LyB résiduels serait a privilégier
pour I'avenir avec des acquisitions de données plus longues sur les cytometres, pour optimiser

la mise en évidence de LyB résiduels.

La réanalyse fine de prélevements médullaires de MW a ainsi permis de confirmer les
observations faites sur les prélévements antérieurs a 2015, d’évaluer I'expression du
marqueur myéloide CD13 et d’apporter des précisions sur les intensités d’expression de
certains antigénes en comparaison : (i) a un groupe contréle sans hémopathie, (ii) aux LyB
résiduels de chaque patient et (iii) a d’autres SLP-B proches (comme le LZM) ou pour lesquels
le diagnostic différentiel se posait avec une MW (incluant des LLC atypiques, LCM et LF).
Ainsi, les LyB pathologiques de la MW se caractérisent par une plus faible expression du CD19
et du CD20 et une forte expression des chaines Iégéres monotypiques et du CD79b. Nous
avons privilégié I'étude de ce co-récepteur comme approche de I'expression du BCR, son
expression étant moins variable que celle des chaines Iégéres. Le ratio x:A met en évidence
une prédominance de la chaine légére k (5:1) dans notre cohorte, en accord avec les études
publiées (84,86).

Les profils phénotypiques sont assez similaires entre les patients, sauf pour les expressions
du FMC7 et du CD38 qui peuvent étre tres différentes d’'un patient a I'autre. Ceci nous a
conduit a décrire neufs profils FMC7/CD38 sur une représentation bi-paramétrique. Les profils
les plus souvent retrouvés correspondent a une faible intensité du FMC7 et du CD38 pour un
tiers des patients (profils 1, 1-2 et 1-4). Treés peu de corrélations sont retrouvées entre les
marqueurs exprimés a la surface des LyB pathologiques, hormis une corrélation significative
entre le FMC7 et le CD38. Conformément a la littérature, les LyB du clone Waldenstrém
expriment faiblement les antigénes CD22 et CD27 (84,87). En appliquant le seuil de positivité
de 2% pour le CD13 (90), nous observons que ce marqueur est exprimé a la surface des LyB
pathologiques chez deux tiers des patients ayant une MW. Décrit comme un marqueur de
différenciation plasmocytaire, aucune corrélation n’a toutefois été mise en évidence avec le
pourcentage de CD38 ou de plasmocytes estimés. Le panel utilisé en routine pour la MW
n’étant pas congu pour évaluer la plasmocytose médullaire, nous avons estimé le pourcentage
de plasmocytes sur la forte expression du CD38. Nous trouvons une plasmocytose en faible
quantité, similaire a celle rapportée sur une cohorte de patients ayant une MW en 2014 (87).
Cette approche avec moins d’événements acquis qu’une recherche standard de plasmocytes,

ne nous permet pas d’évaluer le phénotype et la restriction isotypique de ces cellules.
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Une récente publication de I'équipe de Limoges confirme la présence d’'un continuum de
différenciation entre les LyB pathologiques et les plasmocytes sur I'expression du CD138, qui,
associée au taux de pic IgM et a la présence de la mutation du géne MYD88, oriente vers le
diagnostic de MW (100). Cependant, en dehors d’une restriction isotypique, les plasmocytes
ne présentent pas d’anomalies phénotypiques particuliéres, contrairement aux plasmocytes
myélomateux (87), ce qui limite I'intérét de leur phénotypage en routine clinique. Un temps
réalisé au laboratoire, I'évaluation du contingent plasmocytaire pourrait étre de nouveau
envisagée, notamment pour leur quantification précise.

Décrite comme une caractéristique phénotypique de la cellule tumorale de la MW (15),
I'association CD25*/CD22* " n'a pas pu étre évaluée sur les réanalyses faites aprés 2015,
par manque de réactivité de I'anticorps anti-CD25 utilisé. En effet, nous mettons en évidence
une réactivité variable de cing anticorps anti-CD25 (deux clones différents) couplés a différents
fluorochromes, qui semble davantage liée au fluorochrome utilisé qu’au clone. Une récente
étude, ayant utilisée le méme anticorps anti-CD25 que celui du laboratoire apres 2015,
rapporte I'absence d’expression de ce marqueur dans la MW (100). Une vigilance toute
particuliere doit donc étre portée sur le choix du couple anticorps/fluorochrome pour la
détection de I'expression du CD25, notamment pour les choix d’associations en
multifluorescence. La réanalyse de ce marqueur sur quelques immunophénotypages
antérieurs a 2015 avec un anticorps anti-CD25 fonctionnel montre la pertinence de cet
antigéne, plus fréquemment exprimé a la surface des LyB pathologiques de MW que ceux du
LZM. Cependant, contrairement a I'étude publiée par Ocio et coll., nous n’avons pas observé
de différence d’intensité de fluorescence entre ces deux hémopathies (86), possiblement en

lien avec les anticorps anti-CD25 utilisés dans ces deux études.

Les immunophénotypages des quelques SLP-B réanalysés sont conformes aux données de
la littérature et ont permis de souligner certaines différences avec la MW. Comme attendu, la
MW se différencie significativement de la LLC par I'absence d’expression du CD5, CD23 et
CD43 dans la majorité des cas et par une intensité de fluorescence plus forte du CD79b. Les
différences significatives avec le LCM concernent notamment le CD5, CD38 et FMC7, souvent
trés positifs dans le LCM. A la différence des deux précédents SLP-B, la MW présente un profil
phénotypique proche du LF, avec toutefois un CD19 plus faiblement exprimé et une
expression augmentée du FMC7 dans le LF. L’expression du CD10 n’a pas pu étre évaluée
dans notre étude, ce marqueur n’étant pas systématiquement recherché en cas de suspicion
de MW. Compris entre 0 et 3, le score de Matutes n’est pas un critére suffisant pour distinguer
la MW des autres SLP-B, hormis la LLC (97). De plus, compte tenu des faibles effectifs dans
notre étude, aucun patient avec un SLP-B, autre qu'une MW et un LZM, n’exprime le CD13,
contrairement aux données rapportant une expression du CD13 dans certains SLP-B (90).
Aucune association entre I'expression du CD13 et du FMC7 n’est retrouvée dans le groupe

MW, contrairement a celle observée dans la LLC (93).
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Le LZM reste le diagnostic différentiel le plus difficile a poser avec la MW. Une attention
particuliere a été portée sur les phénotypes exprimés par ces deux lymphomes a
différenciation lymphoplasmocytaire. Plusieurs marqueurs étudiés au laboratoire se
distinguent par leur expression phénotypique, les plus significatifs étant 'augmentation du
FMC7, CD27 et CD22 et la positivité plus faible du CD13 dans le LZM. Par conséquent, les
patients du groupe LZM présentent majoritairement un profil n°2 sur une représentation bi-
paramétrique FMC7/CD38 (forte expression du FMC7 et absence d’expression du CD38), qui
n’'est presque pas retrouvé chez les patients atteints de MW. Nos résultats sont en accord
avec les données publiées en 2005, pour les antigenes FMC7, CD22 et CD23, sur une cohorte
de 85 patients ayant une MW et 29 patients ayant un LZM (86). Cependant, contrairement aux
résultats de cette étude, les expressions des antigénes CD5 et CD38 et les intensités de CD19
et CD20 sont significativement différentes entre nos deux groupes. Le ratio des chaines
légéres «:A observé dans le groupe LZM (4:1) differe de celui publié par cette équipe (1:1) et
est semblable aux données obtenues par immunohistochimie (106,118). Enfin, aucune
variation significative sur la plasmocytose médullaire n'a été mise en évidence entre les
patients atteints de MW et ceux atteints de LZM, sous réserve d’'un faible nombre de MO
évaluées pour les patients ayant un LZM. Les résultats obtenus en analyse non supervisée
des données phénotypiques de patients ayant une MW ou un LZM confirment, grace a
l'intelligence artificielle, les observations faites précédemment. Utile et rapide pour les données
multiparamétriques de cytométrie, l'analyse non supervisée requiert toutefois une
homogeénéité et une reproductibilité parfaite entre les échantillons. Elle permet donc dans notre
étude de confirmer les observations mais ne peut pas étre utilisée pour comparer précisément
les échantillons et isoler des sous-populations lymphocytaires B propres a I'une ou 'autre des

hémopathies, sur de telles données rétrospectives.

Le deuxiéme objectif de notre travail était d’élaborer un score phénotypique de
la MW, applicable aussi bien dans la MO que dans le sang, pour d’une part écarter un
LZM, notamment dans les formes frontiéres difficiles a diagnostiquer, et d’autre part, isoler les
clones Waldenstrdm minoritaires circulants au sein des LyB polytypiques. Les marqueurs
significativement différents en analyse univariée entre la MW et le LZM ont été évalués dans
un modele de régression logistique multivariée. La diminution du pourcentage de FMC7 et
'augmentation du CD43, CD38 et CD13 ainsi que les faibles intensités du FMC7, CD22 et
CD27 sont en faveur d’'un diagnostic de MW. Ces résultats ont ensuite été confortés par un
algorithme de prédiction indiquant que les variables ayant le plus d'importance pour distinguer
ces deux entités cliniques sont le FMC7 et l'intensité du CD22. Les différentes méthodes
d’analyse utilisées (comparaisons univariées, multivariées et analyses non supervisées par t-
SNE, ACP et modeéle de prédiction du diagnostic) aboutissent toutes aux mémes conclusions,

avec un profil phénotypique médullaire de la MW distinct du LZM.

76



Ces résultats sont en accord avec ceux publiés par Paiva et coll. utilisant 17 marqueurs
antigéniques, mais sur un tres faible effectif de patients ayant un LZM (15).

Nos résultats nous permettent ainsi de proposer un score phénotypique médullaire en faveur
d’'une MW fondé sur six points avec un point attribué en cas d’intensité faible du CD19, du
FMC7, du CD22, du CD27 et de pourcentage de CD13 supérieur ou égal a 2%. En cas de
faible expression du CD22 a la surface des LyB pathologiques, un point supplémentaire est
accordeé sur I'expression forte du CD79b. Le profil FMC7/CD38 a également tout son intérét,
en complément de I'expression du CD43, pour conforter le diagnostic phénotypique en faveur
ou non d’'une MW.

Un score médullaire supérieur ou égale a 3 points est en faveur d'une MW avec le meilleur
compromis entre sensibilité et spécificité (97,7% et 77,8% respectivement). Deux patients
étiquetés MW ont un score a 2 points. Leur immunophénotypage a été réalisé a la rechute de
la maladie, aprés traitement par chimiothérapie, potentielle cause de modulations
phénotypiques. Deux patients diagnostiqués LZM sont a I'inverse classés en MW (score a 3
points). Nous nous sommes ensuite assurés de I'absence de modulation phénotypique
significative de la cellule tumorale Waldenstrom entre la MO et son passage dans le sang,
avant d’appliquer le score phénotypique a la recherche de clone circulant. Seule I'expression
du FMC?7 était significativement augmentée et celle du CD38 plus faible, dans le sang par
rapport a la MO. Toutefois, I'apport du FMC7 reste pertinent pour le score sanguin puisque
son intensité d’expression reste significativement diminuée sur les clones circulants de MW
par rapport a ceux de LZM. En complément des six paramétres évalués dans le score
médullaire, le pourcentage de LyB pathologiques parmi les Ly totaux (inférieur a 10%) a été
ajouté dans la définition du score phénotypique sanguin. Un score supérieur ou égal a 4
permet de départager la MW du LZM, avec le meilleur compromis entre sensibilité et spécificité
(93,3% et 90,3% respectivement). L’application du score révéle trois faux négatifs (trois
patients étiquetés MW avec un score a 3 points en faveur d’'un LZM) et trois faux positifs (trois
patients suivis pour un LZM avec un score a 4 ou 5 points, en faveur d'une MW). Dans ces
cas délicats, I'apport de la représentation bi-paramétrique FMC7/CD38 permet de reclasser

correctement quatre de ces six patients.

La MW étant une hémopathie rare, nous n’avons pas pu créer deux cohortes indépendantes,
I'une d’apprentissage puis 'autre de validation. Nous avons ainsi choisi une approche de score
par compartiment (MO et sang), a partir des patients dont le phénotype ne présentait aucune
ambiguité phénotypique, pour fixer les seuils décisionnels. Nous avons ensuite appliqué les
scores sur ces mémes patients et les nouveaux patients évalués au laboratoire pendant la
période de I'étude. L’application du score sanguin a sept nouveaux patients ayant une forme
frontiére entre une MW et un LZM, révéle que six d’entre eux ont un résultat en faveur d’'une
MW, laissant suggérer que les formes frontieres s’apparentent davantage a des MW qu’a des

LZM phénotypiquement.
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Ce score phénotypique peut dans certaines situations ne pas étre calculé précisément mais
étre d’'une aide précieuse pour isoler une population pathologique. En effet, depuis la mise en
place en 2015 du nouveau panel diagnostique de la MW, la prévalence de détection des clones
circulants dans la MW a augmenté, avec en moyenne 86% des patients qui présentent un
clone circulant, alors que cette prévalence n’était que de 65% avant 2015. La combinaison de
certains marqueurs permet d’isoler des clones pouvant étre trés minoritaires chez certains
patients présentant un GMSI a IgM, alors méme que I'ensemble des LyB peuvent présenter
une répartition parfaitement normale des chaines Iégéres polytypiques. L’analyse de patients
suivis pour une GMSI a IgM avec ou sans neuropathie anti-MAG montre que prés de la moitié
d’entre eux ont une population lymphocytaire B monotypique circulante. Le calcul du score sur
les patients évaluables montre un clone avec un profil de MW pour 100% et 87% des GMSI a
IgM avec ou sans neuropathie anti-MAG respectivement. Il estimportant de suivre maintenant

ces patients afin d’évaluer leur évolution ou non vers une MW.

Comme évoqué précédemment, la quantification des clones trés minoritaires peut s’avérer
imprécise, 'ensemble des anticorps n’étant pas dans le méme tube de marquage. Cette
contrainte devrait disparaitre avec les avancées technologiques en CMF et notamment le
déploiement en routine hospitaliére de cytométres capables d’étudier simultanément une
combinaison en 12 ou 13 couleurs. Ainsi, selon la disponibilité des fluorochromes, nous avons
le projet de construire un tube contenant les anticorps anti-CD13, -CD19, -CD22, -CD25, -
CD27, -CD38, -CD45, -CD79b -FMC7, -k et -\, et en supplément les anticorps anti-CD43, -
CD305 et/ou -CD180, ces deux derniers anticorps ayant montré leur intérét pour départager
la MW du LZM (15,108). La pertinence du CD25 est en cours d’évaluation au laboratoire avec
un nouvel anticorps anti-CD25 fonctionnel. |l pourra également étre inclus dans le score en
complément ou en remplacement d’'un parameétre existant, selon les résultats obtenus. Avant
toute mise en pratique, un important travail de mise au point sera nécessaire pour obtenir une
combinaison optimale, tenant compte de la brillance, des compensations, des co-expressions
et de la densité antigénique a la surface des LyB pathologiques. A I'avenir, ce nouveau tube
sera réalisé en routine, en complément d’un tube de dépistage comprenant notamment les
anticorps anti-CD5, -CD10, -CD19, -CD20, -CD23, -CD45 indispensables pour compléter le
calcul du score de Matutes et faire la distinction avec un LF CD10*. Des acquisitions longues
seront nécessaires pour obtenir des LyB résiduels en cas de clone majoritaire ou pour repérer
les clones trés minoritaires circulants. Cette nouvelle approche devrait nous permettre d’isoler
les clones Waldenstrdm circulants avec une grande sensibilité et d’optimiser la distinction

phénotypique avec le LZM.

Notre étude doit étre complétée par une cohorte de validation prospective du score

phénotypique, en cours au laboratoire.
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Pour toute demande d'immunophénotypage mettant en évidence une population
lymphocytaire B pathologique avec un score de Matutes inférieur ou égal a 3, dans un contexte
de pic monoclonal a IgM, de splénomégalie, de suspicion de MW ou de LZM, nous calculons
systématiquement le score, adapté au compartiment évalué. Devant la faible incidence de la
MW, une étude oligocentrique nationale pourrait étre envisagée avec comme contrainte
principale la standardisation des données obtenues entre les centres. En effet, l'interprétation
des MFI est trés dépendante des critéres visuels de I'observateur, liés a I'expérience mais
également au choix des anticorps, des fluorochromes, des cytometres... En ce sens,
'obtention de LyB polytypiques résiduels par des acquisitions longues, plus facilement
réalisables sur les nouveaux cytometres, pourrait étre une aide importante pour faciliter les

interprétations et rendre ce score applicable en routine, de fagon multicentrique.

Le troisiéme et dernier objectif de notre travail était de confronter les résultats
d’immunophénotypages médullaires de patients atteints d’'une MW avec un ensemble
de données clinico-biologiques, recueillies en collaboration avec le Service d’Hématologie
clinique de I'Hbpital Pitié-Salpétriere. Dans le cadre de cette collaboration, Clémentine
BOCCON-GIBOD reéalise sa thése d’exercice sur I'étude des corrélations clinico-biologiques
selon la présence ou non de cellules tumorales circulantes de MW détectées par CMF.

En complément des analyses statistiques univariées et multivariées, des ACP tenant compte
de I'ensemble des données phénotypiques par patient ont été réalisées selon chaque critére
clinico-biologique. Trés peu d’études se sont intéressées a la corrélation entre un profil
phénotypique médullaire de la MW et certains résultats biologiques ou manifestations
cliniques. Nous n’avons pas retrouvé I'association entre le profil CD5*/FMC7- et 'augmentation
de linfiltration médullaire, du pic monoclonal a IgM et I'indication de mise sous traitement, ni
'observation d’une forte expression du CD38 sur les LyB CD23", décrites par San Miguel et
coll. en 2003 (84). L’existence probable d’'un sous-groupe de patients dont I'expression du
CD23 a la surface des LyB pathologiques serait corrélée a un taux d’lgM augmenté et donc
plus a risque de développer des complications liées a I'hyperviscosité, n’est pas confirmée
dans notre cohorte (96).

Les patients n’ayant que des LyB tumoraux sans LyB polytypiques résiduels, ont tendance a
développer des adénopathies et présentent une infiltration médullaire significativement
augmentée, avec une proportion plus élevée de patients ayant un pourcentage supérieur a
10% des Ly totaux. Cependant, dans notre cohorte, nous ne retrouvons pas de corrélation
entre une charge tumorale supérieure a 10% et I'instauration d’un traitement ni entre 'absence
de LyB résiduels et la SG des patients, contrairement aux résultats rapportés sur une plus
grande cohorte (87).

Les corrélations avec certaines anomalies moléculaires et cytogénétiques sont difficiles a
évaluer en raison d'un effectif trop faible de patients concernés par la mutation ou la

modification chromosomique.
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Ainsi, seuls trois patients ne présentent pas de mutation du géne MYD88 dans notre cohorte.
Nous n’avons donc pas pu comparer leur profil phénotypique avec celui observé par Jiménez
et coll. rapportant une augmentation des pourcentages de FMC7 et CD27 et une diminution
du CD23 (25). Aucune association notable n’a été retrouvée entre un phénotype et une
anomalie cytogeénétique courante. De plus, aucun marqueur phénotypique isolé ou en
association n’est prédictif de la réponse au traitement, du nombre de lignes de traitement, de
la SSP et de la SG.

Par ailleurs, la répartition des patients mutés (30%) et non mutés (70%) pour le géne CXCR4
permet la réalisation d’analyses statistiques plus robustes. Nous mettons en évidence que la
présence d’'une mutation de CXCR4 est significativement associée a l'absence ou la
diminution d’expression du CD38, avec persistance de cette significativit¢ en analyse
multivariée. Ceci est d’autant plus intéressant que le marqueur phénotypique qui apparait le
plus associé a certaines données biologiques dans notre étude est le CD38. Ces observations
ont été mises en évidence avec le pourcentage de CD38 a la surface des LyB tumoraux
médullaires dans notre cohorte de réanalyse, puis confirmées sur une cohorte élargie scindée
en deux groupes d’expression du CD38 (CD387*"e et CD38"), obtenus a partir du profil
FMC7/CD38. Les mutations non-sens CXCR4%3%X recherchées en routine hospitaliére pour
les patients mutés pour MYD88 ne représentent que 50% de I'ensemble des mutations,
entrainant une possible sous-estimation de la proportion des patients mutés pour CXCR4.
Parmi les 75 patients évalués, 32 n'ont bénéficié que d’une approche classique détectant
CXCR45%#  Depuis peu, la mise en place en Hématologie moléculaire d’'un panel NGS
comprenant CXCR4 permet de détecter également les mutations autres que S338X. Nos
résultats pourront donc s’affiner sur une cohorte prospective. Par ailleurs, nous observons
qu’une faible expression du CD38 a la surface des LyB pathologiques est associée a une
diminution du taux de plaquettes, une infiltration médullaire plus élevée, cette derniére étant
corrélée a la quantité du pic IgM. Ces mémes observations ont été décrites comme associées
a la présence de la mutation de CXCR4 (41), renforgant le lien entre CD38 et CXCR4.
Toutefois, il n'existe pas d’association directe entre le statut mutationnel de CXCR4 et
linfiltration médullaire estimée par CMF, contrairement aux données de la littérature (76,119).
L’hémodilution du prélevement médullaire lors de [laspiration, non présente sur les
préléevements de BOM, pourrait expliquer en partie ces discordances. Les patients du groupe
CD38™7*" présentent également plus souvent une indication au traitement. L’expression du
CD38 tout comme la présence d’'une mutation de CXCR4 ne sont pas corrélées a la présence
ou I'absence d’un clone circulant. Néanmoins, il existe une corrélation inverse significative
entre I'expression du CD38 a la surface des LyB pathologiques médullaires et la proportion du
clone circulant. Nous pouvons émettre I'hypothése que tous les patients ayant une MW
présenteraient un clone circulant dont la détection dépend de la limite de sensibilité des

analyses de biologie actuelles.
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Davantage de clones circulants sont détectés par rapport aux années précédentes et I'arrivée
des nouvelles combinaisons douze couleurs nous permettra d’augmenter la sensibilité pour
vérifier cette hypothése. De méme, dans notre étude, l'infiltration médullaire n’apparait pas
corrélée a la présence ou a lI'absence d’'un clone circulant mais au pourcentage de clone

circulant, renforgant I'hypothése précédente.

L’association significative entre la présence d’'une mutation de CXCR4 et I'absence ou la
diminution d’expression du CD38 sur les LyB pathologiques est en accord avec les données
de Roos-Welil et coll. démontrant I'existence, au sein de la MW, de deux groupes distincts de
patients selon le profil de méthylation de '’ADN des LyB : un groupe ayant des caractéristiques
de cellules B mémoires, l'autre celles de cellules plasmocytaires (44). Les mutations de
CXCR4 étaient significativement retrouvées dans le groupe mémoire tandis que le groupe
plasmocytaire présentait une intensité de fluorescence du CD38 statistiquement plus élevée
avec d’avantage de del6g. Cependant, nous ne mettons pas en évidence d’association entre
I'expression du CD38 et la présence d’'une del6q avec nos analyses rétrospectives. Dans notre
cohorte, certains patients n’expriment pas le CD27 et ont tendance a exprimer plus fortement
le CD38, ce qui pourrait étre en accord avec le groupe plasmocytaire.

De plus, nous mettons en évidence un profil phénotypique particulier des patients mutés pour
CXCR4, avec une faible expression du CD38, ainsi qu’une faible expression des marqueurs
CD19, CD79b, FMC7 et CD27. Ces variations phénotypiques n'ont pas été observées dans
I'étude publiée en 2016 par Poulain et coll. qui révéle une plus faible expression du CD138
dans le groupe CXCR4 muté, sans différence d’expression du CD38 et CD27 (120).

Les facteurs liés au clone tumoral comme ceux liés a la régulation par le microenvironnement
jouent un réle important dans la progression tumorale. CXCR4 et CD38, physiquement
proches a la surface du LyB, sont fonctionnellement liés et semblent intervenir dans les
mécanismes physiopathologiques, mais leur régulation apparait complexe et variable selon
les hémopathies. Plusieurs équipes se sont intéressées aux interactions entre CD38, CXCR4
et CD49d principalement dans la LLC. Les cellules de LLC qui migrent présentent une
régulation négative de I'expression de CXCR4 tandis que celles qui ne migrent pas ont une
augmentation de I'expression du CD38 et du CD49d (121). Le CD49d, étroitement lié a
CXCR4, joue le réle d’'intermédiaire dans les interactions entre les cellules et entre les cellules
et le microenvironnement (122). L’activation du CD38 et du récepteur CXCR4 par son ligand
CXCLA12 potentialiserait 'adhérence des cellules médiée par CD49d, également connu pour
générer des signaux de survie et de protection. Dans un modéle cellulaire, la mutation gain de
fonction MYD88-%°F amplifie la survie et la prolifération cellulaire grace a une activation
constitutive des voies de signalisation en aval du BCR, dont la voie JAK/STAT3, qui active

NFkB, responsable de la production de cytokines (22).
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En particulier, I'lL-21 participe a I'activation de la voie de signalisation de STAT3 dont les cibles
principales sont I'lL-6 ou des facteurs de transcription impliqués dans la différenciation
plasmocytaire (123). Les mutations de CXCR4 pourraient constituer un événement
secondaire, responsable également de [l'activation de voies de signalisation ou de la
modification des interactions de la cellule tumorale avec son microenvironnement. Il a été
montré que la voie JAK/STAT3 était responsable d’une régulation a la baisse de I'expression
du CD38 dans le MM (124). Cette voie se trouve, entre autres, en aval du récepteur CXCR4,
dont la signalisation est soutenue par les mutations décrites dans la MW. La suractivation de
la voie CXCRA4/JAK/STAT3 pourrait étre responsable de I'absence ou la diminution

d’expression du CD38 a la surface des LyB tumoraux médullaires.

Toutefois, malgré la probable sous-estimation des patients mutés pour CXCR4, certains

patients non mutés pour ce géne sont CD387*%"'

, suggérant I'existence de mécanismes plus
complexes conduisant a diminuer I'expression du CD38. Dans une cohorte de patients atteints
de MM, il a été mis en évidence que les cellules stromales présentes dans le
microenvironnement medullaire, via la sécrétion d’IL-6, peuvent réguler négativement
I'expression de CD38 sur les plasmocytes pathologiques, par I'intermédiaire de I'activation de
la voie de signalisation JAK/STAT3 (124). Cette régulation négative par le microenvironnement
médullaire pourrait contribuer aux observations faites dans notre cohorte de patients atteints
de MW. Malgré l'importance du CD38 dans la pathogénése de la MW, nous avons choisi de
ne pas inclure isolément ce paramétre dans le score phénotypique compte tenu d’une grande
hétérogénéité d’expression entre les patients. Ce marqueur semble plus pertinent pour une
éventuelle stratification des patients que pour les distinguer d’'un autre SLP-B. Des analyses
complémentaires seront nécessaires pour confirmer ces hypothéses (dosage de I'lL-6 dans

les prélevements médullaires par exemple).

Pour synthétiser, la diminution d’expression du CD38 sur la cellule tumorale médullaire

pourrait s’expliquer par deux hypothéses principales impliquant la voie de signalisation JAK-

STATS3 (Figure 48A) :

- L’activation constitutive de CXCR4 muté par absence d'internalisation du récepteur
maintiendrait les voies de signalisation en aval de CD38 et régulerait a la baisse le CD38.

- La production par le microenvironnement médullaire de facteurs solubles tels que I'lL-6
serait responsable d’une activation de la voie JAK/STAT3 qui régulerait également a la
baisse I'expression du CD38.

Cette voie de signalisation est responsable d’une prolifération accrue des cellules tumorales.

Les cellules CXCR4™/CD38"*"" présenteraient une capacité migratoire, responsable d’'un

passage sanguin plus important tandis que les cellules CXCR4™" ™%/CD38"* auraient les

propriétés inverses avec une adhésion au stroma médullaire (Figure 48B).
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Figure 48 : Synthése des hypothéses et observations faites entre CD38 et CXCR4 dans la MW.
A. Hypotheses des voies de signalisation impliquées dans une régulation a la baisse du CD38.
B. Corrélations observées entre le statut mutationnel de CXCR4 et CD38.

Enfin, nous avons également porté une attention particuliére sur I'expression du CD13,
significativement augmentée dans la MW par rapport aux autres SLP-B. Aucune corrélation
entre les données cliniques ou biologiques et le pourcentage de CD13 (analyses en variable
continue ou par différents groupes de positivité) n’a été mise en évidence. Dans la LLC,
I'expression du CD13 dans un sous-groupe de patients serait liée a un mauvais pronostic (92).
Cette relation n’a pas été confirmée dans une récente étude, indiquant quant a elle que les
LyB de LLC CD13" seraient FMC7* (93). Transposées a notre cohorte de patients ayant une
MW, aucune de ces deux observations n’a été retrouvée.

Nous nous interrogeons donc sur un réle du CD13 davantage ciblé sur le microenvironnement

médullaire que sur la cellule tumorale elle-méme.
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Initialement absent a la surface des LyB et LyT, une étude a mis en évidence, dans un contexte
d’arthrite ou de cancer rénal infiltré par des LyT que I'expression du CD13 serait induite a leur
surface par interaction directe avec des cellules adhérentes telles que des fibroblastes,
cellules épithéliales, monocytes/macrophages (125). Le CD13 est également impliqué dans
I'adhésion et la migration lymphocytaire. Une autre équipe avait précédemment montré que
les cellules stromales de la MO régulent négativement I'expression du CD13 in vitro par
contact direct avec des cellules de leucémies aigués lymphoides bi-phénotypiques CD13*
(126). Son expression résulterait d'un blocage des voies de transduction du signal induites par
les cellules stromales qui physiologiquement suppriment son expression. Par ailleurs, le CD13
est également connu pour réguler négativement I'activation des mastocytes (127), il serait
donc intéressant d’étudier le pourcentage de mastocytes médullaires et de le corréler a celui
du CD13.

84



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Le diagnostic de la MW repose sur un faisceau d’arguments biologiques et cliniques non
spécifiques associés a l'exclusion du diagnostic différentiel d’'un autre SLP-B. Ce travail
rétrospectif nous permet d’avoir une vue d’ensemble des marqueurs phénotypiques exprimés
a la surface des LyB pathologiques de la MW. L’étude approfondie du phénotype de la MW et
du LZM a permis la définition d’'un score diagnostique, adapté au compartiment évalué
(médullaire ou sanguin), pour faciliter la différenciation de ces deux hémopathies trés proches.
Ce score inclut les marqueurs phénotypiques les plus caractéristiques du clone tumoral de la
MW et permet ainsi également d’optimiser la détection des clones circulants trés minoritaires.
Cette hémopathie se caractérise par une grande variabilité clinique et biologique avec des
profils d’expression de certains marqueurs phénotypiques (FMC7, CD38, CD27, CD13) trés
différents selon les patients. Une corrélation significative existe entre I'expression du CD38, le
statut mutationnel de CXCR4 et l'infiltration tumorale. Les mécanismes a l'origine de la
pathogénése de la MW ne sont pas encore totalement connus, mais le microenvironnement

médullaire semble jouer un rdle essentiel.

Une étude du microenvironnement médullaire des patients ayant une MW, menée par les Dr
D. Roos-Weil et J. Caron, est en cours, en collaboration avec la plateforme de cytométrie du
site Pitié-Salpétriere. Leur objectif principal est d’évaluer ce microenvironnement sur des
coupes de BOM de patients par cytométrie de masse, grace au systéme d’imagerie cellulaire
automatique Hyperion™. Cette technologie permet d’analyser un grand nombre de molécules
marquées par des métaux lourds au niveau du stroma médullaire. Selon les résultats de cette
étude, nous souhaiterions la compléter par un projet d’étude de la cellule tumorale de la MW
par cytométrie de masse, en collaboration avec cette méme plateforme. En effet, nous
pourrions envisager de rechercher a la surface des cellules pathologiques des ligands dont
les récepteurs seraient exprimés dans le stroma médullaire et inversement des récepteurs
dont les ligands seraient détectés dans le stroma. Cette approche nous permettrait d’évaluer
simultanément de nombreux marqueurs de surface, tout en s’affranchissant des problémes de
compensation dus aux fluorochromes couplés aux anticorps par CMF. De plus, la
standardisation de cette technique nous permettrait de comparer le profil des patients du
groupe MW avec des logiciels d’analyses non supervisées, pour éventuellement mettre en
évidence des sous-groupes selon I'expression de certains marqueurs, et peut-étre identifier

de nouvelles cibles diagnostiques et/ou thérapeutiques.
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ANNEXES

c‘(’:::‘;';as MW (n=86) LZM (n=40) | LLC (n=11) LF (n=9) LCM (n=7)
Prélévements S'\ggg- :nn=29 MO : n=86 Sgﬂnog ?1=24 S'\z/algg- :nn=38 Sang : n=9 MO : nn=2583ng ’
MFI, Médiane 4682 3036 4433 3313 1270 1833
D19 [nQj [4047-5179] [2061-4237] [2961-6232] | [2847-5220] [881-2042] [1700-2580]
RFI, Médiane 172 100 158 129 49 70
[nQ] [158-202] [64-133] [103-210] [111-204] [30-76] [61-101]
NA, n 0 1 0 0 0 0
2 30%, % (n) 100 (11) 100 (85) 100 (40) 64 (7) 100 (9) 100 (7)
MFI, Médiane 9792 4657 5811 8591 3325 5576
cD20 [nQj [3379-13952] [2281-7941] | [3640-18563] | [1257-12280] | [2452-10956] | [4442-12787]
RFI, Médiane 383 111 178 336 130 121
[nQ] [108-545] [50-259] [102-450] [49-480] [80-300] [73-318]
< 30%, % (n) 0(0) 0 (0) 0 (0) 36 (4) 0 (0) 0(0)
NA 0 1 0 0 0 1
2 30%, % (n) 100 (11) 100 (85) 98 (39) 91 (10) 100 (9) 100 (6)
MFI, Médiane 3973 7992 4419 1142 9162 3884
CD79b [nQj [2570-4370] [3960-12612] | [1477-9825] | [253-1346] | [2444-16608] [648-6651]
RFI, Médiane 155 215 125 37 358 140
[nQj [100-171] [101-380] [50-283] [10-53] [95-546] [22-187]
< 30%, % (n) 0(0) 0 (0) 2 (1) 9 (1) 0 (0) 0(0)
cps |230%. % (n) 0 (0) 9(8) 17 (7) 100 (11) 0 (0) 100 (7)
< 30%, % (n) 100 (11) 91 (78) 83 (33) 0(0) 100 (9) 0(0)
NA 3 2 0 0 0 0
CD23 | 230%, % (n) 75 (6) 18 (15) 33 (13) 82 (9) 78 (7) 0(0)
< 30%, % (n) 25 (2) 82 (69) 77 (27) 18 (1) 12 (2) 100 (7)
NA 3 8 2 0 2 2
CD43 | 230%, % (n) 0 22 (17) 3(1) 82 (9) 0 80 (4)
< 30%, % (n) 100 (8) 78 (61) 97 (37) 18 (2) 100 (7) 20 (1)
NA 3 2 0 1 0 0
2 30%, % (n) 100 (8) 58 (49) 35 (14) 70 (7) 89 (8) 100 (7)
MFI, Médiane 966 860 955 612 868 1441
cD38 [nQj [513-1221] [321-1832] [284-2644] [399-1119] [278-1579] [1014-2276]
RFI, Médiane 15 14 13 7 14 34
[nQj [6-27] [7-35] [4-38] [4-15] [6-21] [26-43]
<30%, % (n) 0 (0) 42 (35) 65 (26) 30 (3) 11(1) 0(0)
NA 3 2 0 0 0 0
2 30%, % (n) 100 (8) 63 (53) 98 (39) 45 (5) 100 (9) 100 (7)
MFI, Médiane 2424 732 5076 686 2486 5990
FMC7 [nQj [1971-3679] [513-2103] [3034-11315] | [405-2847] [1130-3890] [4887-8228]
RFI, Médiane 65 12 48 14 25 36
[nQj [24-127] [7-23] [21-182] [6-75] [9-83] [32-70]
< 30%, % (n) 0 (0) 37 (31) 2 (1) 55 (6) 0 (0) 0(0)
NA 1 5 3 1 1 1
2 30%, % (n) 100 (10) 100 (81) 100 (37) 90 (9) 100 (8) 100 (6)
MFI, Médiane 3231 932 2056 639 800 1000
cD22 [nQj [2414-3949] [649-1196] [1225-4977] | [472-1130] [746-1813] [538-1524]
RFI, Médiane 126 36 80 25 30 39
[nQj [94-154] [24-47] [47-194] [18-44] [27-71] [21-56]
< 30%, % (n) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 10 (1) 0 (0) 0(0)
NA 2 8 4 0 0 1
2 30%, % (n) 22 (2) 60 (47) 89 (32) 100 (11) 56 (5) 50 (3)
MFI, Médiane 855 335 838 719 343 906
cD27 [nQj [595-1683] [248-538] [416-1197] [228-1869] [214-730] [858-963]
RFI, Médiane 33 1 23 19 13 35
[nQj [23-42] [5-16] [13-42] [9-51] [4-27] [34-38]
< 30%, % (n) 78 (7) 40 (31) 11 (4) 0(0) 44 (4) 50 (3)
NA 1 5 2 0 0 0
2 2%, % (n) 0 (0) 68 (55) 26 (10) 0(0) 0 (0) 0(0)
MFI, Médiane 128 136
cD13 [nQj NA [44-238] [49-166] NA NA NA
RFI, Médiane 4 5
Q] NA (2.9] 2.7] NA NA NA
< 2%, % (n) 100 (10) 32 (26) 74 (28) 100 (11) 100 (9) 100 (7)

Annexe 1 : Résultats phénotypiques des patients selon les différents groupes.

91



LyB résiduels /

CMW vs MWvs | MWvs | MWvs | MW vs LyB pathologiques

ontroles LZM LLC LF LCM (MW)
MFI, Médiane 0,0089 0,0006 | 0,3307 | 0,0009 | 0,0434

CD19 - <0,0001
RFI, Médiane <0,0001 | <0,0001 | 0,0256 | 0,0022 | 0,3553
%, Médiane 0,1867 0,0451 | 0,0651 | 0,0266 | 0,6308

CD20 MFI, Médiane 0,0886 0,0056 | 0,5243 | 0,7131 | 0,2265 0,0506
RFI, Médiane 0,0163 0,0011 | 0,1944 | 0,4171 | 0,4520
%, Médiane <0,0001 0,0833 | 0,0013 | 0,0018 | 0,0295

CD79 MFI, Médiane 0,0010 0,0127 | <0,0001 | 0,9405 | 0,0331 <0,0001
RFI, Médiane 0,0361 0,0480 | <0,0001 | 0,4624 | 0,0590

CD5 %, Médiane 0,0003 0,0005 | <0,0001 | 0,0047 | <0,0001 NA

CD23 %, Médiane <0,0001 0,2265 | <0,0001 | 0,0016 | 0,5962 NA

CD43 %, Médiane 0,6872 0,0002 | <0,0001 | 0,2388 | 0,0055 NA
%, Médiane 0,0196 0,0389 | 0,6402 0,149 0,0002

CD38 MFI, Médiane 0,935 0,6915 | 0,6960 | 0,7247 | 0,0791 NA
RFI, Médiane 0,9192 0,9935 | 0,2936 | 0,7955 | 0,0309
%, Médiane 0,0001 <0,0001 | 0,2182 | 0,0008 | 0,0002

FMC7 | MFI, Médiane 0,0035 <0,0001 | 0,9755 | 0,0136 0,006 NA
RFI, Médiane 0,0015 <0,0001 | 0,4828 | 0,0627 | 0,0023
%, Médiane 0,1401 0,0029 | 0,0162 | 0,0129 | 0,2325

CD22 MFI, Médiane <0,0001 | <0,0001 | 0,2111 | 0,7923 | 0,8487 <0,0001
RFI, Médiane <0,0001 | <0,0001 | 0,2423 | 0,8802 | 0,8487
%, Médiane 0,0753 <0,0001 | 0,0036 | 0,4292 | 0,3528

CD27 MFI, Médiane <0,0001 0,0001 | 0,0699 | 0,9222 | 0,0203 NA
RFI, Médiane <0,0001 0,0007 | 0,0668 | 0,7809 | 0,0066
%, Médiane <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001

CD13 MFI, Médiane NA 0,7696 NA NA NA <0,0001
RFI, Médiane NA 0,9426 NA NA NA

Annexe 2 : Comparaisons statistiques du groupe MW avec chaque groupe selon les marqueurs
phénotypiques.

Les résultats des comparaisons sont exprimés en p-values.

92



(A) 100 — I I I

75

50 |

25

e

Expression des marqueurs (%)

0 == =

¥
!
l
]
i

+
|

i = .

CD20 CD79% CD5 CD23 CD43 CD38 FMC7 CD22 CD27 CD13

Contribution (%)

Dim2 (13.1%)

——CD38 (%)
—cp .

10

. k 1 . .
-0 05 00 0's 1o
Dim1 (21.5%)

Annexe 3 : Hétérogénéité des marqueurs phénotypiques dans la MW (n=86).

'
i I
2 0

A. Pourcentages d’expression selon chaque marqueur phénotypique a la surface des LyB
pathologiques de 86 prélévements médullaires de patients ayant une MW. Chaque ligne représente un
patient d’'une couleur différente. Les boites a moustaches symbolisent la médiane, I'llQ et + 1,5 11Q. B.
ACP de I'expression en pourcentage du CD5, CD20, CD23, CD43, CD38, FMC7, CD27 et CD13 et des
MFI du CD19, CD79b, CD22 a la surface des LyB pathologiques concernant 86 prélevements
médullaires de patients ayant une MW. A gauche, la contribution de chaque paramétre, symbolisé par
un vecteur, est représentée par un gradient du vert a I'orange. A droite, distribution des patients selon
les parameétres étudiés. La contribution des patients a la variabilité de 'ACP est symbolisée par un point

de couleur allant du vert a I'orange.

CD79b (%)

CD5 (%) ‘ .
CD23 (%) '
CD43 (%) ‘

CD38 (%) . &
FMC7 (%) ’
CD22 (%) ‘

Annexe 4 : Corrélation entre les pourcentages d’antigénes étudiés dans la MW (n=86).

CD27 (%) ‘
CD13 (%) .

0.8

0.6

r0.4

r0.2

F-0.2

H-0.4

La taille des ronds correspond a la significativité de la corrélation entre deux marqueurs (* = p<0,05 ; **
= p<0,01). La couleur des ronds indique le sens de la corrélation entre deux marqueurs d’apres I'échelle

de couleur a droite du corrélogramme.
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Annexe 5 : Répartition des profils phénotypiques selon certains paramétres clinico-biologiques.
ACP de I'expression en pourcentage du CD5, CD20, CD23, CD43, CD38, FMC7, CD27 et CD13 et des
MFI du CD19, CD79b, CD22 a la surface des LyB pathologiques pour 86 prélevements médullaires de
patients ayant une MW. Chaque ellipse de concentration contient 50% des individus.

CXCR4NON MUTE CXCR4 MUTE p-value

(N=52) (N=22)
Hémoglobine | Médiane (g/dL) 11,7 10,7 0,0712
Plaquettes Médiane (G/L) 265 199 0,0008
Lymphocytes Médiane (G/L) 1,8 1,7 0,7703
Taux d’IgM Médiane (g/L) 8,6 21,9 0,0006
MFI, Médiane 2043 [1315-
CD19 Q] 3651 [2726-4807] 3283] 0,0002
MFI, Médiane 5513 [2237-
CD79 Q] 9605 [5780-14799] 9990] 0,0076
CD5 Médiane (%) 0,0 0,5 0,9973
CcD23 Médiane (%) 7,5 2,8 0,1189
CD43 Médiane (%) 5,0 5,3 0,4943
CD38 Médiane (%) 80,1 15,5 <0,0001
FMC?7 Médiane (%) 52,8 22,0 0,0257
cD22 Pl oy o"® e91[735-1280] 874 ([773-1260] 04286
CD27 Médiane (%) 47,9 254 0,0284
CD13 Médiane (%) 8,9 10,3 0,4421
PLASMOCYTES -
ESTIMES Médiane (%) 0,19 0,09 0,0245

Annexe 6 : Comparaison de parameétres biologiques et phénotypiques selon le statut
mutationnel de CXCR4 dans la MW (n=74).
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