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TP : Taux de prothrombine

TS : Top standard ou solution standard la
plus concentrée

Vv

V : Volts

VIH : Virus de 'lmmunodéficience Humaine

VDJ : Variabilité, Diversité, Jonction



Introduction

Les symptdmes neurologiques (céphalées, vertiges, déficit moteur, hypoesthésie,
confusion...) sont variés et non spécifiques. lls représentent un motif fréquent de
consultation, I'enjeu est d’en déterminer [I'étiologie. Lorsque ces symptomes
surviennent dans un contexte de pathologie hématologique maligne sous-jacente, ils
font suspecter une évolution ou une rechute de la maladie au niveau méningé. Ceci
s’observe par exemple pour les lymphomes malins non hodgkiniens. Dans cette
indication, le diagnostic différentiel entre une atteinte maligne et une autre étiologie :
inflammatoire ou infectieuse, par exemple, doit étre établi.

L’imagerie cérébrale par résonance magnétique est 'examen de référence pour
explorer le systeme nerveux central (SNC) et est réalisée en premiére intention. Cet
examen doit étre complété par une ponction lombaire afin de rechercher une
infiltration du systéme nerveux central par des cellules lymphomateuses.

En effet, le diagnostic de méningite lymphomateuse repose sur la mise en
évidence lors de I'examen cytologique de cellules lymphomateuses dans le liquide
céphalo-rachidien (LCR). La méthodologie habituelle est la réalisation d’'une
leucoconcentration par une cytocentrifugation du LCR préalable a une coloration au
May-Grinwald Giemsa. Plus récemment, le développement de la cytométrie en flux
(CMF) a considérablement amélioré la sensibilité de détection de populations
cellulaires lymphomateuses et présentes en faible quantité au sein de liquides
biologiques variés : sang, moelle osseuse, LCR, humeur vitrée. Le caractére clonal
des cellules B peut également étre révélé par biologie moléculaire en étudiant le
réarrangement du géne IgH codant la chaine lourde des immunoglobulines (lg) ou
celui des genes codant les chaines légéres des Ig par Polymerase Chain Reaction
(PCR).

La difficulté a établir le diagnostic a encouragé le développement de méthodes
alternatives qui ne sont plus axées sur la détection de cellules mais sur le dosage de
biomarqueurs présents dans le LCR. Citons comme exemples de biomarqueurs : les
cytokines solubles et les ADN tumoraux extracellulaires libres.

Les cytokines peuvent étre dosées en ELISA ou par la technique Cytometric Bead
Array (CBA) en CMF. La technique CBA permet de doser simultanément plusieurs

cytokines a partir d’'un faible volume de prélévement de LCR.



L’objectif de ce travail est d’analyser I'apport de I'immunophénotypage cellulaire et
du dosage des cytokines en cytométrie en flux dans les cas de suspicion d’atteinte
lymphomateuse du SNC.



| Généralités

1 Les lymphomes malins non hodgkiniens
1.1_Définition

Les lymphomes résultent de la prolifération clonale de cellules lymphoides B, T ou
NK issues du tissu lymphoide primaire ou secondaire. Ce sont des maladies a point
de départ ganglionnaire ou extra-ganglionnaire (rate, amygdales, tissu lymphoide
associé aux muqueuses ou MALT, systéme lymphoide cutané). Secondairement,
des cellules tumorales peuvent apparaitre dans le sang. Il s’agit de la phase
leucémique du lymphome.

Les lymphomes constituent un groupe hétérogéne de pathologies dont la
classification est faite par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS).

1.2 Classification OMS 2016

La classification OMS a pour but d’identifier les différentes pathologies
hématologiques. Cette classification référence les criteres morphologiques,
immunologiques, cytogénétiques et moléculaires qui permettent de poser le
diagnostic. Ces criteres sont régulierement mis a jour (1).

Les tumeurs du tissu lymphoide se distinguent en 5 grandes entités :

- Les néoplasies lymphoides B matures ;

- Les néoplasies lymphoides T et NK matures ;

- Les syndromes lymphoprolifératifs post-transplantation ;

- Les lymphomes de Hodgkin ;

- Les tumeurs a cellules histiocytaires et dendritiques.

L’appellation « néoplasies lymphoides » englobent les lymphomes non
hodgkiniens (LNH).

Nous nous intéresserons essentiellement aux néoplasies lymphoides B matures
dont la sous-classification est présentée ci-dessous (Tableau 1). Les néoplasies de
type B sont les plus fréquentes (85%) et celles le plus souvent retrouvées dans les

localisations cérébrales primitives et secondaires (2).



Néoplasies lymphoides Bmatures
Leucémie lymphoide chronique / Lymphome lymphocytique
Lymphocytose B monoclonale *
Leucémie prolymphocytaire B
Lymphome de la zone marginale splénique
Leucémie a tricholeucocytes
Lymphome / Leucémie B splénique, non classable
Lymphome B diffus a petites cellules de la pulpe rouge splénique
Leucémie & tricholeucocytes - variant
Lymphome lymphoplasmocytaire
Macroglobulinémie de Waldenstrém
Gammapathie Monoclonale de signification indéterminée (MGUS: Monocilonal Gammapathy Unknown Signification) a IgM *
IMaladie des chaines lourdes mu
Maladie des chaines lourdes gamma
Maladie des chaines lourdes alpha
Gammapathie monoclonale de signification indéterminée (MGUS) IgG/lgA *
Myélome multiple
Plasmocytome solitaire osseux
Plasmocytome extra-osseux
Maladies des dépéts d'immunoglobulines monoclonales *
Lymphome de la zone marginale extra-ganglionnaire du tissu lymphoide associé aux mugueuses (MALT)
Lymphome de la zone marginale ganglionnaire
Lymphome de la zone marginale ganglionnaire de fype pédiatrique
Lymphome folliculaire
Néoplasie folliculaire in sifu *
Lymphome falliculaire type duodénal *
Lymphome folliculaire de type pédiatrique
Lymphome a grandes cellules B avec réarrangement de IRF4 *
Lymphome centro-falliculaire cutané primitif
Lymphome & cellules du manteau
Néoplasie a cellules du manteau in situ *
Lymphome diffus & grandes cellules B (DLBCL), sans autre spécificité (NOS)
de type B du Centre Germinatif *
de type Activé B *
Lymphome a grandes cellules B, riche en lymphocytes T/histiocytes
DLBCL primitif du systéme nerveux central
DLBCL primitif cutané, de type jambe
DLBCL EBV+, NOS *
Ulcére cutanéo-muqueux EBV+ ™~
DLBCL associé a une inflammation chronigue
Granulomatose lymphomatoide
Lymphome médiastinal (thymigque) primitif a2 grandes cellules B
Lymphome a grandes cellules B intravasculaire
Lymphome a grandes cellules B, ALK *
Lymphome plasmablastique
Lymphome des séreuses
DLBCL HHVS * sans autre spécificité *
Lymphome de Burkitt
Lymphome Burkitt-likke avec aberration 11q *
Lymphome B de haut grade, avec réarrangement de MYC et BCL2 etlou BCLE *
Lymphome B de haut grade , NOS *
Lymphome B inclassable, avec des critéres intermédiaires entre un DLBCL et un lymphome de Hodgkin classigue

Tableau 1 : Classification des tumeurs du tissu lymphoide B selon 'OMS 2016 (1).

Les entités provisoires figurent en italique et les modifications par rapport a I'édition 2008 sont indiquées par un
astérisque.




1.3 Physiopathologie des lymphomes B

1.3.1 Différenciation lymphocytaire B normale

La production des lymphocytes B est assurée par deux mécanismes
complémentaires : la lymphopoiése et I'immunopoiese. La lymphopoiese se déroule
au sein de la moelle osseuse hématopoiétique aboutissant a la production de
lymphocytes B naifs, c’est-a-dire n’ayant jamais rencontré I'antigene complémentaire
de leur immunoglobuline de surface (BCR). Les lymphocytes B naifs rejoignent, via
la circulation sanguine, les organes lymphoides secondaires ou ganglions
lymphatiques afin de poursuivre le processus de différenciation. Au sein de ces
organes, le lymphocyte B naif subit une série de transformations consécutives a la
rencontre avec [lantigene. Il s’agit de Ilimmunopoiése. L’étape ultime de
différenciation aboutit soit au lymphocyte B mémoire, soit au plasmocyte capable

d’accomplir la réaction humorale avec production d’lg (3).

Organes lymphoides secondaires

Lymphocyte B

Progéniteur du centre
hématopoiétique Pro-B Pré-B B immature B naif B naif activé germinatif
—> — —p —> — —>
CD19-CD201g" CD19'CD20'lg”  CD19°CD20°Ig" CD19'CD20" CD19°CD20" CD19'CD20"
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Lymphocyte B
Lymphocyte B post-centre

Plasmocyte Plasmoblaste mémoire germinatif
- - E
CD1g* 01g- CD19'CD20lg* CD19'CD20'lg™" CD19'CD20"
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Figure 1 : Schéma de la différenciation lymphocytaire B avec les principaux marqueurs membranaires (3).

Les différentes étapes de la maturation lymphocytaire physiologique au sein des
organes lymphoides secondaires (=immunopoiése) permettent de comprendre
I'origine des différents lymphomes observés.

L’activation du LB naif mature lors de la réponse immunitaire peut étre « T-
dépendante » s’il y a une coopération cellulaire avec un lymphocyte T CD4+
(LTCD4+) de méme spécificité antigénique ou « T-indépendante ». Ces deux types
de réponses ont lieu : dans la zone marginale pour la réponse « T-indépendante » et

dans la zone folliculaire pour la réponse « T-dépendante ».
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Figure 2 : Organisation structurale d’un ganglion lymphatique (4)

En effet, 'architecture ganglionnaire de la zone folliculaire permet un contact étroit
entre LB, lymphocyte T (LT) et les cellules dendritiques folliculaires (CDF)
présentatrices d’Ag (CPA). La formation du follicule secondaire résulte de cette co-
stimulation lymphocytaire entre un LT CD4+ et un LB entrainant la prolifération des
LB naifs activés au sein du follicule primaire. Une modification de I'organisation
folliculaire est observée : la prolifération rapide du LB naif en centroblaste dans le
follicule primaire crée une zone claire et repousse en périphérie le reste du contenu
cellulaire du follicule en un « manteau » de cellules B quiescentes. Il s’agit de la
transformation du follicule primaire en un follicule secondaire avec la formation du
centre germinatif (CG). Dans la zone sombre du follicule secondaire, les LB ont
'aspect de centroblastes qui sont de grandes cellules lymphoides dont le noyau a

une chromatine fine et nucléolée.



La zone claire est, elle, composée de centrocytes. La zone du manteau est la
couronne folliculaire du follicule secondaire et est composée de LB naifs pré-CG (5).

Au sein du centre germinatif, de nombreux évenements se produisent (6) :

- Prolifération lymphocytaire B majeure a partir du stade de centroblastes ;

- Hypermutations somatiques des régions variables des deux chaines légéres

des lg;

- Commutation isotypique de la classe d’lg (IgM vers IgG, IgA, IgD ou IgE).

A Tlissue de leur phase de prolifération, les centroblastes se transforment en
centrocytes : petites cellules encochées et non proliférantes. Apres les différentes
mutations, les centrocytes ont tous une Ig de surface différente qui assure le
caractere polyclonal du répertoire B. Les centrocytes quittent alors le CG pour

donner des LB mémoires ou des plasmocytes qui regagneront la moelle osseuse (7).
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Figure 3 : Différenciation lymphocytaire B au sein des organes lymphoides périphériques (6)




1.3.2 Description du processus de lymphomagénése et de lorigine cellulaire
des principales néoplasies lymphoides B

Une prolifération cellulaire intense existe au cours de chaque étape de la
lymphopoiese B et expose par conséquent 'ADN de la cellule a de nombreuses
cassures et réparations pouvant induire des remaniements chromosomiques et/ou
des mutations somatiques. La plupart des anomalies génétiques initiant la
lymphomagénése résultent d’altérations de I'ADN souvent consécutives a l'action
des enzymes qui réarrangent les segments d’lg pour former le BCR ou qui participent
aux phénomeénes d’hypermutations somatiques (8). Toute anomalie génomique
survenant au sein du lymphocyte B devrait enclencher son apoptose. Dans certains
cas, cette anomalie fondatrice induit un avantage de prolifération et/ou de survie de
la cellule mutée. Cette cellule initiatrice du lymphome aura une expansion clonale au
cours de laquelle d’autres altérations génomiques pourront survenir. Citons I'exemple
de la translocation chromosomique t(14;18)(932;g21) qui met les séquences
codantes du gene BCLZ2 situé au locus g21.33 du chromosome 18 sous le contrdle
des séquences régulatrices du géne de I'lgH localisé en q32.33 du chromosome 14
(9). Cette translocation est causée par des enzymes du groupe des recombinases
VDJ (RAG1 et RAG2) et aboutit a la synthése excessive de la protéine BCL2 a l'effet
anti-apoptotique (10).

Ce mécanisme de dérégulation par translocations chromosomiques est également
a lorigine de Il'activation d’oncogénes comme BCL6 t(3 ;14)(q27;032) ou c-MYC
(8 ;14)(924;932) (11,12).

En fonction du stade de différenciation du lymphocyte B ou surviennent ces
anomalies chromosomiques, différents lymphomes sont décrits. En effet, chaque
type de cellule lymphomateuse dérive de sa contre-partie normale. La classification
des lymphomes tend a étre physiopathologiqgue en cherchant a identifier la
contrepartie cellulaire normale de chaque type tumoral (Figure 4) (13).
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Figure 4 : Origine cellulaire des néoplasies lymphoides B (13)

Les lymphomes dérivent le plus fréquemment du centre germinatif ou sont post-
CG. L’origine cellulaire de certains lymphomes est encore discutée. La leucémie
lymphoide chronique (LLC) pourrait dériver d’'un LB naif ou d’un LB post-CG selon le
statut mutationnel des génes des Ig. Ces mutations survenant au sein du CG (13).

Les lymphomes dits « agressifs » ou de haut grade de malignité sont les
lymphomes de Burkitt, les lymphomes diffus a grandes cellules B et certains types de
lymphomes du manteau (variant blastoide). Leur évolution peut étre fatale a court
terme. En revanche, les lymphomes folliculaires, la LLC, les lymphomes de la zone
marginale et la maladie de Waldenstrdm sont dits « indolents » ou de bas grade de
malignité et évoluent sur plusieurs années en dehors des formes sévéeres (14).

Nous détaillerons les aspects morphologiques et moléculaires de trois types de
lymphomes pouvant étre a l'origine de formes neuromeningées.
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1.3.3 Caractéristiques morphologiques et moléculaires de quelques lymphomes
1.3.3.1 Les lymphomes diffus a grandes cellules B (DLBCL)

Les lymphomes diffus a grandes cellules B constituent la forme la plus fréquente
des LNH avec une proportion estimée a environ 30-35% (14). Ce sont les
lymphomes agressifs les plus fréquents. lls relevent d’'une grande hétérogénéité
moléculaire a la différence de l'aspect morphologique. Une perte de I'architecture
ganglionnaire est observée en raison de la prolifération diffuse des cellules
lymphomateuses. L’aspect morphologique des cellules ne permet pas de déterminer
le sous-type histologique des DLBCL.

La classification repose sur des criteres moléculaires. Les DLBCL se divisent en
trois sous-groupes moléculaires distincts selon leur profil d’expression génique en
ARNm déterminé initialement par des micropuces a ADN (Transcriptomique) (15) :

- Les DLBCL exprimant les génes caractéristiques des cellules B du centre
germinatif ou de phénotype GC (Germinal Center)

- Les DLBCL exprimant les génes normalement induits lors de I'activation des

cellules B dans le sang périphérique ou de phénotype ABC (Activated B-Cell).

- Les DLBCL dits « others » ne pouvant étre classés dans aucun des deux

groupes précédents. Il s’agit par exemple du lymphome médiastinal primitif a
grandes cellules B.

L’immunohistochimie permet de distinguer les deux premiers groupes en fonction
de marqueurs exprimés par la cellule tumorale. Ces marqueurs sont repris dans un
algorithme décrit par Hans (16). La positivité du marqueur CD10 oriente d’emblée
vers le phénotype GC. Le marqueur BCL6 est également hautement spécifique des
cellules B du centre germinatif. En effet, le géne BCL6 code pour un facteur de
transcription impliqué dans les fonctions et la formation du CG. Son réle dans la
lymhomagénése est clairement établi (17,18). La positivité du marqueur BCL6
permet de conclure au phénotype GC dans les cas ou les marqueurs CD10 et MUM-
1 sont négatifs. Le marqueur MUM-1 appartient a la famille des facteurs de
transcription régulant la voie de signalisation de l'interferon (IRF). L’'oncogéne MUM:-
1/IRF4 est exprimé dans les cellules lymphoides activées et dans les plasmocytes.

Dans ces derniers, le niveau d’expression le plus élevé est observé (19,20).
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Figure 5 : Algorithme de Hans (16)

Cet algorithme présente un intérét pronostique. En effet, le phénotype non GC ou

ABC est plus péjoratif que le phénotype GC.

1.3.3.2 Les lymphomes folliculaires (LF)

lls représentent la deuxieme forme la plus fréquente des LNH avec une incidence
évaluée a environ 20-25% (14). Ces lymphomes résultent de la prolifération d’'une
cellule du centre germinatif du follicule devenue tumorale comme en attestent les
caractéristigues morphologiques, immunophénotypiques et cytogénétiques. La
dissémination sanguine du lymphome est rare (environ 10 %) : des petites cellules
d’allure centroblastique-centrocytique sont observées sur le frottis sanguin. Leur
rapport nucléo-cytoplasmique est proche de un: le cytoplasme étant difficilement
visible. La chromatine du noyau est dense et dépourvue de nucléole. Une encoche
du noyau est frégemment observée et constitue un signe distinctif de ce type de
lymphome donnant a la cellule un aspect en grain de café. L'immunophénotypage se
caractérise par la positivité du CD10 dans 80% des cas, la forte intensité
d’expression de I'lg de surface et la négativité des marqueurs CD5 et CD23. Le score
de Matutes varie de 0 a 2 (21).

L’examen cytogénétique retrouve dans 85% des cas une translocation
t(14 ;18)(932 ;g21) (22).

1.3.3.3 Les lymphomes lymphoplasmocytiques (LLP) et la maladie de Waldenstréom (MW)

Les LLP sont des lymphomes non hodgkniens rares et se caractérisent par une
population morphologique hétérogéne selon TOMS. lls dérivent d’'une cellule B post-
centre germinatif ayant subit les hypermutations somatiques au sein du CG mais pas
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la commutation isotypique de classe de I'lg. C’est pour cette raison que le pic
observé a ['électrophorése des protéines sériques est de nature IgM.
L’hypersécrétion de I'lgM est fréquemment associée a un syndrome d’hyperviscosité
plasmatique et de troubles neurologiques centraux et/ou périphériques (23).

Morphologiqguement, il s’agit de Ilymphocytes B matures dallure
lymphoplasmocytaire issus du ganglion et qui migreront ensuite dans la moelle
osseuse. Le blocage de la différenciation lymphocytaire se produit avant le stade de
plasmocyte mature (Figure 4).

Un des sous-types des LLP est la maladie de Waldenstrém qui représente moins
de 5% des LNH. Le myélogramme retrouve une infiltration de la MO par des
lymphoplasmocytes et la présence de mastocytes. L’expansion du clone
lymphoplasmocytaire est fortement liée a la présence au niveau du
microenvironnement de cytokines dont la principale est l'interleukine-6 (IL-6). Celle-ci
a une action autocrine par l'intermédiaire des récepteurs a I'lL-6 a la surface des
lymphoplasmocytes et participe a leur prolifération. Le lymphoplasmocyte sécréte lui
aussi de I'lL-6 (24).

La présence de la mutation MYD8
(Figure 6) (25,26).

8-26°F st retrouvée dans plus de 90% des cas
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Figure 6 : Voie de signalisation impliquant la molécule adaptatrice MYD88 et la sécrétion cytokinique associée
(27)

1.3.4 Principales voies de signalisation dans la Ilymphomagénése et
déreqgulation de la synthése de cytokines
Les cellules B malignes utilisent les voies de signalisation des cellules B normales
afin d’assurer leur croissance et leur survie. Les diverses mutations sont a l'origine
de l'activation des effecteurs de signalisation, de l'inactivation des régulateurs de
signalisation et de l'activation de récepteurs autocrines. Au cours du processus
lymphomateux, plusieurs voies de signalisation sont souvent activées simultanément.
L’activation de la voie anti-apoptotique NFkB résulte de différents évenements
oncogéniques tels que les mutations somatiques dans le domaine TIR du gene
MYDB8S8 et I'activation chronique du BCR a l'origine de la survie du LB (Figure 7) (8).
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Figure 7 : Vooies de signalisation a I'origine de la survie de la cellule lymphomateuse (8)

1.4 Evolution clonale des lymphomes

La cellule souche lymphomateuse posséde des capacités a migrer et a se
développer dans d’autres territoires. L’évolution du lymphome est évaluée
régulierement grace a 'imagerie par Tomographie par Emission de Positons couplé a
un scanner (TEP-scan) afin d’identifier le développement du lymphome dans de
nouveaux sites anatomiques (28). L’évaluation est faite de facon comparative au
TEP du diagnostic. Le suivi temporel de la maladie et des différents territoires atteints
a montré I'émergence de différents sous clones issus du clone initial (29). L’étude
des caractéristigues moléculaires permet de déterminer si les sous clones observés
dérivent de la méme cellule souche (30). L’objectif est d’établir la parenté entre deux
localisations lymphomateuses car toute rechute, évolution ou transformation doit étre

documentée avant l'instauration d’un traitement.
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2 Les lymphomes cérébraux ou neurolymphomes

Les lymphomes cérébraux représentent 1% des lymphomes non hodgkiniens et
5% des tumeurs cérébrales malignes (31). Celles-ci ont une incidence d’environ

5000 nouveaux cas par an en France. Les plus fréquentes sont les gliomes (32).

2.1 Anatomie et organisation structurelle du systeme nerveux (SN)

2.1.1 Définition du SN

Le systeme nerveux est constitué de I'ensemble du cerveau, de la moelle épiniére
et des nerfs craniens et rachidiens. |l se subdivise en deux parties : le systeme
nerveux central (SNC) et le systéme nerveux périphérigue (SNP). Le SNC se
compose de I'encéphale, regroupant le cerveau, le cervelet et le tronc cérébral, et de
la moelle épiniere (Figure 8). Le SNC est dépouvu de tissu lymphoide.

Le SNP est formé de I'ensemble des nerfs craniens et rachidiens.
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Figure 8 : Représentation anatomique du systéme nerveux central par Terese Winslow pour I'Institut National du
Cancer (INCA), 2010
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La protection du cerveau est assurée, de I'extérieur vers lintérieur, par le crane
puis les méninges qui I'enveloppent avec une structure en trois feuillets : la dure-
mere, la pie-mere et I'arachnoide. Le LCR circule en partie au sein de I'espace sous

arachnoidien (Figure 9).
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Figure 9 : Disposition générale des enveloppes protectrices du cerveau

2.1.2 Propriétés du liquide céphalo-rachidien

Le LCR est collecté au cours de la ponction lombaire. Les contre-indications
principales de ce geste sont la présence de signes de focalisation neurologique, une
suspicion d’hypertension intracranienne, une thrombopénie inférieure a 50G/L, une
anticoagulation active avec un TP inférieur a 50% et/ou un ratio TCA supérieur a 1,5
(33).

Le LCR est principalement formé dans les plexus choroides ventriculaires et
distribué au sein du systéme ventriculaire et de I'espace sous arachnoidien. Il assure
différentes fonctions : I'apport de nutriments au SNC et I'élimination des résidus
toxiques. Le LCR joue également le rGle d’absorbeur de choc. Sa composition
physiologique dans I'espace sous arachnoidien est la suivante :

- Concentration en protéines ou protéinorachie : 0,15 a 0,45 g/L ;

- Concentration en glucose ou glucorachie : 0,5a 0,8 g/L ;

— Cellularité : 0 a 5 cellules leucocytaires par millimétre cube (mm3) ;
- pH d’environ 7,32.
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La vitesse de formation du LCR est d’environ 20 millilitres (mL) par heure soit 500
mL par jour. Le LCR irrigue la totalité du systéme nerveux central et vient de ce fait
au contact étroit de chaque partie du tissu cérébral. Ainsi, il est considéré comme la
source idéale de composants cellulaires et de molécules pouvant traduire I'état des
stuctures cérébrales. La ponction lombaire recueille jusqu’a 10 mL de LCR grace a
l'insertion d’une aiguille @ PL entre la troisieme et la quatrieme vertébre lombaire.
L’analyse du LCR est utilisée pour le diagnostic et le suivi d’'un nombre important de
maladies neurologiques (34).

2.1.3 Les différentes barriéres protectrices du SNC

Il existe trois barrieres indispensables a I'intégrité du SNC :

1) La barriere hémato-méningée qui régit les échanges entre les capillaires
cérébraux, c’est-a-dire le sang, et le LCR. Elle est située dans le plexus
choroide ;

2) La barriere hémato-encéphalique située entre le sang et I'encéphale ;

3) La barriere méningo-encéphalique séparant 'encéphale et les méninges (35).

La barriere hémato-encéphalique est formée par des jonctions serrées entre les
cellules endothéliales dont sont formés les capillaires cérébraux. Les jonctions
serréees comportent des molécules d’adhésion cellulaire : claudines, occludines (36).
La nature imperméable de la BHE signifie qu'elle agit comme une interface
fonctionnelle entre la circulation sanguine, le systéme immunitaire et le cerveau.
L’entrée des éléments figurés du sang est limitée. Le cerveau est donc un site
immunologique privilégié. La BHE assure un réle protecteur et de défense contre les
toxiques ou les agents infectieux circulant dans le sang. Cependant, la faible
diffusion des médicaments au niveau du SNC est une problématique majeure dans le
traitement des pathologies neuronales (tumeurs cérébrales, méningites
infectieuses...).

Il existe plusieurs mécanismes a l'origine du transfert de cellules et de molécules
entre le sang et le cerveau : la diffusion transmembranaire ou facilitée, le transport
médié par un récepteur, la diffusion paracellulaire, la diapédése. Ceux-ci se
produisent physiologiguement pour permettre I'acheminement des éléments
essentiels au fonctionnement cérébral (35). Ces mécanismes sont exacerbés dans le

cas de l'inflammation neuronale chronique par exemple.
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Le phénoméne de diapédése se produit et consiste au passage de cellules
immunitaires a travers la BHE. Les leucocytes peuvent envahir le parenchyme du
SNC a cause de la perte de lintégrité de la BHE liée a linflammation. Les
lymphocytes et les cellules myéloides sont les principaux médiateurs des dommages
tissulaires en délivrant des cytokines au sein du tissu cérébral. Ceci alimente la
cascade de l'inflammation. L'interleukine-1 B (IL-1B), I'IlL-6 et le TNF jouent un réle

central dans le processus inflammatoire (37). (Figure 10)
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Figure 10 : Neuro-inflammation (37)

La rupture de la BHE est donc un événement critiqgue dans le développement et la
progression de nombreux désordres cérébraux (Maladies neurodégénératives
chroniques : maladie d’Alzheimer, maladie de Parkinson, maladies neuro-
inflammatoires chroniques : sclérose en plagues, neuropaludisme, tumeurs et

métastases cérébrales...).

2.2 Tropisme neuro-méningé selon le type de LNH

Tous les lymphomes non hodgkiniens peuvent donner des atteintes malignes du
systeme nerveux central. L’atteinte lymphomateuse du SNC est de pronostic sombre
avec une survie moyenne évaluée a moins de 6 mois apres le diagnostic (38). Il est
donc primordial de définir les patients a risque de développer une localisation
méningée afin de proposer une prophylaxie neuroméningée des le diagnostic.
Cependant, cette prophylaxie ne peut étre appliquée a tous les patients en raison du

risque élevé de neurotoxicité (39).
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De nombreuses études se sont intéressées a identifier des facteurs de risque de
localisation ou de rechute neuroméningée. Les principaux facteurs de risque retenus
sont le nombre de sites extranodaux atteints, le taux de LDH, les localisations du
lymphome dans certains sites anatomiques et I'index pronostique international (IPI)
(40,41). Les localisations des LNH systémiques a haut risque d’envahissement du
SNC sont les localisations : sinusale, testiculaire, médullaire, épidurale, rénale,
surrénale et au niveau du sein (38,42). La présence et le nombre de facteurs de
risque augmentent considérablement lincidence d’envahissement secondaire du
SNC (43). La prophylaxie neuro-méningée est donc indiquée chez ces patients a
haut risque et diminue lincidence de rechute au niveau du SNC a 1,6%
comparativement a l'incidence de 5% observée en I'absence de prophylaxie (40,41).

La fréquence de survenue d'une dissémination au sein du SNC varie selon le type
de lymphome non hodgkinien systémique. En effet, ce risque est évalué a moins de
2% pour les lymphomes indolents (LF, LZM, LLP), de 4 a 5 % pour les DLBCL et les
lymphomes du manteau, 5 a 20 % pour les DLBCL avec des localisations a haut
risque et les lymphomes du manteau variants blastoides (40).

Le risque de localisation méningée secondaire est plus important chez les patients
atteints d’'un LNH de haut grade de malignité ou agressif. La dissémination cérébrale
des lymphomes indolents est rare et survient le plus souvent lors d'une

transformation en lymphome plus agressif (41).

2.3 Localisations cérébrales secondaires a des lymphomes non hodgkiniens

2.3.1 LNH de bas grade : exemple de la maladie de Waldenstém : le syndrome
de Bing Neel

2.3.1.1 Définition

Le syndrome de Bing Neel (SBN) est une manifestation neurologique et
pathologique trés rare de la macroglobulinémie de Waldenstrdm. Il résulte de
linfiltration du SNC par des cellules lymphoplasmocytaires malignes. Cette atteinte
centrale peut révéler (1/3 des cas) ou compliquer la maladie de Waldenstrém (2/3
des cas). L’atteinte centrale peut étre le seul signe de la progression de la maladie,
c’est-a-dire que le SBN peut survenir alors que la maladie de Waldenstrém est en
rémission avec un taux stable ou indétectable d’IgM (44).
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2.3.1.2 Epidémiologie

Deux cas ont été décrits pour la premiéere fois par Bing et Neel en 1936 soit sept
ans avant la premiére description de la maladie de Waldenstrém. Il s’agit de deux
patientes de 32 et 59 ans. Une hyperviscosité sanguine prononcée a été décrite pour
les deux patientes. La patiente de 59 ans présentait des fourmillements et un défaut
de sensibilité des doigts alors que la patiente de 32 ans décrivait une perte
considérable de puissance dans les jambes, les bras et |a totalité du corps ainsi que
des vomissements importants et des céphalées intenses (45). Depuis cette premiére
présentation de cas, au moins 50 cas ont été recensés avec le diagnostic de SBN.
Deux études rétrospectives récentes décrivent respectivement 44 et 34 patients
atteints du SBN qui s’ajoutent aux 50 cas déja connus (46,47). L’incidence précise
du SBN n’est pas connue.

2.3.1.3 Clinique

Les signes cliniques s’installent en général de maniére progressive sur des
semaines voire des mois et sont aspécifiques: céphalées, déficits cognitifs,
paresthésies, symptébmes psychiatriques (48). Ce qui souligne limportance de

s’appuyer sur des élements paracliniques tels que I'imagerie et la biologie.

2.3.1.4 Diagnostic biologique

Le diagnostic est fait sur la présence de cellules lymphoplasmocytaires malignes
en cytologie et par la clonalité des lymphocytes B du LCR qui doivent avoir les
mémes caractérigues immunologiques que ceux de la moelle osseuse sur
limmunophénotypage multiparamétrique réalisé en CMF.

Le bilan diagnostique doit comprendre certains examens particuliers du liquide
céphalo-rachidien dans le cadre de I'exploration d’'un syndrome de Bing Neel.

L’immunofixation des protéines du LCR est utilisée pour déterminer l'isotype de la
chaine lourde et de la chaine Iégere. Dans le cas présent, le résultat attendu est
celui d’'une chaine lourde de type IgM associée a une monotypie Kappa ou Lambda.
Le dosage des chaines légeres libres Kappa et Lambda et leur ratio Kappa/Lambda
est également une aide au diagnostic. Cependant, la positivité de I'lgM monoclonale
dans le LCR ne signifie pas obligatoirement la présence de cellules
lymphoplasmocytaires méningées (49). En effet, s'il y a une rupture de la barriére
hémato-encéphalique (BHE), la protéine monoclonale peut diffuser a partir du sang

dans le LCR.
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Il faut donc s’assurer de l'intégrité de la BHE et de I'absence de contamination
sanguine du LCR (50). Ces examens peuvent étre réalisés en paralléle dans le sang
et le sérum du patient. Les résultats sont ainsi comparés entre le sang et le LCR afin
d’exclure une contamination sanguine du LCR. La synthése intrathécale par le clone
des cellules lymphoplasmocytaires malignes d’'une Immunoglobuline (lg) de type M
monoclonale est pathognomonique du SBN.

La recherche de la mutation MYD88-2%°P

par PCR est retrouvée avec une forte
prévalence de plus de 90% dans la maladie de Waldenstrém (25,26). Pour la
majorité des patients, il s’agit d’'une mutation ponctuelle avec le changement d’une

leucine en proline en position 265.

2.3.2 LNH de haut grade : exemple des lymphomes diffus a grandes cellules B

La réalisation d’une ponction lombaire dans le groupe des patients atteints d’un
DLBCL n’est pas systématique. Elle est indiquée si plus d’un site extra-ganglionnaire
est atteint en association avec une élévation du taux de LDH ou en cas de
localisation lymphomateuse a haut risque d’envahissement du SNC ou en cas de
score IPI élevé ou en présence de réarrangement des génes c-MYC et BCL2/BCLS6.
La prophylaxie neuro-méningée est indiquée chez ces patients, méme si les résultats
de la cytologie et de la CMF du LCR sont négatifs. Celle-ci consiste soit en I'injection
de méthotrexate haute dose par voie intraveineuse en alternance avec une
immunochimiothérapie ou des injections intrathécales de méthotrexate pendant les
premiers cycles de chimiothérapies (4 a 6 doses). La prise en charge est
thérapeutigue quand la cytologie et la CMF sont positives et quand la CMF est
positive isolément. Le traitement de I'atteinte leptoméningée consiste en I'association
du méthotrexte par voie intraveineuse et par voie intrathécale en I'absence de
contre-indication et avec un suivi pharmacologique adapté (Figure 11) (42).
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Figure 11 : Recommandations pratiques pour la réalisation d’une PL et pour la prise en charge prophylactique ou
thérapeutique chez les patients atteints d’'un DLBCL selon les résultats de la cytologie (CC) et de la cytométrie en
flux (FCM) du LCR.

Le but est d’évaluer le risque d'envahissement du systéme nerveux central et de le rechercher.(42)

2.4 Le lymphome primitif du systéme nerveux central (LPSNCQC)

2.4.1 Epidémiologie et définition

L’incidence du LPSNC est en augmentation significative depuis une vingtaine
d’années et est estimée a 250 nouveaux cas par an en France (51-53). Il s’agit d’un
sous-type de tumeur cérébrale rare. Le sexe-ratio homme/femme est de 1,5. La
maladie peut survenir a tous les ages avec un pic de fréquence aux alentours de 65
ans. La survenue de cette pathologie est favorisée dans un contexte de déficit
immunitaire congénital ou acquis : infection par le VIH, traitement
immunosuppresseur au long cours, contexte de post-transplantation d’organes...
Cependant, la majorité de ces Ilymphomes survient chez des patients
immunocompétents (54).

Le lymphome primitif du SNC appartient aux lymphomes non Hodgkiniens extra-
ganglionnaires et correspond a I'entité de la classification de 'OMS 2016 : « DLBCL
primitif du SNC » (Tableau 1). En effet, il s’agit histologiguement d’'un lymphome
diffus a grandes cellules B dans 95% des cas de LPSNC du sujet immunocompétent.
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Le phénotype non GC est le plus communément observé et est associé a un
mauvais pronostic (55).

La localisation du LPSNC peut se situer dans toute partie du systéme nerveux
central : le cerveau, le cervelet, le tronc cérébral, la moelle épiniere, les yeux et les

méninges (56).

2.4.2 Physiopathologie du LPSNC et de Il'atteinte leptoméningée

Le processus lymphomateux se développe aux dépens des structures du SNC
bien que celui-ci soit dépourvu de tissu lymphoide.

Le LPSNC atteint préférentiellement le parenchyme cérébral et [latteinte
leptoméningée n’est pas constante. La probabilité de détecter des cellules
lymphomateuses dans le LCR est plus importante s’il existe une atteinte
leptoméningée qu’en cas de localisation profonde du LPSNC, le liquide céphalo-
rachidien circulant dans l'espace sous-arachnoidien en contact étroit avec les
méninges et I'espace ventriculaire. Cependant, la fréquence de cette atteinte au
diagnostic differe selon les études car elle semble difficile a mettre en évidence et
varie selon les criteres de positivité retenus. Le réseau expert national LOC a
rapporté une atteinte leptoméningée dans 15% des LPSNC au diagnostic (54).

2.4.3 Signes cliniques

La présentation clinique dépend de la localisation de I'atteinte lymphomateuse.
Les symptbmes observés sont donc trés variés : déclin cognitif, changement de
personnalité, déficit neurologique focal, convulsions, céphalées, paralysie des nerfs
craniens. (31,57)

2.4.4 Eléements diagnostiques
2.4.4.1 Imagerie

En imagerie, 'examen de référence est I'imagerie cérébrale par résonance
magnétiqgue avec injection de gadolinium. L’aspect typique est celui de lésions
prenant le contraste de facon intense et homogene sur la séquence d’imagerie T2
(31,58). Dans 70% des cas la Iésion est unique, dans 30% des cas les lésions sont
multiples chez 'immunocompétent. La localisation typique de la ou des Iésions est

25



péri-ventriculaire (59). Les cellules lymphomateuses de la tumeur sont dans ces cas
au contact du liquide céphalo-rachidien qui circule dans I'espace ventriculaire (60).

2.4.4.2 Diagnostic histologique

Le diagnostic de certitude du lymphome primitif du SNC est histologique. La
biopsie cérébrale est réalisée dans des conditions stéréotaxiques aprés visualisation
de la ou les lésion(s) tumorale(s) en imagerie. Avant la réalisation de la biopsie,
'absence de la prise de corticoides par voie orale ou intraveineuse devra étre
vérifiée. En cas de prise de corticoides, une fenétre thérapeutique de 15 jours doit
étre observée en raison du risque de négativité de 'examen. (31)

2.4.5 Bilan d’extension

Le diagnostic de LPSNC se fait aprés la recherche d’un lymphome systémique a
l'origine d'une dissémination au SNC. Pour éliminer toute atteinte systémique de
lymphome, il est réalisé une imagerie par TEP.

Une recherche d’atteinte oculaire associée doit étre réalisée systématiquement et
est présente au diagnostic dans 15 a 20% des lymphomes primitifs cérébraux. La
présentation clinique est celle d’'une uvéite (54).

2.5 Le lymphome intra-oculaire primitif (LIOP)

Cette atteinte primitive est rare: 30 a 50 cas par an en France. Le LIOP ne
présente pas d’envahissement du SNC initialement, ni d’atteinte systémique. Par sa
localisation anatomique, il peut évoluer par contiguité vers une atteinte cérébro-
méningée dont la fréquence est évaluée a 60-80% des cas. Cette évolution se
produit en moyenne 29 mois apres le diagnostic initial. Lorsque les deux yeux sont
atteints, le terme de lymphome oculo-cérébral est privilégié. L’histologie correspond a
un DLBCL dans plus de 90% des cas (61).
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2.6 Atteintes méningées métastatiques

Les métastases cérébrales peuvent étre de type parenchymateusesou se
présenter sous forme d’atteintes leptoméningées. Dans les deux cas, celles-ci sont
secondaires a des tumeurs solides. Les cancers primitifs du poumon, du sein et de la
peau sont ceux ou lincidence d’'une localisation cérébrale secondaire est la plus
élevée. Le cancer broncho-pulmonaire représente la premiere cause de métastases

cérébrales et sont présentes dans 20% des cas au diagnostic de ce cancer (62).
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3 Outils diagnostiques disponibles au laboratoire d’hématologie pour
caractériser une infiltration lymphoide maligne du SNC

3.1 Etude cytomorphologique du LCR

L’examen cytologique est considéré comme la méthode « gold standard » pour la
mise en évidence de cellules tumorales méningées. Une prise d’essai de 50 a 100uL
de liquide céphalo-rachidien est cytocentrifugée afin d’obtenir un dépbt concentrique
ou un maximum de cellules est concentré sur une surface délimitée de la lame. La
lame est ensuite colorée au May Grinwald Giemsa avant observation au
miscroscope. L'observation a I'objectif x100 permet de mieux visualiser I'aspect de la
chromatine des cellules. Les caractéristigues morphologiques des cellules
lymphomateuses sont la grande taille des cellules, la persistance de la basophilie, les
irrégularités nucléaires (Encoches profondes, replis et bourgeonnements de la
chromatine), la présence d'un ou plusieurs nucléoles et les irrégularités
cytoplasmiques (63,64). Ces caractéristiques sont illustrées par la figure 12.

a

Figure 12 : Cytologie a partir de la cytocentrifugation du LCR d’une patiente avec suspicion de lymphome
cérébral, apres coloration au MGG.

a : de gauche a droite : grande cellule maligne basophile, hématie, lymphocyte ; b : deux hématies et une grande
cellule maligne basophile au centre ; ¢ : un histiocyte avec deux hématies a gauche et deux grandes cellules
malignes basophiles ; d : trois grandes cellules malignes basophiles et un lymphocyte au centre.
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3.2_Immunophénotypage cellulaire du LCR

L’analyse en cytométrie en flux du LCR nécessite 'immunomarquage préalable
des cellules par des anticorps couplés a des fluorochromes. Ces anticorps sont
spécifiques d’antigénes ou de marqueurs immunologiques présents a la surface des
cellules, appelés également « clusters de différenciation » (CD). Physiologiquement,
le LCR contient moins de 5 leucocytes/mm® qui sont essentiellement des
lymphocytes T CD4+. Les -caractéristiques immunologiques des cellules
lymphomateuses orientent le panel d’anticorps choisis pour 'immunomarquage. Les
anticorps anti-CD45, anti-CD19, anti-CD20, anti-CD5, anti-CD10 sont utiles a la
détermination des propriétés immunologiques des cellules lymphomateuses. Les
anticorps anti-chaines légéres Kappa et Lambda permettent de détecter une

éventuelle monotypie des lymphocytes B.

3.3 Etude de la clonalité des lymphocytes par PCR

En cas de forte suspicion de localisation neuroméningée d’'un lymphome et en
'absence de cellules lymphomateuses révélées en cytologie et en CMF, une étude
de réarrangement des genes des chaines légéres et des chaines lourdes peut étre
effectuée par PCR. Cette étude amplifie la région CDR-3 du géne IgH. Dans les cas
de prolifération maligne ou monoclonale des lymphocytes, toutes les cellules dérivent
de la méme cellule souche lymphomateuse présentant un réarrangement unique de
la portion VDJ. Ceci entraine la présence d’une bande unique sur le gel d’agarose
(43,65).

4 Diagnostics différentiels d’une infiltration lymphoide maligne du SNC

Les principaux diagnostics différentiels sont :

- Les autres tumeurs primitives du SNC : tumeurs du tissu neuroépithélial
(astrocytomes, oligodendrogliomes, épendymomes, tumeurs des plexus
choroides, gliomes mixtes...), tumeurs méningées, tumeurs a cellules
germinales, tumeurs de la région sellaire, tumeurs métastatiques (66);

- Les atteintes neurologiques de maladies inflammatoires systémiques : sclérose
en plaques, sarcoidose, périartérite noueuse, vascularites, connectivites,

granulomatoses, histiocytoses avec cellules de Langerhans (67);
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- Les syndromes neurologiques paranéoplasiques non expliqués par une
complication métastatique, iatrogene, infectieuse, métabolique, compressive

ou carentielle (68).

5 Réponse immunitaire et sources cellulaires de la sécrétion cytokinique

Une réponse immunitaire s’organise en réponse a une situation inflammatoire ou
tumorale. Les cellules présentatrices d’antigenes interagissent avec les lymphocytes
TCD4+ auxilliaires ou T helper (Th). Grace a cette interaction et a la production de
cytokines par les CPA et les cellules NK, une maturation et une différenciation des
LTCD4+ en lymphocytes T Th1/Th2 seront induites (69). L’IL-12 joue un réle
important dans le développement de la réponse lymphocytaire Th1 capable d’initier
une réponse immunitaire a médiation cellulaire. Cette réponse Th1 se caractérise par
la production des cytokines : IL-2, IFN-gamma et TNF. La réponse lymphocytaire Th2
est déclenchée sous linfluence de I'lL-4 et initie une réponse immunitaire a
médiation humorale. La réponse Th2 est a l'origine de la production des cytokines :
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13. L’IL-3 et le GM-CSF sont produits par les deux types de
réponse lymphocytaire Th1 et Th2 (70). Une inhibition réciproque est observée entre
les deux systémes Th1 et Th2. L’IL-10 inhibe la réponse lymphocytaire Th1 et la
sécrétion cytokinique associée. De la méme facon, 'lFN-gamma inhibe la réponse
lymphocytaire Th2 (71).

6 Les cytokines

Les cytokines sont des messagers intercellulaires ayant un r6le dans la réaction
inflammatoire, ’hématopoiése et la réponse immunitaire. Ce sont des glycoprotéines
de faible poids moléculaire (8 a 70 kDa) qui agissent a tres faibles concentrations :
entre le nanomole/mL et le picomole/mL, en cascade et en réseau de régulation. (72)

6.1 L’interleukine-1béta (IL-113)

Le géne de I'lL-13 code une protéine composée de 269 acides aminés dont le
poids est d’environ 30 kilodaltons (kDa). La synthése de la forme précurseur de I'lL-
13 est déclenchée par des signaux inflammatoires et pathogénes tels que le
lipopolysaccharide bactérien. Ensuite, I'activation de la forme précurseur se fait par
clivage protéolytique par I'enzyme caspase-1 (73). L’IL-1B3 est sécrétée
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principalement par les monocytes et les macrophages activés (74). Cette cytokine
possede des propriétés pro-inflammatoires puissantes et pyrogénes (75). Elle active
les polynucléaires neutrophiles (PNN), les lymphocytes T et les lymphocytes B.
Parmi les fonctions de I'IL-1B, celle-ci est capable de stimuler la production
d’anticorps et la synthése d’IL-2, d’IL-6 et d’IL-8 (73).

6.2 Le Tumor necrosis factor (TNF)

Le géne du TNF code une protéine de 233 AA et d’environ 25 kDa (76). Le TNF a
des propriétés inflammatoires, anti-tumorales et pyrogénes et active la sécrétion d’IL-
13, d’IL-6 et dIL-8 (77). Le TNF amplifie et entretien ainsi le processus
inflammatoire. |l est sécrété par les macrophages, les cellules dendritiques, les
lymphocytes T et les cellules NK (78). Son rdle a été prouvé dans la
physiopathologie de nombreuses maladies inflammatoires auto-immunes et des
thérapeutiques anti-TNF ont été développées.

6.3 Linterleukine-12p70 (IL-12p70)

L’IL-12p70 est un hétérodimere de 70kDa comprenant une sous-unité p35 de 30-
33 kDa et une sous-unité p40 de 35-44 kDa (79). L'IL-12p70 est un facteur induisant
la différenciation, la prolifération et le maintien de la sous population Th1. Cette
cytokine augmente I'activité cytotoxique des cellules NK et des lymphocytes T. Elle
est produite en réponse aux composants bactériens tels que le LPS, aux pathogénes
intracellulaires et a l'interaction avec les cellules T activées. Cette cytokine a un réle
critique dans la pathogénése d’une variété de maladies liées a I'immunité (SEP),
dans les infections virales et bactériennes (VIH, Mycobacterium tuberculosis), choc
septique... L’IL-12p70 est synthétisée par les monocytes, les macrophages, les
lymphocytes B et les cellules dendritiques. (80)

6.4 L'interleukine-8 (IL-8)

L’IL-8 se présente sous la forme d’un peptide précurseur de 99 AA d’environ 11
kDa avant d’étre clivée en isoformes actives. L’'IL-8 ou CXCL8 est une chimiokine
angiogénique et chimioattractive capable d’attirer les polynucléaires neutrophiles
(PNN), les polynucléaires basophiles, les lymphocytes T au site de l'infection et
favorise la phagocytose. L’IL-8 est impliquée dans l'activation des PNN. Elle est

libérée par plusieurs types cellulaires : monocytes, lymphocytes, granulocytes,
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fibroblastes, cellules endothéliales, astrocytes et cellules épithéliales en réponse a
une situation inflammatoire. (79,81)

6.5 L’interleukine-6 (IL-6)

Le géne de I'lL-6 code une protéine de 212 AA et d’environ 23 kDa. L’IL-6 est une
cytokine inflammatoire sécrétée par les macrophages et les lymphocytes T a la
phase aigué d’une lésion tissulaire ou d’une infection. L’IL-6 a une action sur les
lymphocytes T et les lymphocytes B. Elle est également appelée « facteur de
stimulation des lymphocytes B ». Son role est essentiel dans la différenciation finale
des lymphocytes B en plasmocytes (82). La surexpression d’IL-6 a été décrite dans
certaines pathologies lymphoides B telles que le myélome et la maladie de
Waldenstrém (72).

6.6 L’interleukine-10 (IL-10)

Le gene de I'lL-10 code un peptide de 178 AA d’environ 35-40 kDa. L’IL-10 est
secrétée sous la forme d’un peptide mature de 160 AA (83). L'IL-10 agit comme un
facteur de croissance en participant a la différenciation et a la prolifération des
lymphocytes B (84). Cette cytokine est également appelée « facteur d’inhibition de la
synthése des cytokines » puisqu’elle antagonise la génération de la sous-population
Th1 des lymphocytes T auxiliaires. L'IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire
sécrétée par les lymphocytes T Th2 et agit sur les lymphocytes T, les monocytes et
les macrophages. Cette cytokine inhibe les cellules présentatrices d’antigene et la
synthése de cytokines : IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, IL-8, IL-12, IFN-gamma, TNF et GM-
CSF. L’IL-10 est produite aprés la libération de cytokines inflammatoires pour
empécher des lésions tissulaires irréversibles (72,83).

7 La cytométrie en flux appliquée au dosage d’analytes solubles

7.1 Principes de fonctionnement du cytomeétre Navios™ (Beckman Coulter)

Un cytometre associe 3 systemes : un systéme fluidique, un systeme optique et
un systeme électronique et informatique. Le systeme fluidique se compose d’un
liquide de gaine pressurisé caractérisé par un flux continu. Il a pour but de réaliser
une focalisation hydrodynamique de I'échantillon, c’est-a-dire que les éléments a

analyser sont au centre de cette veine liquide. Il permet d’amener les cellules ou les
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particules une a une devant les lasers et toujours au méme niveau. Le banc optique
du cytometre Navios™ est composé de trois lasers capable d’exciter les
fluorochromes des anticorps fixés a la surface des cellules ou des particules. Les
longueurs d’onde d’excitation des lasers a lumiére monochromatique sont de 488 nm
pour le laser bleu, 638 nm pour le laser rouge et 405 nm pour le laser violet. Les
fluorochromes excités émettent une fluorescence a une longueur d’'onde supérieure
a celle d’excitation. Il s’agit de la longueur d’onde d’émission.

Le systeme optique se compose également d’'un appareillage de collection des
signaux de fluorescences émises. Le signal de diffraction de la lumiére a petit angle,
correspondant a la taille de la cellule ou « Forward scatter », est détecté par les
photodiodes. Les photomultiplicateurs (PMT) détectent le signal de diffraction de la
lumiere a grand angle, correspondant a la structure de la cellule ou « Side scatter »,
et les fluorescences. lls sont capables de détecter et d’amplifier des signaux
lumineux trés faibles. Le cytomeétre Navios™ de chez Beckman Coulter posséde 10
PMT permettant d’analyser 10 émissions de fluorescence. Les détecteurs (PMT)
convertissent les signaux optiques en signaux électriques et les amplifient selon les
réglages de leurs voltages. L'utilisateur peut donc modifier le voltage des PMT,
l'augmentation du voltage permet I'amplification du signal de fluorescence ce qui
déterminera la sensibilité de détection de fluorescences de faible intensité et
permettra de séparer les évenements positifs et négatifs. Les filtres et les miroirs
sont placés devant chaque type de détecteur afin de récupérer le signal lumineux
correspondant a une longueur d'onde choisie et émis par un fluorochrome spécifique.

Chaque fois qu’un signal est généré, le systéme électronique mesure la hauteur
de l'impulsion (volts), sa largueur et sa surface, la hauteur étant proportionnelle a
lintensité du signal. Un convertisseur analogique numérique convertit ces
«impulsions» en signaux numériques enregistrés par le logiciel d’exploitation du
cytométre. (85,86)
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Figure 13 : Principes de fonctionnement d'un cytometre en flux (86)

7.2 Principe de la méthode Cytometric Bead Array

Il s’agit d’'une méthode multiplexe permettant la détection simultanée de plusieurs
analytes solubles au sein d’'un méme échantillon en cytométrie en flux. L’analyse
repose sur un mélange de billes de capture recouvertes de I'anticorps spécifique de
la cytokine a doser. Le principe de la méthode de dosage est détaillé sur la figure 14.
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Les hilles de capture couplées aux différents anticorps anti-cytokines
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Figure 14 : Principe de dosage des cytokines par la méthode Cytometric Bead Array.

La méthode s’apparente a une technique ELISA sandwich. L’anticorps de
détection secondaire reconnait un autre épitope de la cytokine que celui reconnu par
la bille de capture.

Le mélange de billes est constitué de six populations de billes qui different par leur
intensité de fluorescence dans le canal FL6. Cette caractéristigue permet de les
séparer dans le canal FL6 selon leurs propriétés de fluorescence intrinseques. Ainsi,
chaque pic correspond a une population de billes de capture anti-cytokines : IL-
12p70, TNF, IL-10, IL-6, IL-13 et IL-8.

La quantification se réalise a l'aide de I'histogramme biparamétrique FL6 versus
FL2. La phycoérythrine (PE) appartient aux fluorochromes brillants. Ce fluorochrome
a donc été choisi par le fabricant pour détecter sur chacune des billes la quantité de

cytokines fixée. La brillance de ce fluorochrome permet d’avoir un signal mesurable
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méme quand trés peu de molécules de la cytokine sont capturées par la bille. Au
total, la nature de la cytokine est donnée par la fluorescence en FL6 et la quantité de
cette cytokine par la fluorescence en FL2.

Une gamme étalon est réalisée a partir de cytokines lyophilisées. Une modification
du signal est alors observée en fonction de la concentration en cytokines pour
chacun des points de gamme. La progression de la moyenne d’intensité de
fluorescence (MFI) est reportée sur un graphique en ordonnée avec en axe des

abscisses les concentrations théoriques des points de gamme.
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Il Méthodologie : patients, matériel et méthodes

1 Patients

Nous avons étudié de maniere prospective entre janvier 2016 et mai 2017 une
cohorte composée de 53 patients ayant bénéficié d’une ponction lombaire au CHRU
de Lille et dans les CH périphériques d’Arras, Boulogne, Tourcoing et Valenciennes.
Le transport des LCR est effectué a 4 degré Celsius (°C) pour les hdpitaux extérieurs
a Lille.

Nous avons complété notre série de préléevements en y ajoutant de maniere
rétrospective 5 patients présentant une suspicion de syndrome de Bing Neel. Ces
échantillons provenaient des Centres Hospitaliers de Clermont-Ferrand (transport a -
80°C) et de Valenciennes.

L’immunophénotypage cellulaire et le dosage des cytokines sont réalisés sur le
méme tube de LCR. L’analyse cellulaire en cytométrie en flux est réalisée par
immunomarquage des cellules apres centrifugation du LCR. Le surnageant de ce
LCR est congelé a -80°C. Au total, 56 LCR ont été analysés par les deux méthodes.

Les données cliniques et biologiques ont été obtenues a partir des dossiers
patients informatisés. Chaque prélévement (P) est désigné par un numéro. Trois
patients ont eu une seconde ponction lombaire, ce qui est indiqué par I'appellation
« bis ».

Les patients ont été répartis en différents groupes selon I'’hypothese diagnostique

et le contexte clinique.

A) Groupe de patients avec pathologies hématologiques :

1) Patients immunocompétents avec suspicion de lymphome primitif du
systéme nerveux central (LPSNC) :
(Nombre de patients n= 3)
» P38, P38bis
* P39
- P84

2) Lymphomes non hodgkiniens (LNH) :
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2.1) LNH de haut grade ou agressifs, a haut risque d’envahissement du
SNC :
(n=8)
*Lymphome B a grandes cellules intra-vasculaire : P62
* DLBCL GC : P76
» DLBCL non GC : (n=4) P80, P85, P93, P99
* Lymphome de Burkitt : P83
« DLBCL EBV+: P102
2.2) LNH de bas grade ou indolents :
(n=3)
* LNH folliculaire : P47
* LNH du manteau : P22
* Lymphome CD5- CD10- : P70

3) Maladie de Waldenstrém
3.1) Suspicion d’'un syndrome de Bing Neel :
(n=6)
» P69, P104, P105,B, D, E
3.2) Suivi d’un syndrome de Bing Neel :
(n=3)
» P74, P104bis, A

4) Autres pathologies hématologiques :
(n=4)
* Myélome multiple : P6
» Maladie de Hodgkin : P9
* LAM : P24
e LLC : P51

B) Patients relevant de I'oncologie :
(n=2)

* Néo-mammaire : P61

» Adénocarcinome bronchique : P68
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C) Autres pathologies non hématologiques :

1) Maladies neuro-inflammatoires :
(n=13)
 Sclérose en plaques (SEP) : (n=4) P3, P20, P28, P55, P55bis
» Sarcoidose (Suspicion de neuro-sarcoidose) : P5, P19
» Myélite : P18, P56
» Pseudopolyarthrite rhizomélique cortico-dépendante : P33
o Péri-artérite noueuse : P49
* Méningo-radiculite : P72
* Méningo-encéphalite : P75

 Polyradiculonévrite : P90

2) Troubles neurologiques divers :
(n=12)
a) Céphalées
(n=3)
» Syndrome cérébelleux (Céphalées, vertiges) : P7, P111

* Algie vasculaire de la face : P57

b) Troubles moteurs
(n=5)
* Ataxie spinocérébelleuse : P10, P23
* Mouvements choréiques : P66
 Paraplégie : P67
* Myopathie myotonique proximale (Maladie de PROMM) : P91

c) Autres :

(n=4)
* Epilepsie : P36, P59
 Fibromyalgie : P96

* Lésion du pédoncule cérébelleux : P10
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2 Matériel

Réactifs :

- Kits cytokines inflammatoires humaines Cytometric Bead Array (CBA), 80 tests
par kit, référence catalogue 551811, Becton Dickinson (BD®)

- Cytokine lyophilisée, IL-6 humaine recombinante 20 pg, référence catalogue
78050.1, Stemcell™ technologies

- Panel d’anticorps marqués par les fluorochromes correspondants :

CcD Fluorochrome Fournisseur Clone Référence Isotype Spécificité
cD2 PE lotest 39C1.5 A07744  IgG2a Lymphoide T
CD3 AA750 lotest UCHT1 A94680 lgG1  Lymphoide T
CDh4 PB lotest 13B8.2 B49197 lgG1  Lymphoide T
CD5 PC7 lotest BL1a A21690 IgG2a Lymphoide T
CD7 FITC lotest 8H8.1 A07755 IgG2a Lymphoide T
CD8 PC5.5 lotest B9.11 B21205 lgG1  Lymphoide T
CD10 AA700 lotest ALB1 A86353 lgG1  Lymphoide B
CD19 ECD lotest J3119 A07770 lgG1  Lymphoide B
CD20 PB lotest B9E9 B49208 IgG2a Lymphoide B
CD45 KO lotest J33 A96416 lgG1 Panleucocytaire
CD56 APC lotest N901 (NKH-1)  IM2474 lgG1  Lymphoide NK
Kappa FITC Dako Polyclonal F0434 Fab Lymphoide B
Lambda PE Dako Polyclonal F0437 Fab Lymphoide B
G'ygoggggge A PE Dako JC159 R7078  lgG1  Erythroide

Tableau 2 : Liste des anticorps utilisés pour 'immunomarquage des cellules du LCR

Equipements:

— Cytometre en flux Navios™ 10 couleurs, équipé de 3 lasers 405 nm, 488 nm et
638 nm.

— Agitateur de plaques LabnetTM Shaker 20 (500 RPM pendant 5 minutes)

- Vortex VTX 500 electronic tube shaker LMR®

Logiciels:

- Logiciel d’analyse des fichiers d’acquisition obtenus par la méthode CBA :

— FCAP ArrayTM version 3.0

- Logiciels de réanalyse des graphes obtenus aprés passage des tubes au
cytomeétre : Kaluza® et Navios Software®.
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3 Méthodes

3.1 Mode opératoire de l'immunophénotypage des lymphocytes dans le
LCR

3.1.1 Immunomarquage des cellules

Etapes préalables :

— Effectuer la numération des éléments du LCR : leucocytes et hématies, en
cellule de Nageotte

- Renseigner la fiche technique pour I'aspect macroscopique et la quantité de
LCR

- Centrifuger a 430G pendant 5 minutes a 20°C puis récupérer le surnageant
pour congélation a -80°C

- Faire un lavage en RPMI et SVF dilué a 10% a 37°C puis centrifuger (430G, 5
minutes, 20°C) et éliminer le surnageant

- Remettre en suspension avec 250 puL de PBS+SAB1%

Immunomarquage :

- Dans un premier tube, effectuer le mélange d’anticorps dont le panel est cité ci-
dessous : 5 pL de chaque anticorps dans 50 pL de PBS+SAB1%. Le
marquage par la glycophorine A est effectué dans un second tube selon le

méme protocole.

Fluorochromes  FITC ~ PE ~ ECD PC55 PC7 APC  AA700 AA750 PB KO
Tube 1 K-7 L-2 19 8 5 56 10 3 20 45
Tube 2 - glycoA - - - - - - -

Tableau 3 : Composition des tubes utilisés pour immunophénotypage des LCR

— Ajouter 100 pL de la suspension cellulaire du LCR au mélange d’anticorps du
premier tube et 100 uL de la suspension cellulaire du LCR au tube contenant
la glycophorine A

- Incuber 15 minutes a température ambiante a I'obscurité

- Laver avec du PBS, centrifuger, éliminer le surnageant puis reprendre les
cellules dans 500 uL de PBS.
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3.1.2 Acquisition au cytometre

Les tubes doivent étre conservés a 'abri de la lumiere et a 4°C jusqu’au passage
au cytometre.
- Réaliser un cycle de ringage du cytometre avant de passer les tubes

— Acquérir 10 000 événements minimum (selon la cellularité du prélevement).
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3.1.3 Masque et stratégie d’analyse des données
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Figure 15 : Histogrammes biparamétriques issus de I'analyse en cytométrie en flux du LCR P91

43

AMTLOGH




L’histogramme A permet de conserver uniqguement les événements singulets et
d’éliminer les doublets se situant a I'extérieur de I'encadré noir. Les événements
singulets sont ciblés sur les parameétres « FS PEAK » et « FS INTEGRAL ».

Les lymphocytes sont fenétrés sur I'histogramme B « SS INTEGRAL » versus le
marqueur pan-leucocytaire CD45 et ont pour caractéristiques d’étre CD45 fort, FS
faible et SS faible. Dans le LCR P91, ils représentent environ 64% des évenements
singulets soit environ 2100 événements. Plus de 200 évenements doivent étre
fenétrés sur cet histogramme pour poursuivre I'analyse lymphocytaire.

Aprés élimination des évenements correspondant aux monocytes (1019
évenements) (Histogramme D), I'analyse lymphocytaire retrouve sur I'’histogramme
E:

- 96% de lymphocytes T CD3+ soit 1913 évenements : parmi les lymphocytes
CD3+, 74,8% (1430 évenements) sont des lymphocytes TCD3+CD4+ et
19,6% (374) sont des lymphocytes T CD3+ CD8+.

-2,4% de lymphocytes B CD19+ soit 50 évenements. Il s’agit du minimum
d’évéenements pour effectuer l'analyse des lymphocytes B. 60 % des
lymphocytes B sont Kappa et 40% sont Lambda.

-1,6% de lymphocytes NK CD3-CD19-CD56+ soit 137 événements.

Au total, les lymphocytes du LCR sont des lymphocytes T sans particularités. Le

ratio des lymphocytes TCD3+ CD4+/CD8+ est d’environ 4. Absence de monotypie
des lymphocytes B.
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3.2 Mode opératoire du dosage des cytokines selon les préconisations du
fournisseur du kit

3.2.1 Préparation des standards de la gamme d’étalonnage

1) Prendre un flacon du standard de cytokines lyophilisées inflammatoires
humaines et transférer les sphéres dans un tube de 15 mL de polypropyléne
correspondant au tube « Top standard » (TS).

2) Reconstituer le standard avec 2 mL de diluant « Assay Diluent G » (flacon de
30 mL)

a) Laisser le standard se reconstituer 15 minutes a température ambiante.

b) Mélanger doucement par aspiration et refoulement a I'aide d’'une pipette la
solution reconstituée sans vortexer, ni réaliser d’agitation trop vigoureuse.

3) Identifier les tubes de la gamme d'étalonnage :

Dilution Concentration (pg/mL)

Top standard 5000

1:2 2500

1:4 1250
1:8 625

1:16 312,5
1:32 156
1.64 80
1:128 40
1:256 20

Tableau 4 : Les différentes concentrations de la gamme d’étalonnage selon les préconisations fournisseur

4) Mettre 300 pL d’Assay Diluent G dans chaque tube.
5) Réaliser une dilution en série

a) Transférer 300 pL du top standard au tube de dilution 1:2 et mélanger
soigneusement a la pipette. Ne pas de vortexer les solutions.

b) Continuer les dilutions en série en transférant 300 pL du tube 1:2 au tube
1:4 et ainsi de suite jusqu’au tube 1:256. Bien homogénéiser a chaque
étape a I'aide de la pipette.

6) Préparer un tube contenant uniquement de I’Assay Diluent G comme blanc
réactif (0 pg/mL).
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3.2.2 Préparation du mélange des billes de capture des cytokines humaines
inflammatoires

1) Vortexer vigoureusement chaque flacon de billes de capture pendant 3 a 5
secondes avant de prélever. Les billes ont tendance a sédimenter dans le
fond du flacon.

2) Préparer une suspension de billes de capture a raison de 10 yL de chaque
flacon de billes anti-cytokines pour chacun des tubes a tester.

3) Vortexer vigoureusement le mélange de billes.

3.2.3 Préparation des échantillons des patients

Nous avons travaillé sur des échantillons conservés a -80°C. La décongélation
des échantillons s’est effectuée a température ambiante.

3.2.4 Préparation des tubes standards et des tubes patients a acquérir au
cytometre

1) Vortexer le mélange de billes avant chaque ajout de 50 uL du mélange dans
chacun des tubes a essais.

2) Ajouter 50 uL de chaque point de la gamme d'étalonnage dans les tubes
standards et 50 uL du LCR a tester dans les tubes échantillons.

1 0 Std 1
2 20 Std 2
3 40 Std 3
4 80 Std 4
5 156 Std5
6 3125 Std 6
7 625 Std 7
8 1250 Std 8
9 2500 Std 9
10 5000 Std 10
Echantillon 1 ? /
Echantillon 2 ? /
Echantillon 3 ? /

Tableau 5 : Correspondance entre numéro du standard (Std) et concentration de la gamme d’étalonnage.
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3) Ajouter 50 uL du mélange d'anticorps anti-cytokines inflammatoires humaines
marqués a la phycoérythrine dans la totalité des tubes standards et des tubes
échantillons.

4) Incuber les tubes 3 heures a température ambiante et a I'abri de la lumiére.

5) A la fin de l'incubation, ajouter 1 mL de Wash Buffer ou solution de lavage
dans chaque tube a essais et centrifuger a 200G pendant 5 minutes.

6) Aspirer et éliminer avec précaution le surnageant de chaque tube.

7) Ajouter 300 uL de Wash Buffer a chaque tube a essais pour resuspendre le
culot de centrifugation.

8) Passer rapidement les tubes au cytomeétre en les ayant vortexés au préalable.

3.3 Adaptation du mode opératoire au LCR

3.3.1 Adapation de la concentration des standards de la gamme d’étalonnage

Le kit cytokines inflammatoires humaines est validé pour le dosage de cytokines
dans les surnageants de cultures cellulaires, le plasma et le sérum. Dans ces
différents milieux, la concentration en cytokines est plus élevée que dans le liquide
céphalo-rachidien. Pour cette raison, nous avons adapté la gamme d’étalonnage afin

d’avoir une meilleure sensibilité pour la détection des basses concentrations.

Numéro du standard S01 S02 S03 S04 S05 S06 S07 S08 S09
Concentration du 0 25 5 10 19,53 39,06 7812 15625 3125
standard (pg/mL)

Prise d'essai (L) 0 200 (S03) 200 (S04) (soluf:rign g 200(S06) 200(S07) 200(S08) 200(S09) 100 (TS)

Assay Diluent G (uL) 200 200 200 960 200 200 200 200 1500

Tableau 6 : Nouvelle gamme d’étalonnage

Pour préparer la solution S’ & 250 pg/mL: diluer la solution mére (TS) au 1/20°™ :
mettre 50uL de TS dans 950uL d’Assay Diluent G.

L'étendue de la gamme d'étalonnage passe donc de lintervalle 0-5000 pg/mL a
l'intervalle 0-156 pg/mL.

47



3.3.2 Adaptation du mode d’incubation : un temps versus deux temps avec ou
sans agitation

L’incubation en un temps impose que la cytokine soit reconnue a la fois par
'anticorps anti-cytokine de la bille correspondante et par I'anticorps de détection
marqué par la phycoérythrine. Ces deux types d'anticorps ne se fixant pas sur le
méme épitope, le phénomene de compétition ne se produit pas. Cependant, d’autres
kits de dosage du méme fournisseur préconisent une incubation en deux temps qui
se décompose ainsi :

— 1ére incubation d’'une heure : les cytokines présentent dans I'échantillon se

fixent sur les billes de capture.

— 2éme incubation de deux heures : ajout de I'anticorps de détection marqué a la
PE qui se fixe sur les complexes bille-cytokine formés lors de la 1ére
incubation.

L'agitation augmente la probabilité de rencontre entre la cytokine a doser et la bille
de capture. En effet, les billes de capture constituent le support solide de la réaction
et sédimentent au fond du tube en I'absence d'agitation.

Les tubes sont disposés sur un portoir placé sur I'agitateur de plaques. L’agitation
se déroule pendant 5 minutes a 500 vibrations par minute avant chacun des temps
d’'incubation, soit :

- Immédiatement apres la mise en présence du mélange de billes avec le
standard ou I'échantillon a doser : la premiere incubation peut démarrer ;

- Immédiatement apres la mise en présence de I'anticorps de détection marqué
PE avec les complexes bille-cytokine formés lors de la 1% incubation : la

seconde incubation débute a son tour.

3.4 Adapatation de la méthode de dosage au cytométre Navios™

La notice d'instruction du kit indique les réglages a effectuer lors de I'utilisation du
kit sur un cytométre BD™ de type FACSCanto. Or, les cytométres BD™ et Navios™
different sur plusieurs propriétés : leur banc optique, les filtres, la sensibilité des
photomultiplicateurs et la numérisation du signal analogique. Ces différences nous
ont amené a adapter les voltages du cytométre Navios afin d’optimiser

'enregistrement du signal.
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[l Résultats

1 Adaptation du kit cytokines inflammatoires humaine (BD®) au
cytometre Navios™ et réglages de la sensibilité du cytometre

1.1 Mode opératoire pour la modification des gains et des volts (V)

1.1.1 Premiére étape : ajustement de la fenétre P1 aux billes de standardisation

Le passage des billes de standardisation sur le cytometre permet de déterminer
une fenétre appelée P1 sur un histogramme biparamétrique représentant la structure
des billes (SS) en fonction de leur taille (FS). Le réglage des voltages pour les
paramétres FS et SS est fait de maniere a amener les billes de capture anti-
cytokines dans la fenétre P1.

[Singulets] FS INT / SS INT
1000 N
P1] /)

800

Débris
600}

SSINT
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200+
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0 200 400 600 800 1000
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Figure 16 : Histogramme biparameétrique représentant la structure versus la taille des billes de standardisation

Les valeurs retenues pour les voltages des paramétres FS et SS sont de 154V et
de 120V respectivement.

1.1.2 Deuxieme étape : réglage des voltages du canal FL6

La séparation des six populations de billes de capture s’effectue en fonction de
l'intensité de fluorescence mesurée dans le canal FL6. En effet, le fluorochrome qui
marque les billes, est excité par le laser rouge a 633 nm et émet sa fluorescence a
675 nm.
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Un tube contenant 5 pL de chaque type de billes recouvertes d’anticorps humains
anti-IL-8, anti-IL-1B, anti-IL-6, anti IL-10, anti-TNF et anti-IL-12p70 et 500uL de
solution de lavage est passé au cytometre en flux. Les billes se séparent de la facon
suivante, selon leur intensité de fluorescence, du moins brillant (IL-12p70) au plus
brillant (IL-8).

[S1] FL6 PEAK

60
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TNE| (IL-10] IL-6] 1L-1]
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II{04 S "';65 o 10" 107 10°
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Figure 17 : Visualisation de la séparation des six populations de billes dans le canal FL6

Le réglage du voltage du canal FL6 est effectué en augmentant la valeur du
voltage de maniere a amener la population la plus brillante en derniére décade de ce
canal. La valeur retenue du voltage pour le canal FL6 est de 303 volts (V).

1.1.3 Troisieme étape : réglage des voltages du canal FL2

Les réglages des voltages du canal FL2 sont réalisés a partir de tubes passés en
mode de vitesse faible, dit « low », pour étre au maximum a 40 événements acquis
par seconde. Pour chaque population de bille, environ 500 événements au minimum

sont a acqueérir.
1) Le point de concentration de la gamme a 156,25 pg/mL est passé de cette fagon

au cytometre et le voltage est réglé de maniére a amener le signal en FL2 au
milieu de la derniére décade (10? & 10°).
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Figure 18 : Histogramme biparamétrique FL2 versus FL6 pour le point de gamme a 156,25 pg/mL

2) Le point de la gamme a 5 pg/mL est mesuré avec les mémes réglages. Les
complexes billes-cytokines marquées par la phycoérythrine a cette concentration
ont une fluorescence située au milieu de I'avant-derniére décade (10" a 107).

[S1] FL6 INT / FL2 INT

= 0+ IL-12p70] (TNF] (IL-10] [IL-6) 1L-1) (IL-§]

10° 10" 10? 10°

Figure 19 : Histogramme biparamétrique FL2 versus FL6 pour le point de gamme a 5 pg/mL.

La valeur retenue du voltage pour le canal FL2 est de 666V. La moyenne de
fluorescence du point de gamme a 156,25 pg/mL est d’environ 200 et celle du point

de gamme a 5 pg/mL est d’environ 45 pour toutes les cytokines.
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3) Une fois ces réglages réalisés, les billes de standardisation sont passées a
nouveau au cytometre. Elles se composent de deux populations de billes
différentes ayant la méme taille et la méme structure (P1). Elles se séparent au
niveau du canal FL6 par leur niveau d’intensité de la méme maniére que les
billes de capture. Une des deux populations de billes a une fluorescence
importante alors que la deuxiéme population fluoresce faiblement. Ces deux
intensités de fluorescence correspondent aux extrémités de la plage utilisée dans
le canal FL6 pour classer les six populations de billes de capture anti-cytokines.
Celles-ci seront présentes dans les tubes des standards et les tubes des

échantillons a tester.

4) Un contréle positif PE est ajouté aux billes de standardisation. Ce tube est passé
au cytomeétre avec les parametres du dernier réglage afin de définir des fenétres
trés précises R1 et R2 (Figure 20).

Ces fenétrages sont utilisés comme cibles pour vérifier la stabilité du
cytométre.

En effet, les billes de standardisation marquées par le contrble positif PE sont
passées avant chaque expérience et devront tomber dans ces fenétres R1 et R2.
Ensuite, les tubes des standards de la gamme d’étalonnage et les échantillons

patients peuvent étre passés au cytometre.

[P1] FL2 INT / FL6 INT
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FL6 INT
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Figure 20 : Détection en FL2 des billes de standardisation marquées par la phycoérythrine et utilisées comme
contréle positif.
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Les réglages retenus sont synthétisés dans le tableau suivant :

Cytome'terJConillol

Acquisttion Setup ] Compensation

- Settings
Blue*_ [ Label Discr. | Volts | Gain
F§ FS 100 154 5.0
! F
iRﬁd T 55 55 OFF 120 5.0
FL1 FLA OFF 418 | 10
Hiolef &
FL? FL2 OFF 886 1.0
Details FL3 FL2 OFF 250 1.0
3 FL4 FL4 OFF 250 1.0
™S e
FLS FLE OFF 250 1.0
Dats: s FL& FLE OFF 302 1.0
™ QuickCOMP FLT FLT OFF 250 1.0
I GQuickSET FLS FLS OFF 250 1.0
I Bassiine Offset FL9 FL9 | oFF 250 10|
Parametsrs | FL10 FL10 | OFF 250 1.0 |
 Limits =
Acquisition Time: 00 Maximum Events: 100000
Elapsed Time: ' 1 Live Gate  |Ungated vi
S Tunis Max Acguirable Events: 1,500,000

Figure 21 : Gains et voltages du protocole utilisé pour la méthode Cytometric Bead Aray (CBA)

1.2 Impact de l'adaptation des voltages sur la capacité du cytomeétre a
résoudre les différentes concentrations de la gamme d’étalonnage

Lors du passage d’un tube (standard ou échantillon) au cytométre en flux, les
évenements acquis sont enregistrés dans un fichier et peuvent étre réanalysés dans
le logiciel Kaluza™ sous forme d’histogrammes mono- ou bi-paramétriques.

La société BD® propose un logiciel d’analyse des fichiers générés lors de
'acquisition des différents tubes ainsi que des valeurs cibles adaptées aux
instruments de la marque. Ce logiciel FCAP Array™ offre la possibilité de tracer la
courbe de calibration de la gamme d’étalonnage pour chaque cytokine selon
différents modeles mathématiques. [l permet également [Iextrapolation en
concentration des résultats a partir des moyennes de lintensité de fluorescence
(MFI) obtenues pour chaque cytokine dans chacun des échantillons.

Nous comparons, a travers I'exemple de I'lL-8, 'allure de la courbe de calibration
de la gamme d’étalonnage obtenue avec les réglages proposés par BD® et celle
obtenue avec nos propres réglages.

Avec les préconisations du fournisseur, la courbe de calibration des standards

comprenait 10 points de gamme allant des concentrations 0 pg/mL a 5000 pg/mL.
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Chaque point de gamme est passé deux fois (Std et Std’). Le signal en FL2 devient
détectable a partir du point de standard 5 soit une concentration de 156 pg/mL en IL-
8. En effet, en dessous de cette concentration la valeur des MFI est stable et ne
permet donc pas de détecter la présence de cytokines (Figure 22).

IL-8
R2=99 38% A 0667, B:-0309, C- 0182, D: -0.009
o .
= ] 5
300 4 Iny=a+b+Inc+c+lnx* Sed1o |
] 298,64 3
] 1
270 Skdio’ |
- 290,69
240
210
A Skd9
i 167.94
180 - sl
150 o
] @
- gz 75 140,29
i T
a0 - ﬁr
1 Skd7 1
1 43,98 ) 3tdd
50 stde' | 7 8554
] ' Stds | 24,95
g Stdl'| Stdz| std3| S| 15750 o7 b
0.9z 2,95 4.258 : 45,58
0 Skdil ShdzZ [ I
0,94 12,20 T I 2385 7T
0 10 . 100 5td5 1000
Skd3 12,15
3,48 St : Concentration
: 3,91
Conaentration 0 20 40 80 156 312,5 625 1250 2500 5000

(pg/mL)
Figure 22 : Courbe de calibration de I'lL-8 obtenue selon les Préconisations du fournisseur du kit (Modele
mathématique « Quadratic », & partir du logiciel FCAP Array™)

Aprés modification des voltages, nous avons retracé une courbe pour des
concentrations plus faibles. Désormais, les concentrations de la nouvelle gamme
d’étalonnage s’étendent de 0 pg/mL a 312,5 pg/mL. Nous observons pour la
concentration a 0 pg/mL en IL-8, une valeur de MFI a 38,76 qui correspond a la
valeur du bruit de fond. Le seuil de quantification se situe a la concentration de 5
pg/mL pour I'lL-8. A cette concentration, la MFI est mesurée a 46,82. Cette valeur est
distincte de celle du bruit de fond. La modification des concentrations de la gamme
d’étalonnage permet d’améliorer la capacité de détection de I'analyse pour les faibles
concentrations.
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Figure 23 : Courbe de calibration de I'lL-8 selon les modlflcatlons apportées aux voltages des canaux (Modéle
mathématique « Quadratic», a partir du logiciel FCAP Array )
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2 Optimisation des conditions opératoires pour la formation des
complexes billes de capture-cytokine reconnus par l’anticorps de
détection marqué a la phycoérythrine (PE) : étude de l'influence du
mode d’incubation et de I'agitation

Nous avons comparé lincubation en un temps avec ou sans agitation a
lincubation en deux temps avec ou sans agitation. Les résultats montrent une
augmentation de la valeur de la MFI mesurée pour toutes les cytokines du kit a
I'exception du TNF lors de I'incubation en deux temps avec agitation (Figure 24).

MFI 500

430

40

330

N Incubation en un temps

300 sans agitation

250 B Incubation en deux temps

avec agitation

200 o Incubation en deux temps

150 avec agitation (his)
100

)]

':I 1 1 1 1
IL-1% THF IL-12p70 IL-3 IL-E IL-10

Figure 24 : Comparaison des moyennes de fluorescence (MFI) obtenues pour le standard 8 a la concentration de
156,25 pg/mL en fonction du mode d’incubation et de l'agitation

Pour le standard 8 a la concentration de 156,25 pg/mL, la valeur de la MFI
augmente en moyenne de 30% selon la cytokine. Le gain le plus important est
mesuré pour I'lL-10.

IL-18 272,95 367,27 344,86 30,45
TNF 192,19 193,93 190,47 0,01
IL-12p70 197,45 265,68 249,47 30,45
IL-8 263,3 373,94 347,98 37,09
IL-6 260,95 338,71 320,92 26,39
IL-10 304,06 468,23 435,72 48,65

Tableau 7 : Evaluation du gain obtenu sur la moyenne de l'intensité de fluorescence (MFI) dans le cas d’'une
incubation en deux temps avec agitation
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Nous avons également vérifié I'absence de modification du bruit de fond en
présence de l'agitation afin de s’assurer que l'augmentation de la valeur de MFI

correspond a un signal spécifique relié a la concentration en cytokines.

IL-1R 32,09 29,33
TNF 26,81 25,63
IL-12p70 29,33 28,04
IL-8 31,52 31,80
IL-6 27,54 26,33
IL-10 40,55 39,82

Tableau 8 : Comparaison des MFI obtenues pour le standard 1 en fonction du mode d’incubation et de I'agitation

La stabilité du bruit de fond et 'augmentation des valeurs de MFI permettent de
retenir l'incubation en deux temps avec agitation pour I'expérimentation des

échantillons de patients.

Les courbes de calibration obtenues pour chaque cytokine avec lincubation en
deux temps avec agitation sont présentées ci-dessous (Figure 25).
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Figure 25 : Courbes de calibration de la nouvelle gamme d’étalonnage obtenues avec l'incubation en deux temps
avec agitation. Equation de la courbe : Iny = a + b *Inx + ¢ »In x*
(Modéle mathématique « Quadratic», & partir du logiciel FCAP Array™)
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3 Etude de reproductibilité et de la répétabilité

3.1 Reproductibilité inter-kit de la gamme d’étalonnage

La gamme d’étalonnage est réalisée a l'ouverture d’un kit. Nous avons réalisé
deux gammes d’étalonnage correspondant aux deux Kkits nécessaires a
I'expérimentation des échantillons patients. La superposition des courbes montre la
reproductibilité des MFI mesurées pour I'lL-8 d’'un kit a l'autre (Figure 26). Nous
utiliserons donc la moyenne des deux valeurs de MFI de chaque standard afin de
déterminer la valeur du bruit de fond correspondant au standard 1 (0 pg/mL) et la
valeur du seuil de quantification correspondant au standard 3 (5 pg/mL). Les valeurs
de MFI de chaque point de la gamme d’étalonnage des deux expériences et pour les

six cytokines sont présentées en Annexe |.
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Figure 26 : Représentation des moyennes de l'intensité de fluorescence (MFI) obtenues pour I'lL-8 pour les deux
gammes d’étalonnage de chaque kit

3.2 Répétabilité et reproductibilité des moyennes de lintensité de
fluorescence mesurées dans les échantillons patients

3.2.1 Echantillons de patients au sein d’'une méme expérience

Les échantillons de trois patients ont été testés en double, dit « duplicate », dans
la méme expérience. Pour les six cytokines, la valeur de la MFI mesurée est

répétable (Annexe Il 2.1).

La figure montre la répétabilité des valeurs de MFI mesurées pour I'lL-10. Il est
donc décidé de réaliser un seul tube a analyser par échantillon patient. Au sein d’'une

expérience, jusqu’a huit échantillons peuvent étre testés.
59



IL-10

203154 I stendord
W res
) Control

. i E&, o
— S

Figure 27 : Répétabilité des MFI mesurées pour I'lL-10 pour trois échantillons de patients testés en double, a
partir du logiciel FCAP Array™

3.2.2 Echantillon d’un patient dans deux expériences distinctes

Le LCR d’'un méme patient a été testé lors de deux expériences différentes. Nous
avons utilisé deux aliquots congelés provenant de la méme ponction lombaire. Une

MFI semblable a été retrouvée pour toutes les cytokines (Annexe Il 2.2).

IL-10
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Figure 28 : Reproductibilité des MFI mesurées pour les six cytokines dans le LCR P70 dans deux expériences
différentes, a partir du logiciel FCAP Array™
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3.3 Vérification de la capacité de détection en cytokine a l'aide d’un
standard externe

L’IL-6 lyophilisée a la concentration de 20 pug a été diluée dans le réactif du kit
(Assay Diluent G) afin d’obtenir une concentration du méme ordre de grandeur que
celui de la gamme d’étalonnage. La préparation de la solution mére et les dilutions
successives sont détaillées en Annexe Ill. Nous présentons dans la figure suivante
les MFI obtenues pour des concentrations théoriques en IL-6 de 100 pg/mL et de 10
pg/mL.

IL-6

B standard
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1 contral

MFI

e

e ——— et TR

Figure 29 : Représentation des MFI obtenues pour des concentrations théoriques en IL-6 de 100 pg/mL et de 10
pg/mL

La correspondance entre la MFI et la concentration en pg/mL est présentée dans
la figure 30. Les concentrations extrapolées a partir de la courbe d’étalonnage ont
des valeurs inférieures aux concentrations théoriques (68 pg/mL mesuré versus 100

pg/mL attendu).

61



IL-6

160 B standard

W Test

140 ~ 7 Control

120

100

Concentration {pg,/mL)

an 4

Figure 30 : Correspondance entre la moyenne de fluorescence (MFI) mesurée en IL-6 et la concentration en
pg/mL aprés extrapolation sur la gamme d’étalonnage
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4 Résultats des profils cellulaire et cytokinique des LCR des patients
étudiés

4. 1RBésultats de la recherche de cellules lymphomateuses ou blastiques par
immunophénotypages cellulaires réalisés en cytométrie en flux sur le LCR

Un immunomarquage a été effectué sur les 56 prélévements :

Plus de 200 lymphocytes, identifiés sur les criteres CD45 fort, SS faible et FS
faible, ont pu étre analysés dans 42 prélevements donnant les résultats suivants :

— Négatifs pour 28 prélevements : absence de monotypie observée sur les

lymphocytes B, absence de lymphocytes B ou absence de blastes;

- Positifs pour 14 prélevements dont les résultats sont exposés ci-dessous

(Tableau 9).

Pour 14 prélévements, moins de 200 lymphocytes ont pu étre analysés. Il n’a pas
pu étre mis en évidence de population monotypique sur ces préléevements qui ont, de
ce fait, été considérés comme négatifs. Les données cliniques et des résultats
biologiques pour I'ensemble des patients sont synthétisés dans I'Annexe VI du

document.
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98 Présence d'une population lymphoide
P76 LNH 76 15 9 2 (forte B monotypique lambda représentant Non Glycophorine A
intensité) environ 9% des lymphocytes du LCR.
98 Présence d'une population lymphoide Glycophorine A
P99 LNH 38 2 60 2 (intensité B monotypique lambda représentant Non Immunophénotypage
modérée) 60% des lymphocytes du LCR. sur sang
Prgsclen;e : une tre; ::lb;etpoz)ulatlon Glycophorine A
P47 LNH 97 2 0,9 100 0 e lymphocytes B monotypiques Non Immunophénotypage
kappa représentant 0,9% des sur sang
lymphocytes du LCR.
Présence d'une population lymphoide
P70 LNH 78 1 17 80 20 B mqnotyplque kappa représentant Non Immunophénotypage
environ 10% des lymphocytes du sur sang
LCR.
Présence d'une population lymphoide Immunophénotypage
P38bis LPSNC 92 2 6 86 12 B monotypique kappa représentant Non ': n yPag
environ 4% des lymphocytes du LCR. sursang
Maladie de 100 Présence d'une population lymphoide Glycophorine A
P74 Waldenstrém 25 5 70 (forte 0 B monotypique kappa représentant Non Immunophénotypage
intensité) 70% des lymphocytes du LCR. sur sang
%9 Présence d'une population lymphoide
Maladie de B monotypique kappa représentant Immunophénotypage
P104 Waldenstrém 59 3 35 . (fcrtgl 1 35% des lymphocytes du LCR. Non sur sang
intensité)
Maladie de Présence d'une population lymphoide Glycophorine A
P104bis . 88 3 8 100 0 B monotypique kappa représentant Non Immunophénotypage
Waldenstrom i
environ 8% des lymphocytes du LCR. sur sang
Présence d'une population lymphoide .
. 99 . Glycophorine A
P105 Maladie de 34 5 61 (faible 1 B mature monotypique kappa Non Immunophénotypage
Waldenstrém intensité) représentant environ 60% des sur san
lymphocytes du LCR 9
Présence d'une population lymphoide
Maladie de B monotypique kappa représentant Immunophénotypage
E Waldenstrom & & 20 0w © environ 20% des lymphocytes du em sur sang
LCR.
Présence d'une population
D Maladie de 81 8 11 98 > Iympho?ytalre B mo_notyplque kappa Non Immunophénotypage
Waldenstrém représentant environ 10% des sur sang
lymphocytes du LCR.
Présence d'une population lymphoide
Maladie de B monotypique kappa représentant . .
e Waldenstrom 22 g @ L0 L environ 40 % des lymphocytes du flogleraiied /
LCR
Présence d'une population lymphoide
Autres B monotypique kappa (Score de Immunophénotypage
P51 pathologies 6 1 93 98 2 ypique kapp: ) oui phenolypag
. i Matutes = 5) représentant environ sur sang
hématologiques

90% des lymphocytes du LCR.

CD3:0, CD33: 40, immunophénotype myéloide :
Autres CD7:0, cD10:0 CD13:99, CD34+,CD117+,CD13+,CD33+
P24 pathologies 68 CD4: 60 CD19 } 5 CD117:96, partiel et MPO+, avec expressionde  Non évaluée /
hématologiques (faible ’ MPO (Ag) : marqueurs monoctyaires CD36+,
intensité) 1% CD4+ faible. Aspect compatible avec

Les blastes présentent un

des blastes myéloides.

Tableau 9 : Résultats des immunophénotypages cellulaires positifs avec les pourcentages des différentes
populations cellulaires identifiées dans le LCR
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4.1.1 Exemples d'immunophénotypages cellulaires du LCR de trois patients

4.1.1.1 Patiente atteinte d’'un lymphome diffus a grandes cellules B de phénotype GC avec
suspicion de rechute neuro-méningée
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Figure 31 : Histogrammes biparamétriques issus de I'analyse en cytométrie en flux du LCR P76

L’histogramme biparamétrique A représente la structure des évenements versus
le marquage des cellules par la glycophorine A. |l permet d’évaluer la contamination
par les hématies du LCR. Cette contamination peut survenir au cours d’une ponction
traumatique et influer sur 'analyse du LCR. Ainsi, il est important de I'évaluer soit par
le marquage des cellules du LCR par la glycophorine A, soit par un
immunophénotypage sanguin réalisé en parallele de celui du LCR.
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Une contamination sanguine du LCR se traduit par la présence d’un rapport de
l'ordre de mille entre les hématies et les leucocytes comme celui observé dans le
sang périphérique (Hématies de l'ordre du Téra/L et leucocytes du Giga/L). Ici, la
contamination sanguine est exclue car les cellules marquées par la glycophorine A,
c’est-a-dire des hématies, sont au nombre de 273 (fenétre Z) pour un nombre
d’événements totaux de 4950. Les leucocytes analysés ne proviennent donc pas du

sang périphérique.

L’histogramme B représente les lymphocytes fenétrés sur les caractéristiques
CD45fort, SS faible et FS faible dont le nombre d’événements s’éléve a 3313.

Sur I'histogramme D, nous observons :

- 76% de lymphocytes T CD3+ (2412 événements) ;

- 15% de lymphocytes NK CD3-CD19-CD56+ (620 événements) ;

- 9% de lymphocytes B CD19+ (281 évenements).

Tous les lymphocytes B sont CD5- (Histogramme F), 92% sont CD10+

(Histogramme G) et 98% sont monotypiques Lambda (Histogramme E).
Au total, nous observons une infiltration du LCR par des cellules lymphomateuses

CD5-, CD10+ et monotypiques Lambda représentant environ 9% des lymphocytes
du LCR.
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4.1.1.2 Patient atteint d’'un lymphome folliculaire avec suspicion de localisation neuro-
méningée
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Figure 32 : Histogrammes biparamétriques issus de 'analyse en cytométrie en flux du LCR P47

L’histogramme A montre 2002 évéenements ou cellules marqué(e)s par la
glycophorine A (fenétre Z) pour un total d’événements de 13502. La contamination
sanguine du LCR est donc exclue. De plus, 'immunophénotypage réalisé sur le sang
retrouve une lymphopénie B profonde.

L’histogramme B représente les lymphocytes dont le nombre d’événements
s’éleve a 18298.
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Sur I'histogramme D, nous observons :

- 97% de lymphocytes T CD3+ (12430 événements) ;

- 2% de lymphocytes NK CD3-, CD19-, CD56+ (5758 événements) ;
- 0,9% de lymphocytes B CD19+ (110 évenements).

97% des lymphocytes B sont CD5- (Histogramme F), 95% sont CD10+
(Histogramme G) et 100% sont monotypiques Kappa (Histogramme E).

Au total, nous observons une infiltration du LCR par des cellules lymphomateuses

CD5+, CD10+ et monotypiques Kappa représentant environ 0,9% des lymphocytes
du LCR.

4.1.1.3 Patient avec suspicion de lymphome cérébral
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Figure 33 : Histogrammes biparamétriques issus de I'analyse en cytométrie en flux du LCR P38bis
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Le tube avec immunomarquage par la glycophorine A n’est pas réalisé.
L’immunophénotypage sanguin retrouve 16% de lymphocytes B normaux (53%
Kappa, 47% Lambda) ce qui permet d’exclure une contamination sanguine du LCR.

L’histogramme A représente les lymphocytes dont le nombre d’événements
s’éléve a 18460.

Sur I'histogramme C, nous observons :

- 92% de lymphocytes T CD3+ (16742 événements) ;

- 2% de lymphocytes NK CD3-, CD19-, CD56+ (641 événements) ;

- 6% de lymphocytes B CD19+ (1077 évenements).

Tous les lymphocytes B sont CD5- (Histogramme E), environ 65% sont CD10+

(Histogramme F) et 85% sont monotypiques Kappa (Histogramme D).
Au total, nous observons une infiltration du LCR par des cellules lymphomateuses

CD5+, CD10+ et monotypiques Kappa représentant environ 4% des lymphocytes du
LCR.
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4.1.1.4 Patient atteint d'une maladie de Waldenstrom avec suspicion de rechute d'un
syndrome de Bing Neel

[TimeSelection) FLT INT LOG/SS INTLIN B [Time Selection AND singulets] FL10 INTLOGISS INTLIN
3
[129%
= =
- = - =
= . =
= i = Il
(%] w
wi m vl il
Lyds
s R%
T Trrh 1 - ™ T
0 ' 0 1w’ 10 ' w0 10
GlycoA CD45
LS AND NOT | mosacsss | AND LyCO)e AMD winguiets AND C AN ' TLOGRLAMTL  [Lyds, T( monordds AND'C AND AINT LOGELE T LOG 10T [ monscdss | AND LyCdi9e AND singulets AND C AND TimeSelection] FL1INT LOGH
. : E
c =T i D 3 Lycoie =T a2

Jsn% 0% = 0% H 00% 0.0%

LyCdigs
T0.0%

+a 7 3 ,
Jamw e y .

cD8

S 00%

T adt T
u* w' wt 10

CD20/4 CD19 Kappa
1 menozads A € AN T LCGFLS T LOG oetds | AND LyCa19s AND singuiets AND C AND TimeSelection] ELT INT LOGH
=7 ] G =T Nz
Ja0.0% 0.0% 100.0% o.0%
|D‘—;
-t
S
(7 5 o o
[} e ™~
o By = 1 X
1 o N ’ e
10— 0.0% 0.0%
T T L I
48 18 10 18 10 10 10 10
CD19 CD10

Figure 34 : Histogrammes biparamétriques issus de I'analyse en cytométrie en flux du LCR P74

L’histogramme A montre 4 événements ou cellules marqué(e)s par la glycophorine
A (fenétre Z) pour un total de 31 événements. Le faible nombre d’évenements acquis
ne permet pas de conclure sur la contamination sanguine du LCR a partir du
marquage par la glycophorine A. L'immunophénotypage sanguin retrouve 4% de
lymphocytes B normaux (59% Kappa, 41% Lambda) ce qui permet d’exclure la
contamination sanguine du LCR.

L’histogramme B représente les lymphocytes dont le nombre d’événements

s’éleve a 222.
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Sur I'histogramme D, nous observons :

- 25% de lymphocytes T CD3+ (52 événements) ;

- 5% de lymphocytes NK CD3-, CD19-, CD56+ (22 événements) ;

- 70% de lymphocytes B CD19+ (148 évenements).

Tous les lymphocytes B sont CD5- (Histogramme F), CD10- (Histogramme G) et
monotypiques Kappa (Histogramme E).

Au total, nous observons une infiltration du LCR par des cellules lymphomateuses

CD5-, CD10- et monotypiques Kappa représentant environ 70% des lymphocytes du
LCR.
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4.2 Résultats du profil cytokinigue pour chacun des prélévements

4.2.1 Interleukine-1béta (IL-183)

La valeur de la MFI du bruit de fond méthodologique de I'lL-13, correspondant a la
moyenne des deux MFI du standard 1 des deux courbes de calibration (Annexe |),
est de 30,29. Le seuil de quantification a été établi a une MFI de 45,61.

Les valeurs de MFI mesurées pour I'lL-1B sont similaires pour tous les
prélévements avec une médiane de 31,52. La valeur minimale est de 29,07. Un seul
prélévement présente un taux élevé d’IL-1 dont la moyenne de fluorescence (MFI)
est de 87,88. Il s’agit du LCR n°28 (P28). Une sclérose en plaques rémittente
récurrente a été diagnostiquée en 1998 chez cette patiente.
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Figure 35 : Représentation des moyennes de fluorescence (MFI) obtenues pour I'lL-13 dans tous les
prélévements étudiés

4.2.2 Tumor Necrosis Factor ou facteur de nécrose tumorale (TNF)

La valeur de la MFI du bruit de fond méthodologique du TNF est de 26,83 et celle
du seuil de quantification a été établie a 33,42. Pour 'ensemble des prélevements, la
médiane des valeurs de MFI du TNF est de 26,69 avec un minimum a 24,95 et un
maximum a 40,91. Une valeur supérieure au seuil de quantification est détectée
dans le LCR n°105 (P105) pour lequel la MFI est de 40,91. La patiente consulte pour
des myoclonies diffuses atteignant les quatres membres dans un contexte de
maladie de Waldenstrém diagnostiquée en 2009.
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Figure 36 : Représentation des MFI obtenues pour le TNF dans tous les préléevements étudiés

4.2.3 Interleukine-12p70 (IL-12p70)

La MFI du bruit de fond méthodologique pour I'lL-12p70 est de 29,54 et celle du
seuil de quantification est de 38,42. La médiane des valeurs de MFI de I'lL-12p70
pour tous les prélevements est de 29,46 avec une valeur minimale de 27,29 et une
valeur maximale de 33,27. Aucun des prélévements ne contient d’interleukine 12p70.
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Figure 37 : Représentation des MFI obtenues pour I'lL-12p70 dans tous les prélevements étudiés

4.2.4 Interleukine-8 (IL-8)

La MFI du bruit de fond méthodologique de I'lL-8 est de 31,97 et celle du seuil de
quantification de 45,80. La valeur minimale de la MFI en IL-8 est de 55,05 et la
valeur maximale est de 1005,74. Cette valeur maximale correspond a la valeur haute
maximale mesurable avec les réglages effectués. La médiane des valeurs de MFI de

I'IL-8 est de 275,96. Tous les prélevements contiennent de I'lL-8.
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Figure 38 : Représentation des MFI obtenues pour I'lL-8 dans tous les prélévements étudiés

4.2.5 Interleukine-6 (IL-6)

La MFI du bruit de fond méthodologique de I'lL-6 est de 27,45 et celle du seuil de
quantification est de 40,55. La valeur minimale de la MFI en IL-6 est de 30,68 et la
valeur maximale est de 1005,74. La médiane des valeurs de MFI de I'lL-6 est de
53,59. 35 prélévements contiennent de I'lL-6 (MFI supérieure a 40,55). Parmi eux, 14
prélévements proviennent de patients atteints de troubles neurologiques divers et de
maladies neuro-inflammatoires, 9 de patients ayant un lymphome non hodgkinien, 5
de patients avec une maladie de Waldenstrom, 3 de patients atteints d’'un lymphome
primitif du SNC, 2 de patients ayant un cancer solide et 2 de patients issus du groupe
autres pathologies hématologiques.
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Figure 39 : Représentation des MFI obtenues pour I'lL-6 dans tous les prélévements étudiés
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4.2.6 Interleukine-10 (IL-10)

La MFI du bruit de fond méthodologique de I'lL-10 est de 41,32 et celle du seuil de
quantification est de 56,57. La valeur minimale de la MFI en IL-10 est de 39,47 et la
valeur maximale est de 1005,74. La médiane des valeurs de MFI de I'lL-10 est de
42,80. Nous avons défini pour cette cytokine un seuil de positivité a 50. En effet, tous
les prélevements de patients dépourvus de lymphome ont une MFI inférieure a 50,
excepté pour le LCR P55bis dont la MFI en IL-10 est de 67,1. Le patient a une
sclérose en plaques progressive primaire avec de multiples Iésions cérébrales a
'IRM.

Au total, sur les 56 prélevements étudiés, 13 ont une MFI supérieure a 50.
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Figure 40 : Représentation des MFI obtenues pour I'lL-10 dans tous les prélevements étudiés
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4.3 Résultats de la mesure de I'lL-10 et de I'lL-6 selon les groupes
pathologiques

4.3.1 IL-10

4.3.1.1 Mesure de I'lL-10 en fonction des groupes pathologiques et des résultats de la
cytométrie en flux
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Figure 41 : Représentation en boites a moustaches des valeurs de MFI en IL-10 dans les groupes de patients
selon le résultat du LCR en cytométrie en flux.

Groupes de patients : 1 : LNH ; 2 : LPSNC ; 3 : Neuro-inflammation et troubles neurologiques divers ; 4 : Maladie
de Waldenstrém, 5 : Oncologie, 6 : Autres pathologies hématologiques.

(-) : Immunophénotypage cellulaire du LCR négatif ; (+) : Immunophénotypage cellulaire du LCR positif

Des taux d’IL-10 supérieurs au seuil de positivité (MFI>50) sont essentiellement
retrouvés dans les groupes dont la cytométrie est positive ainsi que dans le groupe
2-.

Les groupes 1-, 3-, 4-, 5- et 6(-/+) se caractérisent par un taux en interleukine-10
homogéne et inférieur a 50. Le groupe 2- présente un taux d’IL-10 homogene et
supérieur a 50. En revanche, nous remarquons l'importance de I'étendue des
mesures dans les groupes :

=1+ (minimum : 45 et maximum : 613,26) ;

=4+ (minimum : 42,03 et maximum : 1005,74).

Cette étendue de la plage de mesure résulte de la présence de rares patients au
sein du groupe ayant des taux tres élevés d’IL-10. L’analyse de la composition des
groupes est effectuée dans la figure ci-dessous.
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Figure 42 : Représentation des MFI obtenues pour I'lL-10 dans les groupes de patients selon le résultat du LCR
en cytométrie en flux.

Groupes de patients : 1 : LNH ; 2 : LPSNC ; 3 : Neuro-inflammation et troubles neurologiques divers ; 4 : Maladie
de Waldenstrém, 5 : Oncologie, 6 : Autres pathologies hématologiques.

(-) : Immunophénotypage cellulaire du LCR négatif ; (+) : Immunophénotypage cellulaire du LCR positif

Dans le groupe 1-, le prélevement P83 présente une MFI en IL-10 a 50,32, soit
une valeur légérement supérieure au seuil de positivité (MFI IL-10>50). Cette
patiente présente un lymphome de Burkitt pour lequel elle a recu une premiére cure
de chimiothérapie une semaine avant la ponction de LCR.
Dans le groupe 1+, trois prélevements ont une MFI supérieure a 50 :
— Pour le LCR P47, la MFI en IL-10 est mesurée a 53,59. Le patient présente un
lymphome folliculaire diagnostiqué en septembre 2013. La ponction lombaire
a été réalisée en juillet 2016 devant une paralysie des nerfs craniens.

- Pour le LCR P76, la MFI en IL-10 est mesurée a 74,74. La patiente a un
lymphome B diffus a grandes cellules de phénotype centre germinatif (DLBCL
GC) diagnostiqué en juillet 2016. Devant un tableau clinique de syndrome de
la queue de cheval, une rechute neuro-méningée est suspectée et une
ponction lombaire est réalisée en janvier 2017.

- Pour le LCR P99, la MFI en IL-10 est mesurée a 613,26. Ce patient est au
stade diagnostic d’'un DLBCL de phénotype non GC posé sur I'exploration

d’'une masse rétropéritonéale.
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Dans le groupe 2, les quatres prélevements ont une MFI supérieure au seuil de

positivité :

— Pour le prélevement P38, la MFI en IL-10 est de 53,59 et 'immunophénotypage
cellulaire est négatif. Pour le LCR P38bis du méme patient, la MFl en IL-10 est
de 76,1 avec un immunophénotypage cellulaire positif. Les deux LCR ont été
réalisés a 6 jours d’intervalle. Le diagnostic retenu est celui d’'un lymphome
primitif du systéme nerveux central devant les résultats de cytométrie en flux
et la prise de contraste d’'une lésion du vermis cérébelleux a I'lRM. Cette
lésion n’étant pas biopsiable, le diagnostic ne peut pas étre confirmé par
'anatomopathologie.

— Pour le prélevement P84, la MFI en IL-10 est de 61,33 et 'immunophénotypage
cellulaire est négatif. Chez cette patiente, un lymphome intra-oculaire primitif a
été diagnostiqué et traité par une injection intravitréenne de méthotrexate
dans chaque ceil avant la réalisation de la ponction lombaire.

— Pour le prélevement P39, la MFI en IL-10 est de 67,1 et 'immunophénotypage
cellulaire est négatif. La ponction lombaire a été réalisée devant un déficit
moteur complet du bras gauche et en l'absence de traitement (Pas de
chimiothérapie, ni corticoides). Une Iésion fronto-pariétale droite suspecte de
lymphome cérébral est visualisée a I'lRM.

Dans le groupe 3, un seul patient a une MFI supérieure au seuil de positivité. Il

s’agit du patient P55bis décrit dans le paragraphe 4.2.6.
Pour le groupe 4, les résultats des patients sont décrits dans le paragraphe 4.4.
Dans les groupes 5 et 6, nous notons I'absence de positivité du signal en IL-10.

4.3.1.2 Test statistique : IL-10 et groupe de patients

Nous avons réalisé un test exact de Fisher afin d’étudier le comportement des
deux variables suivantes : la répartition du taux d’IL-10 en fonction du seuil de
positivité de la MFI a 50 et la pathologie. L’hypothése HO (ou nulle) stipule que les
deux variables sont indépendantes, c’est-a-dire que la répartition du taux d’IL-10 ne
dépend pas du type de pathologie dont le patient est atteint. Nous comparons les
patients atteints de lymphomes (LNH, LPSNC) au reste de l'effectif. Les patients
atteints de la maladie de Waldenstrdm ont été exclus du test car cette pathologie
présente un profil cytokinique particulier (IL-6>1L-10).

78



IL-10

(<50) 7 31 38

IL-10

550) 8 1 9
15 32 47

Tableau 10 : Tableau de contingence pour I'étude de la répartition du taux d’IL-10 en fonction de la pathologie :
test exact de Fisher

La p-value (1,55.10) est inférieure au seuil de significativit¢ de 0,05. Ainsi,
'hypothése nulle est rejetée. La répartition du taux d’IL-10 dépend significativement
de la pathologie.
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Figure 43 : Représentation en boites a moustaches des valeurs de MFI en IL-6 dans les groupes de patients
selon le résultat du LCR en cytométrie en flux.

L’IL-6 est mesurée dans tous les groupes. Le groupe des patients atteints de la
maladie de Waldenstrdm, pour lesquels un syndrome de Bing Neel est suspecté, a la
médiane de MFI en IL-6 la plus élevée. Celle-ci est de 689,33. En revanche, les
patients suivis aprés leur traitement pour un syndrome de Bing Neel ont une médiane
de MFI en IL-6 la plus basse et de 38,2750.
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4.4 Résultats pour le qgroupe de patients atteints de la maladie de
Waldenstrom

4.4.1 Profils d’expression simultanée de I'lL-6 et de I'lL-10 par prélevement
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Figure 44 : Représentation des MFI obtenues pour I'lL-10 et I'lL-6 dans le groupe des patients atteints de la
maladie de Waldenstrém

(-) : Immunophénotypage cellulaire du LCR négatif; (+) : Immunophénotypage cellulaire du LCR positif

Les données clinico-biologiques et les profils cytokiniques de I'ensemble des
patients atteints de la maladie de Waldenstrém sont en Annexe IV.

Les résultats des examens biologiques complémentaires (Protéinorachie, chaines
légéres libres, immunofixation de I'immunoglobuline monoclonale) réalisés sur les
LCR du groupe de patients atteints de la MW sont présentés en Annexe V.
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4.4.2 Résultats relatifs aux patients suivis pour un syndrome de Bing Neel

MFI IL-6 65,9 36,73 39,82
MFI IL-10 4517 42,41 42,03
Ratio MFI IL-10/IL-6 0,68 NA NA
'”terpéizt('i‘:i‘qi‘; et Positif Négatif Négatif
Résultat de
I'immunophénotypage Négatif Positif Positif
cellulaire
Statut mutationnel du
géne MYD88?%°F Positif Négatif Négatif
dans le LCR
Date du diagnostic de 2006 12/2010 2007
la MW
Localisation neuro- Rémission
Statut de la maladie Progression méningée depuis
exclusive 2012
Date du diagnostic du
Syndrome de Bing 06/2013 12/2010 11/2015
Neel
Date du prélevement 24/11/2014 16/01/2017 06/04/2017
de LCR
Indication du LCR Douleurs atypiques Evaluation Evaluation

4 cures de R-DHAC (Rituximab,
Traitement actuel du  Dexaméthasone, Cytarabine et IBRUTINIB depuis  IBRUTINIB depuis

SBN Carboplatine) et chimiothérapie oct-2015 nov-2015
intrathécale
Conclusion Réfractaire Rémission cliniqgue du Syndrome de Bing

Neel

Tableau 11 : Caractéristiques des patients suivis pour un syndrome de Bing Neel
NA : non applicable (MFI < au seuil de positivité)

Pour le LCR n°A, 'immunophénotypage cellulaire du LCR est considéré négatif
avec moins de 200 lymphocytes analysables. Le profil cytokinique est, lui, positif
avec une MFI en IL-6 & 65,9 et un ratio des MFI IL-10/IL-6 inférieur a 1. Les autres
examens biologiques réalisés sur le LCR retrouvent une positivité du statut
mutationnel du géne MYD88"%%°F et la présence de chaines Iégéres libres Kappa.
L’association aux signes cliniques fait conclure a la persistance du SBN chez cette

patiente.
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Pour les LCR n°74 et n°104bis, les profils cytokiniques ont des MFI en IL-6 et en
IL-10 négatives. L'immunophénotypage cellulaire de ces LCR retrouve la persistance
d’un clone de cellules B monotypiques mais dont la quantité est inférieure a celle du
diagnostic. Ces patients sont en rémission clinique de leur syndrome de Bing Neel

traité par Ibrutinib.
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4.4.3 Résultats relatifs aux patients avec suspicion d’'un syndrome de Bing Neel

MFIIL-6 31,52 1005,74 1005,74 275,41 32,67 689,33
MFIIL-10 39,47 1005,74 129,38 57,58 43,97 91,92
Ratio MFI IL-10/IL-6 NA 1,00 0,13 0,21 NA 0,13
Interprétation du profil -\ i Positi Positi Positi Négatif Positi
cytokinique
Résultat de
l'immunophénotypage Négatif Positif Positif Positif Positif Positif
cellulaire
Statut mutationnel du Donné
géne MYD88 26" Négatif onnee non Positif Positif Positif Positif
disponible
dans le LCR
Date d“g'mos“c 4 422016 11/2009 09/1999 2007 04/2011 04/2010
Rémission Rémission Rémission
Statut de la MW Actif depuis depuis depuis Surveillance  Evolution
2013 2007 2012
Date dg:rl_ec'eF‘{’eme”t 06/01/2017  06/04/2017  1042/2013 04/11/2015 02112/2014  01/11/2016
Douleurs sacro- Déficit neurologique .
. I~ ) o . Persistance
. Myoclonies iliaques prolongé, paresthésies  Neuropathie
Atteinte . — . . de douleurs et
Indication du LCR neurologi diffuses des  bilatérales avec  chroniques des mains et axonale taibl d
cation du eu ?139 Ique quatre irradiation aux des jambes avec sensitive et am efnst:ar es
centrale membres membres prédominance aux motrice . e’ . es
e P inférieurs
inférieurs extrémités
Manifestation
neurologique de
Conclusion la vascularite de Localisation neuro-méningée de la MW : Syndrome de Bing Neel
type Churg and
Strauss

Tableau 12 : Caractéristiques des patients avec suspicion d'un syndrome de Bing Neel
NA : non applicable (MFI < au seuil de positivité)

Les résultats des profils cellulaire et cytokinique sont concordants avec le
diagnostic retenu pour 5 patients sur les 6 testés pour suspicion de SBN.

Pour le LCR n°D, seul le profil cellulaire est concordant avec la présence d’'un
syndrome de Bing Neel (Tableau 9).

Le profil cytokinique n’est pas en faveur de ce diagnostic car les MFIl en IL-6 et IL-
10 sont négatives.

Au total, la présence d’'un syndrome de Bing Neel a été objectivée pour les
patients avec les prélévements suivants : P105, B, P104, D, E et A. L’absence de
SBN a été prouvée pour le prélevement P69 et la rémission de ce syndrome a été

conclue pour les prélevements P74 et P104bis.
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IV Discussion

Les lymphomes cérébraux constituent une urgence diagnostique et thérapeutique.
L’enjeu est d’apporter des arguments biologiques et histologiques afin d’étayer le
diagnostic et d’adapter la prise en charge du patient dans les meilleurs délais. La
difficulté du diagnostic réside dans les polymorphismes de présentation
neuroradiologique et clinique. Le diagnostic de certitude est histologique mais la
biopsie cérébrale est hautement invasive et n’est pas toujours réalisable : petite taille,
localisations profondes et inaccessibles des lésions, risque hémorragique, état
général et comorbidités du patient (87). Les biopsies stéréotaxiques nécessitent du
temps pour I'organisation et la réalisation du geste et la préparation du patient. Elles
présentent un taux d’échec diagnostic de 10 a 35% avec un délai de rendu de
résultat allant de 48 a 72 h en dehors de la méningite lymphomateuse (88). Au
contraire, la ponction lombaire est réalisable dans un délai plus court au lit du patient,
apres avoir vérifié 'absence de contre-indication du geste. La cytométrie en flux, 12
parameétres, réalisée sur le liquide céphalo-rachidien permet de rendre un résultat
dimmunophénotypage dans un délai presque aussi court que I'examen
morphologique. En effet, la réalisation technique de 'immunomarquage des cellules
du LCR nécessite moins de 2 heures. Le but de cet examen est de détecter et de
caractériser la présence d'une infiltration lymphoide maligne que celle-ci soit
d’origine primitive ou secondaire.

Les situations suivantes permettent d’éviter la biopsie cérébrale en présence de
signes radiologiques évocateurs :

- Si l'atteinte méningée est documentée en cytométrie en flux ou en cytologie sur

le LCR;

— Si l'atteinte oculaire est prouvée en cytométrie en flux ou en cytologie sur le

liquide du vitré ou la biopsie du vitré.

La cytologie a été réalisée sur 45 des 56 préléevements étudiés, soit pour environ
80% des prélevements. L’approche cytologique a permis de conclure a un
envahissement lymphomateux pour 3 prélévements (6,7%), a rendu une forte
suspicion de cellules tumorales pour 2 prélevements (4,4%) et est négative pour 40

prélevements (88,9%).
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Dans notre étude, la cytométrie en flux détecte une population anormale pour 14
des 56 prélevements (25%). L’amélioration de la détection des cellules
lymphomateuses par la CMF est en accord avec les données de la littérature pour
l'identification des envahissements leptoméningés. L’étude de Quijano et al. rapporte
la positivité de 6% des LCR en cytologie et de 22% en cytométrie (89). Ces
pourcentages sont en accord avec les résultats de notre série de prélevements.

Sur les 45 prélevements ou une approche conjointe en cytologie et en cytométrie
en flux a été réalisée, 8 prélevements sont positifs en CMF (17,8%). Parmi eux, nous
retrouvons les 2 prélévements avec une forte suspicion de cellules tumorales en
cytologie (P76 et P104) et le seul prélevement pour lequel la cytologie et la
cytométrie sont positives (P99).

Sur les 37 prélevements négatifs en CMF, 2 sont positifs en cytologie. Il s’agit
d’'une patiente atteinte d’'un lymphome de Burkitt (P83) et d’un autre patient atteint
d’'un adénocarcinome bronchique (P68). Les caractéristiques immunologiques des
cellules cohésives métastatiques des tumeurs extra-hématopoiétiques ne sont pas
explorées par notre panel lymphoide B mature. En ce qui concerne les
lymphoblastes du lymphome de Burkitt, il s’agit de cellules lymphoides moins
différenciées n’exprimant pas systématiquement a leur surface les chaines Iégeres
Kappa ou Lambda. Afin didentifier ces chaines légéres, il faut adapter la
méthodologie et réaliser une perméabilisation des cellules pour faire un marquage
intra-cellulaire. La perméabilisation cellulaire est effectuée lorsqu’'un lymphome de
Burkitt est suspecté ou lorsque I'expression des chaines légeéres est faible et ne
permet pas de déterminer la nature de la monotypie. Les deux échecs de la
cytométrie en flux sont donc liés a la non-adaptation des anticorps du panel. Celui-ci
étant orienté pour lidentification des syndromes lymphoprolifératifs matures. La
recherche de cellules métastatiques dans le LCR par une approche en CMF a été
décrite. Elle nécessite un panel orienté en fonction des marqueurs exprimés par les
cellules métastatiques : CD56, gangliosides GD2 et GD3, CD9, CD81 et CD90. Le
marqueur CD45 n’est pas exprimé par les cellules métastatiques et permet de les
distinguer des cellules leucocytaires exprimant le CD45. (90-93)

Au total, 18 patients de notre étude ont une localisation cérébrale documentée par
la cytologie et/ou par la cytométrie en flux et/ou par I'histologie apres biopsie. Parmi
eux, 4 localisations n’ont pu étre prouvées ni par la cytologie, ni par la cytométrie en

flux.
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Il s'agit :

(1) D’un cas de DLBCL lié a 'EBV diagnostiqué chez un patient séropositif ayant
bénéficié d’une seule ponction lombaire. Une contamination sanguine du LCR est
constatée en CMF (P102) ;

(2) D’un cas de lymphome primitif du SNC non objectivé sur la premiere ponction
lombaire. L'immunophénotypage montre la présence de cellules B monotypiques
Kappa mais en nombre insuffisant pour affirmer avec certitude une localisation
neuro-méningée (P38). Une seconde PL réalisée 6 jours aprés s’est avérée positive
en CMF (P38bis). La biopsie cérébrale n’est pas réalisable chez ce patient en raison
de la localisation de la masse tumorale dans le vermis cérébelleux ;

(3) D’un cas de lymphome intra-oculaire primitif pour lequel la ponction lombaire
est réalisée aprés une premiéere prise en charge thérapeutique de la localisation
oculaire par une injection intravitréenne de méthotrexate dans chaque oeil. Le
classement en lymphome oculo-cérébral est effectué devant I'hyperprotéinorachie et
I'élévation de la béta-2-microglobuline dans le LCR (P84) ;

(4) D’'un lymphome primitif du SNC pour lequel 'immunophénotypage du LCR
présente un nombre insuffisant d’événements. La biopsie a permis le diagnostic d’'un
lymphome DLBCL type ABC (P39).

Ces 4 observations constituent des «faux négatifs ». Pour 2 des 4 «faux
négatifs » (P38 et P39), une quantité insuffisante de cellules analysables est a
l'origine de la perte de sensibilité de la CMF. En effet, la sensibilité de la cytométrie
en flux est conditionnée par le volume et la cellularité du LCR examiné. La fiabilité de
'examen du LCR est conditionnée par la quantité de LCR étudiée. Un volume de
LCR de 2 a 3 mL est rapporté comme nécessaire a une bonne sensibilité de
'analyse (89). Dans les deux cas (P38 et P39), nous n’avons pu travailler que sur un
millilitre de LCR.

La paucité cellulaire peut également étre expliquée par le délai d’acheminement
du prélevement responsable de la lyse cellulaire. En effet, la fragilité des cellules et
la faible viabilité des cellules tumorales en dehors de leur environnement ont été
rapportées (94). Afin d'augmenter la sensibilité de I'examen, il a été montré l'intérét
de la réalisation d’'une seconde ponction lombaire dans un délai rapproché (moins
d'une semaine) en cas de négativité de la premiére PL et de signes cliniques

évocateurs d’'une localisation cérébrale. En effet, la sensibilité de I'analyse du LCR
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passe de 45-70% pour la premiere ponction lombaire a une sensibilité de 77-90%
pour la seconde ponction lombaire (95).

Aucun cas de «faux positif » n'a été détecté dans notre série traduisant la
spécificité du panel d’anticorps utilisé et de la méthodologie.

Notre étude, comme d’autres études précédentes, confirme le gain important
gu’amene la CMF dans la sensibilité de détection des cellules lymphomateuses dans
le LCR par rapport a la cytologie (89,96—100). En revanche, 'orientation spécifique
de la CMF ameéne le risque de ne pas détecter des cellules de tumeurs solides. I
apparait ainsi que la cytologie et la cytométrie en flux sont deux méthodes
complémentaires. La CMF étant plus sensible mais non exhaustive dans la détection
des différents types de cellules tumorales.

Comme nous l'avons vu précédemment, la principale cause d’échec dans la mise
en évidence de cellules lymphomateuses dans le LCR est consécutive a la faible
cellularité des prélevements. De ce fait, des méthodes d’identification indirecte de
marqueurs tumoraux se sont développées. Parmi elles, les plus prometteuses sont
les dosages de cytokines et d’ADN tumoraux libres.

Le dosage de cytokines est réalisable par plusieurs méthodes. La plus ancienne
est 'ELISA et représente le « gold standard » du dosage de protéines. Une étude
publiée au « Journal of Biomolecular Screening » en 2010 a comparé I'ELISA aux
autres technologies récemment développées : Cytometric Bead Array (CBA) et les
kits Luminex®. Des coefficients élevés de corrélation sont observés entre 'ELISA et
chacune des autres méthodes (101).

Dans ce travail, nous avons utilisé la méthode CBA pour réaliser les profils
cytokiniques des LCR étudiés. Cette méthode présente I'avantage de pouvoir doser
jusqu’a 30 cytokines simultanément en utilisant 50 pL de LCR alors que I'ELISA
nécessite 200 pyL de prélevement pour le dosage d’'une cytokine. La méthode CBA
multiplexe présente un nombre de manipulations réduit et un gain de temps
significatif (102,103). Cette méthode a été initialement développée et adaptée pour
doser des cytokines présentes dans le sérum, le plasma et les surnageants de
cultures cellulaires. Les panels des kits de la marque BD® permettent d’explorer la
synthése des cytokines pour différentes réponses cellulaires. La réponse

lymphocytaire T de type Th1/Th2 est explorée par le dosage de I'lL-2, I'lL-4, I'IL-6,
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lIL-10, le TNF, P'IFN gamma. Une réponse de type inflammatoire est plus
spécifiquement recherchée par le dosage de I'lL-1B3, I'lL-6, le TNF et I'lL-12p70.

L’étude de Whitcup et al., publiée en 1997, montre pour la premiere fois une
corrélation entre des taux élevés d’lIL-10 mesurés par ELISA dans le LCR et la
localisation d’un lymphome primitif du SNC. En effet, les auteurs montrent que la
probabilité de détecter des cellules lymphomateuses dans le LCR est d’autant plus
grande que le taux d’IL-10 mesuré dans le LCR est élevé. En revanche, I'lL-6 peut
étre mesurée a des taux significatifs pour des pathologies a composante
inflammatoire. (104) Dans la maladie de Waldenstrém, les lymphoplasmocytes
sécrétent de I'lL-6 a un taux important ainsi que de I'lL-10 (105). Le kit retenu est
donc celui explorant la réponse inflammatoire grace a I'lL-1B, I'lL-6, le TNF et I'lL-
12p70 et dosant I'lL-10 comme marqueur de cellules tumorales. La synthese d’IL-8
est également mesurée par ce Kkit.

Plusieurs études ont confirmé l'intérét du dosage cytokinique comme marqueur de
cellules tumorales. L’étude de Sasayama et al., réalisée en méthode ELISA, rapporte
des valeurs médianes en IL-10 de 42 pg/mL et en IL-6 de 6,8 pg/mL pour le groupe
des patients avec LPSNC (n=26). Le seuil de positivité est a 9,5 pg/mL. (106)
L’étude de Nguyen-Them et al. détecte avec la méthode CBA des valeurs médianes
en IL-10 de 130 pg/mL et en IL-6 de 9 pg/mL dans les cas de LPSNC avec infiltration
du LCR par des cellules lymphomateuses (n=29). Le seuil de positivité est supérieur
ou égal a 4 pg/mL (107). L’étude de Song et al. utilise la technique
d’électrochimioluminescence (ECLIA) et trouve une valeur médiane en IL-10 de 74,7
pg/mL dans le LCR des patients avec un LPSNC (n=22). Le seuil de positivité est a
8,2 pg/mL (108).

Au total, ces études montrent qu’a I'état physiologique il 'y a pas ou peu de
synthése d’IL-10 au niveau du SNC et que le taux d’'IL-10 est significativement plus
élevé dans les cas de lymphomes primitifs du SNC comparativement aux pathologies
neuro-inflammatoires, neuro-infectieuses, démyélinisantes et aux autres tumeurs
cérébrales (106—108).

Un seuil de détection sensible, capable de mesurer les basses concentrations, est
donc nécessaire pour le diagnostic des localisations cérébrales. Il doit étre voisin de
5 pg/mL en regard des seuils de positivité des différentes études. Le kit que nous

avons retenu a une gamme d’étalonnage allant de 0 a 5000 pg/mL et est adapté aux
88



cytomeétres de la marque BD®. Nous avons di adapter les voltages du cytomeétre
Navios™ a ce kit et définir des nouvelles concentrations pour les points de la gamme
d’étalonnage afin de se situer dans l'intervalle de mesure des concentrations en IL-
10 et en IL-6 retrouvées dans le LCR. Les nouvelles concentrations de la gamme
d’étalonnage vont de 0 a 156,25 pg/mL. Un des buts des réglages du cytomeétre est
d’obtenir une bonne séparation des différents types de billes anti-cytokines dans le
canal FL6. Les figures 15 et 16 montrent la résolution de séparation des différentes
populations de billes. Ceci est un premier critére de validation pour I'utilisation d’une
méthode multiplexe. Secondairement, nous avons vérifié que la valeur en MFI du
signal de fluorescence mesuré dans le canal FL2 augmentait proportionnellement a
la concentration des points de la gamme d’étalonnage. Le réglage du voltage du
canal FL2 nous a permis d’avoir un signal spécifique et significativement différent du
bruit de fond avec une amplitude dynamique du signal couvrant nos différents points
de gamme. Les figures 16 et 17 montrent que le réglage retenu permet de mesurer
des signaux correspondant aux points de gamme allant de 0 a 156 pg/mL. Les
réglages des canaux FL2 et FL6 du cytométre Navios™ attestent de la capacité a
mesurer des MFI comme dans les études réalisées avec la méthode CBA
(fournisseur BD®) sur des cytomeétres BD®. De plus, la sensibilité de la méthode a
été améliorée en adaptant les conditions opératoires. L’agitation a permis
d’augmenter significativement la valeur de la MFI du signal en FL2,
proportionnellement a la concentration en cytokines, en favorisant la rencontre des
cytokines avec les billes de capture. L’agitation est préconisée a différents moments
de la technique afin d’éviter que les billes de capture ne sédimentent. Elle est
également primordiale au moment de I'acquisition. Celle-ci est décrite dans la notice
du fournisseur pour la réalisation de la technique CBA en microplagues et nous
lavons transférée a la méthode en tubes. Une autre étude a également montré
I'intérét de I'agitation (103). Un autre paramétre améliore la spécificité de la réaction
antigéne-anticorps, il s’agit de I'incubation en deux temps (Figure 24). Elle est décrite
avec l'utilisation de la méthode CBA et avec la possibilité de réaliser un lavage aprés
la premiére période d’'incubation (103).

Les courbes de calibration de chaque cytokine ont été réalisées sous ces deux
conditions et ont montré la reproductibilité de la méthodologie (Figure 26). Celle-ci
est essentielle a I'extrapolation correcte des résultats. Pour la validation de la

quantification des cytokines en concentration (pg/mL), nous avons utilisé un standard
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externe en IL-6. L’extrapolation du résultat des MFI vers un résultat en concentration
n'a pas permis de retrouver la concentration théorique de 100 pg/mL mais une
concentration mesurée de 68 pg/mL. Cette erreur systématique s’est reproduite de
facon similaire pour une concentration théorique de 10 pg/mL mesurée a 6,8 pg/mL
(Figure 30). La non-corrélation entre la concentration théorique et la concentration
mesurée montre I'absence de récupération totale de la concentration du standard
externe annoncée par le fournisseur. Ceci peut étre lié au mode de production du
standard externe dans un systéme cellulaire procaryote d’Escherichia coli qui peut
étre différent de celui des cytokines de la gamme de calibration (109). Les
caractéristiques antigéniques des épitopes des protéines recombinantes pouvant
étre partiellement différentes. L’'IL-6 humaine, produite dans un systéme cellulaire
eucaryote, est cependant détectée par notre méthode dans le LCR des patients
atteints d’'un syndrome de Bing Neel (Figure 44). Ceci confirme que la spécificité de
I'anticorps anti-IL-6 du kit est bonne. Cependant, la concentration exacte ne peut étre
rendue avec précision puisque nous ne disposons pas d’une solution standard
d’origine humaine pour valider une récupération a 100%. Aussi, nous avons décidé,
pour chacune de nos mesures, d’utiliser uniquement la valeur en MFI du signal pour
l'interprétation des résultats.

Dans un contexte pathologique, la réponse immunitaire mise en place au niveau
du SNC se reflete au niveau du profil cytokinique du LCR, celui-ci variant selon la
répartition lymphocytaire visualisée sur 'immunophénotypage cellulaire. Les profils
cytokinique et cellulaire du LCR doivent étre interprétés parallélement.

L’interleukine-12p70 n’est détectée dans aucun des LCR de notre étude et tres
peu d’études ont cherché a la doser dans ce milieu réactionnel. L'étude de Bielekova
et al. s’est intéressée au dosage d'une combinaison de biomarqueurs de
inflammation intrathécale dans le LCR par la méthode CBA et par ELISA. Parmi ces
biomarqueurs, I'lL-12p70 a été mesurée par la méthode CBA et n’est détectée dans
aucun des LCR. En revanche, une concentration significativement plus élevée en IL-
12p40 a été mise en évidence par la méthode CBA dans le LCR des patients ayant
une SEP de forme récurrente-rémittente, comparativement aux autres groupes.

Les auteurs ont souhaité déterminer l'origine de I'lL-12p40, qui est une des deux
sous-unités de I'lL-12p70, avec I'lL-12p30. Devant I'absence de détection de I'lL-
12p70 et de I'lL-23, les auteurs ont conclu que I'lL-12p40 mesurée provenait soit du

monomere, soit de 'homodimeére : I'lL-12p80 (110). L’activité biologique propre de
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I'IL-12p40 est évoquée par certaines études (111,112). Ces informations soulévent la
problématique de la stabilité de I'lL-12p70 sous forme d’hétérodimere dans le LCR et
peut expliquer 'absence de détection d’IL-12p70 dans le LCR de nos patients ayant
une pathologie neuro-inflammatoire.

Le Tumor Necrosis Factor est détecté dans un seul de nos LCR (P105). Le TNF
est détecté dans le surnageant des lignées cellulaires de la maladie de Waldenstrém
(113). En revanche, I'étude de Song et al. ne détecte pas de TNF a un taux
significatif dans les LCR des patients atteints d’un lymphome primitif du SNC avec ou
sans localisation lymphomateuse intraoculaire ni dans le groupe des patients atteints
de neuro-inflammation (4,0 a 10,3 pg/mL, seuil de positivité a 9,2 pg/mL). La
présence de TNF dans le LCR semble corrélée avec une pathologie neuro-
infectieuse, les valeurs de TNF oscillant entre 4,3 et 50,1 pg/mL (108). Le seul
patient de notre cohorte avec une pathologie neuro-infectieuse correspond au LCR
P51. Une neuro-aspergillose a été diagnostiquée chez ce patient atteint d’'une LLC.
Le LCR présente cependant une MFI du TNF négative.

L’interleukine-13 est une cytokine pro-inflammatoire détectée dans un seul LCR
(P28) d’'une patiente atteinte d'une SEP de forme récurrente-rémittente. Les trois
autres patients ayant une SEP ont des taux d’IL-13 indétectables. L’étude de Stoeck
et al. s’est intéréssée au dosage de cytokines pro- et anti-inflammatoires dans le
LCR de patients atteints de la maladie de Creutzfeldt-Jacob, de maladies neuro-
inflammatoires (SEP, vascularite cérébrale, inflammation chronique du SNC...) et de
patients contréles. Le dosage d’IL-1B par ELISA s’est révélé négatif dans tous les
LCR de cette étude (114). Une étude a réussi a détecter de I'lL-13 dans le LCR de
patients atteints d’'une encéphalite a herpésvirus humain-6B a un taux moyen
significativement plus élevé (0,2 pg/mL) que dans le groupe contréle (0 pg/mL) (115).
La technologie Luminex® utilisée présente une sensibilité importante nécessaire a la
détection des faibles concentrations en IL-1B3. Cependant, elle nécessite de disposer
d’'un appareillage Luminex® spécifique.

Au total I'lL-12p70, le TNF et I'll1-B n’apparaissent pas comme des marqueurs
optimaux que ce soit pour la mise en évidence de localisations neuromeningées de
cellules lymphomateuses ou de pathologies neuro-dégénératives ou neuro-
inflammatoires. La substitution de ces trois cytokines dans un kit multiplexe par

d’autres marqueurs plus informatifs présenterait un intérét.
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L'interleukine-8 est détectée dans tous les LCR de notre étude avec des valeurs
de MFI trés variables allant de 55 a 1005,74. Dans I'étude de Song et al., I'étendue
des valeurs en IL-8 est également importante et va de 17,0 a 7500 pg/mL tous
groupes confondus. Cependant, leur étude a mis en évidence un taux d’IL-8
significativement plus élevé dans le groupe des neuro-infections par rapport aux
groupes des maladies démyélinisantes et des LNH systémiques (108). Les
propriétés inflammatoires de I'lL-8 ont été mises en évidence par plusieurs études
(108,110,114). Notre étude n’a pas permis d’établir de corrélation entre les variations
des taux d’IL-8 et un état pathologique. L’interleukine-8 est synthétisée et libérée par
différents types cellulaires dont les principaux sont les macrophages, les monocytes,
les lymphocytes, les polynucléaires neutrophiles, les cellules endothéliales et les
astrocytes (79). Cette cytokine pléiotropique, retrouvée a un taux élévé dans le LCR,
peut traduire un délai d’acheminement long. En effet, les polynucléaires neutrophiles
se lysent rapidement et relarguent de I'lL-8 dans le LCR. L’étude de Stoeck et al.
détecte des taux faibles d’'IL-8 dans le groupe contrle, I'explication pourrait étre la
condition d’acheminement du LCR dans de la glace et sa congélation immédiate a -
80°C (114). Ceci n’était pas réalisable en routine afin de préserver les cellules pour
limmunomarquage.

L’interleukine-10 est rapportée dans de nombreuses études comme un
biomarqueur fiable et robuste des cellules tumorales (104,106—108,116—118).
L’étude de Rubenstein et al. démontre que la détection de I'lL-10 associée a la
chimiokine CXCL13 sont des biomarqueurs utiles au diagnostic des lymphomes
primitifs du SNC (117). Notre étude confirme l'intérét du dosage de I'lL-10. En effet,
dans le groupe des LPSNC et des LNH, le taux d’IL-10 est mesuré a un taux
significativement supérieur a celui des autres groupes (Tableau 10). Le profil
cytokinique constitue un apport diagnostique pour deux patients ou la cytologie et la
cytométrie sont négatives dans un contexte de LPSNC. Le patient avec le LCR P38 a
un taux d’IL-10 supérieur au seuil de positivité (MFI en IL-10 de 53,59) sur la
premieére ponction lombaire. Cette élévation du taux d’IL-10 montre lintérét de
poursuivre les examens.

La seconde ponction lombaire, positive en CMF, montre un taux plus important en
IL-10 (MFI en IL-10 de 76,1). Cette observation indique que le taux en IL-10 est
corrélé a la quantité de cellules lymphomateuses dans le LCR comme le montre

'étude de Song et al. En effet, seulement deux des 22 patients du groupe des
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LPSNC de cette étude ont une atteinte leptoméningée prouvée a la fois par la
cytologie et la cytométrie en flux du LCR. La concentration en IL-10 est supérieure a
1000 pg/mL (108). La détermination de la fréquence de I'atteinte leptoméningée dans
les LPSNC a fait I'objet de nombreuses études dont les résultats varient de 15 a 42%
(60,119). L’incidence de la présence de cellules lymphomateuses dans le LCR
semble liée a la localisation de la masse tumorale et a la détectabilité des cellules
lymphomateuses par les méthodes diagnostiques utilisées (120). En effet, parmi les
20 cas sans atteinte leptoméningée prouvée, les patients ont des localisations
diverses et profondes du LPSNC : ganglions de la base, corps calleux, ventricule
latéral, lobe temporal, lobe pariétal et lobe frontal. Des taux d’IL-10 sont positifs dans
18 des 20 prélevements (108). Un cas similaire est observé dans notre étude pour la
patiente avec le LCR P39 présentant une Iésion fronto-pariétale droite. La cytologie
et la cytométrie en flux de ce LCR sont négatives et la MFI en IL-10 est positive (MFI
en IL-10 de 67,1). Le taux d’'IL-10 permet donc de rattraper des cas de « faux
négatifs » en association avec limagerie cérébrale (116). La mesure de l'lL-10
présente un intérét majeur en I'absence de cellules détectables en cytologie et en
CMF (108).

Dans notre étude, un « faux-positif » en IL-10 est constaté. |l s’agit d’'un patient a
la phase aigué d’'une poussée de la SEP avec une MFI en IL-10 supérieur a la limite
de positivité. Parallelement, des taux élevés d’IL-6 et d’IL-8 sont mesurés dans son
LCR (P55bis). L'interleukine-10 posséde une activité anti-inflammatoire importante et
peut étre synthétisée en réponse a une production excessive d’IL-6 (83). Pour cette
raison, le ratio IL-10/IL-6 est utilisé dans plusieurs études pour améliorer la sensibilité
de l'analyse (108,121). Pour le LCR P55bis, la MFI en IL-6 (1005,74) est largement
supérieure a la MFI en IL-10 (71,6) et le ratio des MFI IL-10/IL6 est inférieur a 1.
Ainsi, le ratio IL-10/IL6 permet d’infirmer la présence de cellules lymphomateuses et
I'étiologie inflammatoire est retenue. Lorsque ce ratio est supérieur a 1, il oriente
vers une pathologie tumorale du SNC puisque le taux d’lIL-10 est supérieur au taux
d’'IL-6. Dans I'étude de Song et al., un ratio supérieur a 1 est observé uniquement
dans le groupe des LPSNC et cing patients ont un taux d’IL-10 positifs en dehors
d’'un contexte de LPSNC mais avec un ratio IL-10/IL-6 inférieur a 1. Il s’agit de

patients présentant une neuro-infection avec des taux élevés d’IL-6 (108).
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L’interleukine-6 est une cytokine inflammatoire et est mesurée a un taux élevé
dans les LCR de patients avec un diagnostic de syndrome de Bing Neel (Figure 43).
La médiane des MFI en IL-6 dans ce groupe de patients est de 689,33.

En effet, la synthése d’IL-6 par les cellules lymphoplasmocytaires a été montrée
lors de I'étude du transcriptome dans la MW (24). Un seul LCR de ce groupe a une
MFI en IL-6 négative. Il s’agit du LCR D pour lequel le diagnostic de SBN a été
retenu devant la positivité de plusieurs examens réalisés sur le LCR : cytométrie en
flux, statut mutationnel du géne MYD88-?*" et dosage des chaines légéres libres
Kappa (Tableau 12, Annexe IV, Annexe V). Cette mutation MYD88%%°" est positive

dans les prélevements ou un syndrome de Bing Neel est diagnostiqué. Plusieurs
études ont montré l'intérét de rechercher le statut mutationnel du géne MYD88-%%°F
dans le LCR comme biomarqueur diagnostique d’'un syndrome de Bing Neel
(26,122). Notre étude montre que la positivité de cette mutation est corrélée a la
synthése d’IL-6 et d’'IL-10, excepté dans le cas du prélevement D. La négativité en
cytokines de ce prélevement peut étre liée a un probléeme dans la prise en charge
pré-analytique du prélevement. L’hypothése de I'absence de sécrétion d’IL-6 par les
cellules lymphomateuses est peu probable en raison de la positivité de la mutation
MYD88"2%°"

Deux des patients de notre étude traités par lbrutinib (P74 et P104bis) ont des MFI

en IL-6 et en IL-10 négatives et la recherche de la mutation MYD88-2%°"

est négative.
Ces observations sont liées au mécanisme d’action de la molécule de I'lbrutinib qui
est un inhibiteur de la Bruton tyrosine kinase (BTK). La voie de signalisation NFkB
est alors inactivée par cette thérapie ciblée (Figure 6). La premiére réponse au
traitement est une réponse moléculaire et se traduit par I'arrét de la sécrétion des
cytokines. Nous observons une perte de fonctionnalité des cellules tumorales. La
réponse pharmacologique a ['lborutinib est de type « cytostatique » puisque les
cellules ne sont pas détruites rapidement ni éliminées totalement du LCR. Dans les
deux prélevements, un clone tumoral résiduel est détecté en cytométrie en flux
(Tableau 9).

Les cytokines constituent un marqueur de suivi important et peuvent annoncer la
rechute d’une localisation cérébrale. Pour la patiente avec le LCR A, nous
constatons la réascencion du taux d’IL-6 avant la positivité en CMF du LCR (Tableau
11, Annexe [V). Linterprétation de I'ensemble des données clinico-biologiques a

conduit au diagnostic de rechute du syndrome de Bing Neel.
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La particularité du profil cytokinigue de la maladie de Waldenstrom permet de
distinguer un syndrome de Bing Neel par rapport a une localisation cérébrale de type
DLBCL. En effet, pour la patiente B aux antécédents de lymphome B diffus a
grandes cellules et de maladie de Waldenstrém, les signes neurologiques pouvaient
annoncer la rechute de I'une ou l'autre de ses pathologies. La synthése d’IL-6 étant
supérieure a celle en IL-10, le diagnostic s’oriente vers le diagnostic d’'un syndrome
de Bing Neel. Dans les localisations neuro-méningées secondaires des DLBCL (P99,
P76), la synthése d’IL-10 est supérieure a celle de I'lL-6. La MFI en IL-10 la plus
élevée est d’ailleurs mesurée pour le patient P99 dont la biopsie de la masse
rétropéritonéale est celle d’'un DLBCL de type ABC. La synthése d’IL-10 provient des
cellules tumorales comme pour les LPSNC, qui sont des DLBCL pour plus de 95%
d’entre eux (56). L’étude de Sasagawa et al. a également observé une élévation du
taux d’IL-10 a la fois dans les localisations cérébrales primitives de type LPSNC mais
également dans les localisations cérébrales secondaires des lymphomes diffus a
grandes cellules B (118).
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V Conclusion

Notre étude a confirmé I'apport d’'une approche en cytométrie en flux dans le
diagnostic des localisations cérébrales primitives et secondaires des lymphomes.
L’immunophénotypage cellulaire s’adapte a la détection des localisations cérébrales
leptoméningées qui sont plus fréquentes en cas de localisations secondaires. Dans
notre étude, 78% des patients avec atteinte lymphomateuse neuroméningée ont un
immunophénotypage cellulaire positif. Toutefois la sensibilité dans la détection des
cellules lymphomateuses dépend étroitement du respect des conditions pré-
analytiques : volume de prélevement, délai d’acheminement. Dans les cas ou la mise
en évidence de cellules lymphomateuses en cytométrie en flux et en cytologie est en
défaut, le dosage des cytokines a montré un intérét complémentaire pour orienter le
diagnostic de plusieurs patients. Il s’agit de patients présentant un lymphome primitif
du SNC pour lesquels latteinte leptoméningée est difficile a objectiver et dont
l'incidence est variable. Ce travail montre la possibilité de réaliser cette technique
robuste en routine de laboratoire. Notre étude montre que la mesure multiplexe par
méthode CBA de [l'IL-8, de I'lL-10 et de I'IL-6 permet de déterminer un profil
cytokinique évocateur d’'un syndrome de Bing Neel ou d’'un lymphome primitif du
SNC méme en l'absence d’immunophénotypage cellulaire positif. Cette technique
doit étre faite en deuxieme intention aprés limmunophénotypage cellulaire et
s’apparente a la fois a une méthode de confirmation de limmunophénotypage
cellulaire mais aussi a une méthode diagnostique quand celui-ci est en défaut. La
méthode CBA présente I'avantage, par rapport a 'ELISA, d’étre multiplexe mais
notre étude a montré que dans le panel cytokinigue commercialisé, les trois
cytokines IL-12p70, IL-18 et TNF présentent peu d’intérét diagnostique. Afin
d’augmenter la spécificité de ce profil, ces cytokines pourraient étre remplacées par
d’autres cytokines ou chimiokines : CXCL13, la forme soluble du récepteur a
l'interleukine 2.

Cette approche associant une exploration cellulaire au dosage de biomarqueurs
solubles permet d’améliorer la sensibilité dans la détection des localisations
neuroméningées des lymphomes qu’ils soient primitifs ou secondaires.

Chacune des deux approches renforce les arguments en faveur d’'un diagnostic
positif dans les formes ou chaque technique prise isolément n’aurait pas permis

d’affirmer le diagnostic.
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Le dosage des cytokines apparait aussi relevant dans I'évaluation et le suivi des
traitements des localisations cérébrales des lymphomes. En effet, plusieurs études
ont montré que I'élévation du taux d’'IL-10 au cours du suivi de patients avec un
LPSNC a précédé la rechute du lymphome. Pour les patients sous lbrutinib, la
négativité des taux d’IL-6 et d’IL-10 montre I'action ciblée de I'lbrutinib empéchant la
sécrétion de cytokines et la prolifération des cellules lymphomateuses.
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VIl Annexes

1 Annexe | : Valeurs des MFI de chaque point de la gamme d’étalonnage
obtenues pour chacun des Kkits.

Expérience 14

IL-1R 31,52 39,82 4725 60,78 8554 131,73 214,1 427,95
TNF 28,04 31,52 3357 4128 5359 7474 1151 223,95
IL-12p70 31,8 36,4 39,11 50,32 67,1 98,78 166,43 298,64
IL-8 33,27 40,91 4725 62,44 84,78 130,55 221,94 409,13
IL-6 28,81 36,07 4128 5456 78,18 121,48 210,28 384,17
IL-10 43,18 51,69 58,1 74,08 101,48 156,28 272,95 503,16

Expérience 18

IL-1R 29,07 36,73 4397 56,05 796 127,07 210,28 416,56
TNF 25,63 29,33 3327 4055 52,16 78,89 125,93 230,07
IL-12p70 2729 32,09 37,73 46,82 6357 98,78 153,49 2855
IL-8 30,68 38,07 44,36 57,58 79,6 129,38 214,1 404,84
IL-6 26,09 32,97 39,82 53,11 74,74 124,81 2084 380,73
IL-10 39,47 4767 55,05 71,46 101,48 163,47 268,06 503,16

2 Annexe Il : Répétabilité et reproductibilité des moyennes de I'intensité
de fluorescence (MFI) mesurées dans les échantillons patients

2.1 Répétabilité des MFI mesurées pour les six cytokines dans les trois
échantillons de patients testés en double, a partir du logiciel FCAP Array™

IL-18 30.96 30.68 38.07 32.67 31.24 33.87
TNF 27.29 26.57 29.86 25.86 27.29 28.29
IL-12p70 29.6 28.81 33.27 29.07 30.13 31.8
IL-8 295.96 282.95 164.94 157.69 635.72 630.03
IL-6 137.79 127.07 45.58 40.55 137.79 142.83
IL-10 42.41 42.03 44.76 41.66 42.8 44.76
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2.2 Reproductibilité des MFI mesurées pour les six cytokines dans le LCR
P70 dans deux expériences différentes, a partir du logiciel FCAP Array™

oroknes PO P

L-1g 31.8 32.09
TNF 27.29 27.05
IL-12p70 30.68  30.68
IL-8 796.02  670.97
IL-6 67.7 64.73
IL-10 46.4 43.97

3 Annexe lll : Reconstitution IL-6 (20ug)

Stockage : congélation a -80°C
Reconstitution : centrifuger le flacon avant de l'ouvrir (500 tours/min pendant 5

minutes). Dissoudre le produit dans une solution d’acide chlorhydrique 10 mM
contenant 0,1% de sérum albumine bovine (BSA) a au moins 0,1 mg/mL en faisant
glisser la solution le long des parois du flacon. Ne pas vortexer. Conserver a 2-8°C
pendant un mois ou de -20 a -80°C jusqu’a trois mois. Eviter les cycles répétés de
congélation-décongeélation.

1) Etape préliminaire : préparation de la solution HCI 10mM :

200 pL HCI 1M + 19,780 mL H»0 + 20 L BSA (Solution 1)

2) Solubilisation des 20 pg d’IL-6 dans 200 uL de la solution 1 (Solution 2 a
0,1pg/uL ou 100 pg/mL)

Aliquots congelés : 160 pL de la solution 2 (2x50 pL, 1x60 pL)

Dilutions de I'lL-6 reconstituée (Stemcell 20uq)

Prendre 50uL d’'un aliquot congelé de la solution mére a 0,1ug/uL et réaliser
’homogénéisation de la solution. Veillez a attendre quelques minutes entre chaque
dilution et a bien homogénéiser les solutions.

1) Mettre les 50uL de solution mére dans 450uL d’Assay Diluent G (Solution A a

10pg/mL)

2) Mettre 20uL de solution A dans 180uL d’Assay Diluent G (Solution B a
1pg/mL)

3) Mettre 20uL de solution B dans 180uL d’Assay Diluent G (Solution C a
0,1pg/mL = 100ng/mL)
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4) Mettre 20uL de solution C dans 180uL d’Assay Diluent G (Solution D a
10ng/mL)

5) Mettre 20uL de solution D dans 180uL d’Assay Diluent G (Solution E a
1ng/mL)

6) Mettre 20uL de solution E dans 180uL d’Assay Diluent G (Solution F a
0,1ng/mL = 100pg/mL)

7) Mettre 20uL de solution F dans 180uL d’Assay Diluent G (Solution G a
10pg/mL)
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P104bis

06/01/2017

06/04/2017

10/12/2013

04/11/2015

02/12/2014
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16/01/2017

06/04/2017
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18/10/1936

08/09/1945
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E

F

M

Maladie de Suspicion d'un
Waldenstrém syndrome de Churg- CMF POSITIVE :
diagnostiquée en Strauss ou de Bing Neel CMF NEGATIVE : | présence de 4,8% de
décembre 2016 sur 2580016 2 o lymphocytes en lymphocytes B Non réalisée

BOM. Suivi depuis 2012 macroglobulinémie de

pour une MGUS avec un| Waldentromdevant une | Guantité insuffisante | CDS-, monotypiques

pic monoclonal IgM atteinte neurologique Kappa.
Kappa centrale
Le liquide cytocentrifugé
et coloré par le MGG
rte d bl
Maladie de Présence de CMF POSITIVE : comp:;uio:y‘r:sn: o
Waldenstrom myoclonies diffuses A5 L'CR polynuciéaires
diagnostiquée le atypiques des 4 pr CMF NEGATIVE :  neutrophiles (81%), des

de 60% de cellules

lymphomateuses B
matures CD5- CD10-,
monotypiques Kappa.

lymphopénie B lymphocytes ou
profonde plasmocytes (13%) et
macrophages (6%).
Inflammation marquée.

18/11/2009 sur membres. Suspicion
biopsie ganglionnaire de
et début du traitement  syndrome de Bing

RYS2200 522 Absence de cellule
carcinomateuse.
(H:3,L:470)
Maladie de CMF POSITIVE :
Waldenstrom . de 10% d
diagnostiquée en N présence de 10% de
septembre 1999. En Exploration de CMF POSITIVE : lymphocytes B
2001, transformation | troubles de I'équilibre o monotypiques kappa = 70 éléments avec
e présence de 20%de | . °. N
histologique en et douleurs sacro- lymphocytes B CD5 - faible intensité, CD19 | 96% de lymphocytes
lymphome B diffus & | iliaques irradiant dans ymehocy! . forte intensité, au sein et 2% de
des CD38 -, CD138 faible, . .
gran les membres N d'une population plasmocytes.
cellules traitée par 4 inférieurs monotypiques Kappa. lymphoide B
cures de R-CHOP avee majoritairement
obtention d'une réponse I
compléte. normale.
Le liquide cytocentrifugé
etcoloré par le MGG
comporte des
lymphocytes et cellules
lymphoplasmocytaires
(73%), des
Maladie de RSt T alrEe CMF POSITIVE :  macrophages (13%) et
Waldenstrém 9iq lymphopénie globale, des cellules lymphoides

de plus de 4h30.
Paresthésies
chroniques depuis 3

CMF POSITIVE:  prédominant sur les ~ 9'Un peu plus grande

- taille, & noyau dense et
presence de 35%de.  mphooytes B. o) Flre o itiche a

diagnostiquée en
2007 (MGUS IgM

connue depuis 1996) i " anomelies dola _ YmPROCYtes B o classer.
sans atteinte démarche etde la  MPnotypiques Kappa de 2% de (H:0,2,L:248)
neurologique centrale motilité lymphocytes B Conclusion : Présence,
au diagnostic ) monotypiques kappa sur un fond
lymphoplasmocytaire,
de quelques cellules
lymphoides de taille
moyenne a grande, peu
atypiques mais de
classement difficile.
. CMF NEGATIVE :
Maladie de y N
Waldenstrém CMF POSITIVE : | absence d'anomalie de
diagnostiquée en Neuropathie axonale | présence de 10% de rép:“&';ﬁ):zs Non réalisée
avril 2011 sous sensitivomotrice lymphocytes B |y:|p:°cy|aires_

surveillance simple avec

monotypiques Kappa .
untaux d'lgM a 57.8g/L. Absence de monotypie

des lymphocytes B.
Persistance des

douleurs et de la CMF POSITIVE :

Maladie de i Hématies 14/mm® et
laladie faiblesse des membres o sonce de 40% de

leucocytes 230/mm®:

Waldenstrom inférieurs apparues en "
diagnostiquée fin avril juillet 2015, glrjnrgocyles BCDS-,  Examen non réalisé 929 de lymphocytes
2010. augmentation -, monotypiques et 8% de cellules
progressive du pic IgM Kappa mononucléés
kappa a I'EPS.

Suspicion de rechute du

Maladie de syndrome de Bing Neel CMF NEGATIVE :
Waldenstrém éia nostiqué eng.ui“e( lymphocytes en quantité | Examen non réalisé Non réalisée
diagnostiquée en 2006. 9 2%1 3 L insuffisante
Maladie de o CMF NEGATIVE :
Waldenstrom Suivi d'un syndrome . absence d'anomalie de Hématologie : absence
) ' ) ; CMF POSITIVE : Ia
diagnostiquée en  de Bing Neel traité par _~ o répartition des de blastes sur 8 cellules
o . présence de 70% de N
décembre 2010 avec  ibrutinib (3 gélules par \ymohocytes B populations observées.
localisation neuro-  jour) depuis octobre Ji A i e :
méningée présente au 2015. monotypiques Kappa - Apsence de monotypie non réalisée
diagnostic des lymphocytes B.
pratadie de CMF POSITIVE
Waldenstrém 5 :
diagnostiquée en 2007 c‘;’:’;.: d;:eyl"sdézg‘e présence denviron | CMF NEGATIVE :
(MGUS IgM connue | %5 9. "E5 *01S 82, do lymphocyles B lymphopénie B Non réalisée
depuis 1996) sans | IDrUlinib dopuis CD5-, CD10-, profonde

atteinte neurologique novembre 2015. monotypiques Kappa
centrale au diagnostic

21

20

21

21

21

21

21

20

39.47

31.52

162.00 |29.86 27.29 | 25.40

1005.74 1005.74 1005.74 37.06 32.09 40.91

129.38

57.58

43.97

91.92

45.17

42.41

42.03

1005.74 | 1005.74 | 30.68 | 28.81

275.41

32.67

689.33

65.90

36.73

39.82

26.57

377.32 30.68 29.86 26.57

174.09

894.76

306.81

55.05

170.98

31.24

30.41

30.41

30.68

31.52

29.60

29.86

29.60

30.41

28.81

26.33

27.05
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26.57
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5 Annexe V : Examens complémentaires réalisés sur le LCR des patients
atteints de la maladie de Waldenstrom

P69 / /

0,27 0,6 Négative
P105 5,43 46,7 2,56 18,2 Positive
B 3 207,5 9,59 21,6 Positive
P104 2,2 37,3 1,1 33,9 Positive
D 0,8 21,4 <0,5 >42.8 Positive
E 4,96 163,27 2,68 60,9 Positive

A 1,63 52 <47 >1,11 Non réalisée
P74 0,21 <0,37 <0,43 / Négative
P104bis 0,55 2,83 4,13 0,68 Négative
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LI

Présence de quelques
hématies et de rares cellules

Lymphome B diffus a Bilan d'extension du Absence d'anomalie de

grandes cellules intra- lymphome, absence répartition des lymphoides de petite taille.
vasculaire (Premiére d'envahissement CMF lymphocytes du LCR. dye' Zurvues d'atp e ot tréé
1 P62 LNH 29/11/2016 29/06/1959 M | cure R-CHOP le 25 et | médullaire, diagnostic Négative 4 15 | 43.18 | 53.59 894.8 33.6 29.07 27.3 0.81 | Leslymphocytes B sont o P
b NEGATIVE rares macrophages. Absence
26/11/2016 et posé sur des biopsies en nombre insuffisant
. 3 N de cellule suspecte de
corticothérapie 1mg/kg | cutanées devant des pour permettre I'étude o
) y o malignité.
depuis le 18/11/2016) télangiectasies. des chaines légéres N N
(H:9,L:28)
Lymphome diffus & . L
grandes cellules B non Premiére cure de Lymphocytes en MEERe [HATE ¢
GC testiculaire  chimiothérapie R-CHOP CMF quantité insuffisante  20Sence de blastes sur deux
2 P80 LNH 27/01/2017 07/07/1954 M s IR CREED  NECATIE Négative 4 15 40.18 44.76 435.7 32.1 2855 259 0.90 TG An;ti:zloesafr?;zwizésnon
01/2017 sur piece le 26/01/2017 I'immunophénotype P: gie -

d'orchidectomie droite) réalisé.

Lymphome B a grandes
cellules t(8;14)(01/2017),  Bilan d'extension du

Prise en charge telle lymphome, premiére Ah Laboratoire Hématologie : 2%
" . . Nombre d'événements g s B
qu'un lymphome de cure de chimiothérapie CMF insuffisant de cellules difficiles a classer :
3 P83 LNH 02/02/2017 13/12/1957 F Burkitt devant la COP le 27/01/2017, Positive 4 17 | 50.32 |439.66 1006 31.5/29.07 271 0.11 Snoty grandes cellules a cytoplasme
. M . NEGATIVE Immunophénotypage " N .
1(8 ;14). ATCD premiére injection . . basophile et a chromatine
: . . . non interprétable
carcinome canalaire | intrathécale de MTX le assez mature
infiltrant du sein gauche 03/02
en 2007.

Suspicion de rechute
intra-oculaire. Uvéite et

sclérite a lexamen Nombre d'événement

e ophtalmologique CMF et Absence de cellule atypique
4 P85 LNH 07/02/2017 22/09/1950 M  grandescellules Bde = & suspectes de  NEGATIVE Négative 4 16 43.18 36.07 153.5 36.1 30.96 27.5 1.20  Immunophénotypage (H:02,L:04) :
(D E(ED (kY localisation des lymphocytes du e
LCR non interprétable.
lymphomateuse
intraoculaire.
Lymphome diffus &
grandes cellules B de
nosto dovan dos, | 09/032017 veru aux Lymphocytes B en
Voubles urinaires atype | U109NCeS céphalées quantité insuffisante
de dysurie, polakiurie et|  0°PUIS Une semaine pour détecter une
5 P93 LNH 13/03/2017 15/07/1976 M douleurs paralysie faciale (4 mars CMF Négative 5 19 4203 | 4091 1353 32.4 30.41 28 1.03 eventuelle monotypie. | Absence de cellule atypique.
hypogastriques. prednisolone 20 mg NEGATIVE i . 3 . " . Les lymphocytes du (H:28,L:08)
associés ?aunev prescrite). Suspicion LCR sont des
olyadénopathie sus et | 9 Une localisation lymphocytes T sans
polyadenop y neuroméningée. particularité
sous-diaphragmatique.)
en réponse compléte,
Suivi.
Di Sat de mal epl!epnque. Contamination sanguine
étatde mal l’éép!;;:l:q(j;f avec lésions en cocarde importante.
6 P102 LNH 31/03/2017 31/08/1967 M dunsyndrome santéwoquern  \cOuT e Negave 5 21 4436 36072 5605 32.4 3152 288 012 gurrhrerebpege Avsencede celue ayue.
acquis. toxoplasmozl; LCR n'est pas
) A interprétable.

réréhrale
Troubles de I'équilibre
Lymphome du manteau | d'installation sub-aigué Nombre d'événements

diagnostiqué en juin aprés sevrage . .
p LNH M 2012. En novembre alcoolique brutal CMF N | Insuﬂr:san(s. Al Il
7 22 07/03/2016 28/12/1945 2015, la pathologie est | (1bouteille de vinjour). | NEGATIVE légative 4 17 | 4241 6531 2122 321 |30.41 278 0.65 dmmuncp énotypage | Absence de cellule anormale.
considérée en rémission Origine es él?menls duLCR
N : non interprétable.
compléte. alcoolocarentielle et
vasculaire
HESEE G Présence de petits
population lymphoide B lymphocytes matures,
Lymphome diffus a monotypique Lambda YI p = 3 .
grandes cellules B de CD20- CD5- CD10+ dg:: E:mens‘al;ﬁghoigd?sede
phénotype GC, stade IV Aspect compatible avec taille intermédiaire, & noyau
Aa (péritonéal, rénal, Deficit sensitif du un syndrome o d—— baYSD hile
hépatique, osseux), membre inférieur droit et lymphoprolifératif B au g o e donlllpe
IPlaa a 3, diagnostic en du pied gauche depuis 1 . niveau du LCR. Le
8 P76 LNH 18/01/2017 21/04/1968 F juillet 2016. La patiente  semaine et lombalgies. CMF POSITIVE  Forte suspicion 4 17 7474 5758 318 31.2 29.07 26.1 130\ olume et la cellularité Cyloplasm?‘,lzeumzlerdu,
n'a pas regu de Syndrome de la queue du prélévement étant microva:;:puaorl?sé ;réseence de
prophylaxie de cheval. faible, I'étude des g )
neuroméningée. marqueurs deux cellules lymphoides

inclassées (a confronter au
résultat de I'analyse en
cytométrie).
(H:0,L:264)

complémentaires pour
le calcul du score de
matutes n'est pas
réalisable.
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9/03/2017 : L
diffus a grandes cellules
B de type non-GC sur

Bilan de troubles
phasiques, d'une
diplopie par atteinte du
11l gauche (paralysie des
nerfs craniens), d'un

Présence d'une
population lymphoide B

résence de quelques
lymphocytes matures,
polynucléaires neutrophiles et
macrophages ainsi que des
cellules de taille moyenne au
rapport nucléocytoplasmique
élevé, au cytoplasme

9 P99 LNH 28/03/2017 |07/11/1944 M anatomopathologie | ptosis et de troubles de CMF POSITIVE Positive 5 19 613,26 | 199,23 1006 | 31,2 29,07 27,1 3,08 r:igzg:(i:rﬂe;ggﬁi basophile et au noyau rond ou
d'une masse déglutition depuis P! ° polylobé, irrégulier a la
. P . lymphocytes du LCR. . PPN
rétropéritonéale quelques jours chez un chromatine hétérogéne,
patient hospitalisé pour suspectes de correspondre
suspicion de lymphome des cellules lymphomateuses.
Présence de cellules
atypiques.
Présence dans le LCR
d'une trés faible
a population de
@ B°”'°g."e - @® lymphocytes B CD19+
. I (0.7% des lymphocytes
en devant
- du LCR). Ceux-ci sont Matériel cytologique
septembre 2013 devant  une polyradiculite avec N " . " .
10 P47 LNH 12/07/2016 17/12/1952 M  des polyadénopathies atteintes multiples des CMF POSITIVE ~ Négative 4 16 5359 30,9 1695 336 29,6 27,1 1,73 , i apapvéc e
hyperfixantes au TEP. nerfs craniens (paralysie P! CEn @D el e s craees
Suspicion du VIl droit, IV gauche el typiques.
d'envahissement et VI droit). {mé D |
neuroméningé. P! nolype_sur @ sang
est souhaitable pour
écarter une origine
sanguine de ces cellules
Persistance d'une
population lymphoide B
monotypique kappa
CHTOURCOING : CDS-, CD10+
maladie dAlzheimer | Lo . e oo
11 P70 LNH 10/01/2017 |12/03/1938| M | diagnostiquée en janvier| " 1coreoh® ai9UMent | gy pogTve ! 4 | 15 | 45 | 67,7 | 796 31,8 3068 27,3 0,66 2 305 mphocytes Non réalisé
N lymphome cérébral du LCR. Enraison d'une
2015 & part vasculaire .
associée quantité de LCR
! insuffisante, un
complément de
phénotype n'a pu étre
réalisé.
Motif d'entrée aux e i s el
Suspicion de lymphome urgences le 14/04/2016 o I.'C.R o
cérébral - dé s e majoritairement des
12 P38 LPSNC  15/04/2016 03/05/1950 M , !'RMdunelésion EEBE DG OMF  Fomesuspicion 4 17 5359 49,87 4166 32,7 29,86 26,8 1,07 Pré;yeﬂgzodceﬁ:je.qu.ues Absence de calklo afypique.
d'allure granulomateuse vomissements, NEGATIVE y b J U Y y g s b (H:570,L:1,6)
ou lymphomateuse du  instabilité a la marche, mgnop i {Jtes Un
vermis cérébelleux.  troubles de I'équilibre et typiques. o
diplopie. prélévement d.e contréle
est souhaitable.
Déficit moteur complet
du bras gauche depuis Nombre d'éléments trop
Suspicion de lymphome | février 2016. A I''RM, CMF P rares. .
13 P39 LPSNC 19/04/2016 |17/02/1936/ F cérébral \ésion sous corticale NEGATIVE Négative 4 17 67,1 31,8 | 193,9 30,7 29,07 254 2,11 Immunophénotypage Absence de cellule atypique.
suspecte de lymphome non interprétable.
cérébral.
Absence d'anomalie de  Laboratoire Hématologie :
répartition des éléments altérés /
Lymphome diffus & B e CMF pl duLCR. ie : le liquide,
14 P84 LPSNC 03/02/2017 17/04/1959 F grandes cellules - Négative 4 16 61,33 1821 2933 29,9 29,33 26,6 0,34 Lymphopénie B cytocentrifugé et coloré par le
o localisation cérébrale NEGATIVE Z
orbitaires (LIOP) profonde, étude des MGG ne comporte aucune
chaines légéres non cellule. Absence de cellule
réalisable. suspecte de malignité.
Présence dans le LCR
de 6 % de lymphocytes
:ugzgiﬁriis/;diezler: Liquide hématique. Absence
15 P38bis LPSNC 21/04/2016 |03/05/1950 M (cf.P38) (cf.P38) CMF POSITIVE Neégative 4 15 76,1 | 55,55 5605 33,6 30,13 26,8 1,37 e de cellule atypique.

Kappa CD10+, CD5-.
Aspect compatible avec
des cellules
lymphomateuses.

(H:1500, L :0,4)
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16 P3 o
Inflammation
17 P5 Neuro-
Inflammation
18 P18 DI
Inflammation
19 P19 Neuro-
Inflammation
20 P20 Sl
Inflammation
21 P28 Neuro-
Inflammation
22 P33 DS
Inflammation
23 P49 Neuro-
Inflammation

20/01/2016 16/07/1952 M

28/01/2016 20/01/1973] M

02/03/2016 20/04/1957 F

03/03/2016 | 26/07/1994| F

03/03/2016 19/12/1965 F

30/03/2016 03/04/1973| F

12/04/2016 13/06/1942 M

20/07/2016 05/09/1955| M

CH Valenciennes SEP
progressive primaire
évoluant depuis 1997
(troubles de la marche)

Myélite. Déficit moteur
puis sensitif du membre
inférieur gauche puis

IRM (01/10/2015
disparition aprés
corticoides et
réapparition le
20/01/2016) :
lésion profonde en CMF
regard de la corne NEGATIVE
pariétale gauche avec
prise de contraste
annulaire (évoquant une
lésion gliale de haut
grade)

CH Tourcoing Suspicion CMF
de sarcoidose. NEGATIVE

Syndrome du cone
terminal évoluant depuis
le 27 février 2016. CMF

déficit sensitif des deux Recherche d’argument NEGATIVE
membres inférieurs pour une pathologie
depuis 5 jours. inflammatoire
CH Valenciennes Neuro-
sarcoidose avec atteinte, ~ Asthénie avec des
oculaire, i i é ées invali
parotidienne, pulmonaire: en casque avec CMF
et neurologique photophobie sans signe| NEGATIVE
(hypophysaire). Masse | d’hypertension intra-
hypophysaire refoulant cranienne associée
le chiasma optique.
SEP remittente
récurrente depuis 1991,
traitement par TYSABRI
depuis 2011 (arrét Suspicion d'une leuco- CMF
depuis 02/2016 devant  encéphalite multifocale
o A NEGATIVE
troubles cognitifs a type progressive
de ralentissement et
déficit sensitivo-moteur
jambe droite)
CH Valenciennes : Dysarthrie, troubles de
Sclérose enplagues | I'équilibre, hypoesthésie CMF
rémittente récurrente | de I'hémiface gauche et NEGATIVE
évoluant depuis octobre | des membres supérieur
et inférieur gauches.
F PL au di: ic devant
rhizomélique cortico-  troubles de la marche,
dépendante sans signe douleurs des membres
de maladie de Horton et inférieurs et une CMF
MGUS type IgG lambda  dysarthrie évoluant NEGATIVE
(diagnostiquée en depuis fin mars.
2004). Cé 6
chroniques statique et cinétique
quotidiennes. avec ataxie majeure.
Périartérite noueuse
atypique diag en 2010
(complications
cérébrales atype
d'infarctus ou
d’hémorragie, Diagnostic de
de pachyméningite, de | lymphome cérébral & CMF
PRESV : Syndrome ecart'el:Lm‘asse NEGATIVE

d'Er
Postérieure Réversible,
d'encéphalopathie aigué
dans cette
pathologie par exemple :
présentation atypique de’
lésion infiltrante)

évoluant depuis 2014.

Négative

Négative

Négative

Négative

Négative

4 14 24

5 18

4 17 | 40.91

4 17

4 15 | 40.91

39.47 202.9 29.1 27.54

1005.7 494.2 324 29.6

137.79 296 31 29.6

33.87 | 192.2| 29.9 29.86

32.67 182.1 87.9 29.33

61.88  258.6 | 34.2 28.04

26.1

30.1

27.3

26.6

39.82 40.18 238.5 30.4 28.55 26.1

26.6

46.82 53.59 602.3 29.6 28.04 25.6

25

1.02

0.04

0.31

1.20

0.99

1.25

0.87

0.66

Absence d'anomalie de
répartition des
lymphocytes du LCR,
absence de monotypie
des LB

Absence de monotypie
des LB.

Absence d'anomalie de
répartition des
lymphocytes du LCR.
Les lymphocytes B sont
en nombre insuffisant
pour permettre I'étude
des chaines légeéres.

Absence d'anomalie de
répartition des
lymphocytes du LCR,
les lymphocytes B sont
en nombre insuffisant
pour permettre I'étude
des chaines légéres.

Absence d'anomalie de
répartition des
lymphocytes du LCR,
absence de monotypie
des LB

Absence d’anomalie de
répartition des
lymphocytes T, B et NK
duLCR, les
lymphocytes B sonten
nombre insuffisant pour
permettre I'étude des
chaines légéres

Lymphocytose globale
Absence d'anomalie

Non réalisé

Non réalisé

Absence de cellule atypique.

Le matériel apparait pauci-
cellulaire avec de trés rares
cellules cytolytiques. Absence
de cellule maligne.

Le liquide cytocentrifugé et
coloré par le MGG comporte
de trés rares hématies et
quelques lymphocytes et
macrophages. Absence de
cellule atypique.

Non réalisé

franche de
des

de

lymphocytaires Absence
de monotypie des
lymphocytes B.

Les lymphocytes du
LCR sont
majoritairement des
lymphocytes T sans
anomalies notables.
Absence de monotypie
des lymphocytes B.

(H:11,2,L:80.8)

Sédiment acellulaire.
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Suspicion AVC a

Plage d'hypersignal Flair
temporale supérieure
droite. Prise de
contraste multifocale

l'arrivée aux urgences le e dorr:\(i)::rl\ii(reeci ricale
25.09.2016 : Alerte P pouvant faire Lymphocytes en
Neuro- thrombolyse chez un a " CMF Ay quantité insuffisante  Absence de cellule atypique.
24 P55 T 27/09/2016 27/07/1955 M patient ayant préserié hivt;xsr:z::i;nslg:s NEGATIVE Négative 20 4241 338.71 320.9 33.3 29.33 26.3 0.13 pour établir (H:12,L:12,8)
des troubles du langage, P dlorigines I'immunophénotypage.
manque dn motstin inflammatoires ou
deficitfacial drol infectieuses. Cependant
'hypothése de lésions
secondaires ne peut
étre écartée.
CH VALENCIENNES :
motif de venue aux
urgences : A I'examen microscopique, le
engourdissement Les lymphooytes du rélévement est acel?u‘ll\ré I
25 P56 Neuro- 02/11/2016 | 10/09/1961, F progressifdes - Manque dumot etdéficit  _CMP Négative 15 | 4318  47.67 1481|327 (3124 28 091 LCRsomdes | ¢ TR e hemaios
Inflammation membres inférieurs facial droit NEGATIVE . . . g . . lymphocytes T, ratio N
Y ) Absence de cellule suspecte
avec ascencion au CD4/CD8 :2.9 SN
niveau abdomen et de malignité.
thorax. Tableau de
myélite.
Déficit moteur au
premier plan mais
Neuro- @ d'immunog_lo_buline CyzEmeieEnSil L‘_Ies G CMF " qllj_ayrrth‘iféh;csy\:fefiss:r:;e Absence de cellule atypique.
26 P72 . 12/01/2017 19/09/1961 F IV surune de membres, p Négative 20 4166 37.06 180.5 30.4 28.81 26.1 1.12 i . .
Inflammation 7 A o o NEGATIVE pour etablir (H:04,L:1)
membres inférieurs et T EEEpe
avec atteinte axiale.
Hospitalisation du 3
décembre au 16 Les lymphocytes du
décembre 2016 pour LCR sont
méningite probablement majoritairement Présence de cellules de
Neuro- d'origine listéri Au | Ci CMF - constitués de s .
27 P75 Inflammation 16/01/2017 | 26/09/1952 F final, méningo- post meningite NEGATIVE Négative 18 | 41.28 | 32,67 190.5| 33.6 |27.29 254 1.26 lymphocytes T CD4. morphok.ngg I)I/-rvﬂr;ognalre. H
encéphalite chronique Déséquilibre non s
d'étiologie indéterminée significatif du ratio
et régression spontanée kappa/lambda.
des symptomes.
Neurologie :
polyradiculonévrite Nombre d'événement
Neuro- deelionEyipe, Rt CMF . insuffisant Absence de cellule atypique.
28 P90 . 27/02/2017 30/03/1974 M Eliminer une cause étiologie a la Négative 20 4091 3575 177.3 29.9 28.04 254 1.14 e R R TET
Inflammation 2 D o NEGATIVE Immunophénotypage (H:18,L:1,2)
secondaire type polyradiculonévrite . .
P non interprétable
lymphome.
Patient suivi depuis
septembre 2016 pour
Iésions cérébrales en " PRI s
- _ hypersignal FLAIR avec La popylanon L|qu|<§e |nf|_ammalo|re a
. Neuro- S =P progressive prise de gadolinium, CMF _ Iymphocylalre duLCR predo_mmance de
29 P55bis . 07/04/2017 |27/07/1955| M | primaire avec multiples - e ! Négative 20 67.1 | 1005.7 1006 | 41.7 |28.55 26.8 0.07 est
Inflammation " d'allure initiale NEGATIVE " .
lésions cérébrales inflammatoire. Devant constituée de Absence de cellule atypique.
Iévolution des Iésions, lymphocytes T CD4+. (H:08,L:820)
I'hypothése d'un
lymphome est posée.
Déficit immunitaire
associé a une
Troubles Dlov.Syrarome 1 N
. cérébelleux depuis 2 o . CMF o "
30 P7 neurologiques 29/01/2016 09/03/1999 F i pathologie inflammatoire Négative 16 4599 3449 1757 327 29.86 26.6 1.33  lymphocytes duLCR, Absence de cellule atypique.
semaines cephalées et démyelin d NEGATIVE b d P
divers vertiges. iémyelinisante de type absence de monotypie

pseudo tumorale avec
lésion hémisphére
cérébelleux gauche

des LB



Iclh

Ralentissement idéo-
moteur, tremblements, to Absence d'anomalie de
du langage,hypertonie PR
bilan etiolog & répartition des
Troubles Synd insoni ! :" gtio OQ':(,UE un CMF lymphocytes du LCR,
. yndrome parkinsonien | syndrome parkinsonien -
31 P10 neuro_loglques dopamino-sensible tétrapyramidal NEGATIVE Négative 19 40.18 | 30.96 | 152.1 30.4 1.30 I?n ymphoc insu'l'Bissao"r'n
divers rapidement progressif. "
e pour permettre I'étude
Suspicion de syndrome . P
(parkinsonien) des chaines légéres
paranéoplasique.
Troubles de I'équilibre et
Troubles Vertiges venu aux de lamarche depuis 15 Les lymphocytes du
A urgences le 04/03/2016.  jours environ (frére CMF N LCR sontdes .
32 P23 neurgognques Ataxie ataxie NEGATIVE Négative 14 4476 4558 164.9 38.1 0.98 e T s Absence de cellule atypique.
ivers éré i pere particularités notables.
et tante parkinson
Crises épileptiques
Troubles atypiques avec déficits L h
o . . . ymphocytes en
. post-critiques prolongés  Hémiparésie droite avec CMF P . N .
33 P36 neurologiques évoluant depuis 2012 heminégligence NEGATIVE Négative 20 42.8 |164.94 293.3 31.5 0.26 nombre insuffisant pour | . Absence de cellule atypique.
divers (6sions IRM une étude phénotypique
progressives)
Absence d'anomalie de
. q répartition des
Troubles fla\zlgetr;iatzzugla:ﬁrzﬁelit Paralysie faciale OMF lymphocytes du LCR.  Absence de cellule suspecte
34 B57 neurologiques 03/11/2016 24/08/1968 (disparue & larrét du périphérique droite NEGATIVE Negative 14 42.8 137.79 635.7 31.2 30.13 27.3 0.31 Leslymphocytes B sont f{e mallg'ﬂl‘e-
divers tabac) en nombre insuffisant (H:04,L:404)
pour permettre I'étude
des chaines légéres
CH VALENCIENNES : Les ";_”é’;?‘;gﬁes du
depuis 09/2015, 4 1RM sans injection : essentiellement des Il n’est pas visualisé de
Troubles épisodes de rupture de hypersignal flair CMF lymphocytes T CD4. cellules de morphologie
i tact rd figé, | bite | prédominant Négati . . PN
35 P59 neurc_loglques ‘foong:s (Ll;?ﬁ':ng alg:) al :::i?:’; nrér:p ﬁ;lri":aonu NEGATIVE légative 15 42.41 | 37.73 | 182.1  30.7 1.12 Lymphocytes B en maligne. Discréte
divers Tableau d'épile sie. o's(crin L6? nombre trop faible pour lymphocytose.
artielle ‘emp orzle7 P aue? une étude des chaines
P P : légéres
Bilan étiologique d’un Absence d'anomalie de
L . répartition des
Troubles Recherche de maladie Moulvem?nts chorélque? lymphocytes du LCR. .
36 P66 neurologiques 02/01/2017 15/03/1948 M desystemeou  Oolnémicomsgauche; OMP Negative 18 4128 60.23 1957 31.8 29.86 26.8 0.69 Leslymphocyles Bsont “°S°Ncede celule abpigue.
. y Iésions a I'RM (noyaux NEGATIVE - - . - - . - 2 N (H:0,4,L:02)
divers néoplasie dans le cadre 1is contraux) en nombre insuffisant
d’'une hémichorée g . pour permettre I'étude
gauche des chaines légéres.
Troubles Bilan étiologique de Nombre d'événements
. Aucun ATCD médical ni| douleurs et paraplégie CMF - insuffisant, Absence de cellule atypique.
37 P67 neur:vloglques 02/01/2017 |06/11/1998 M chirurgical évoluant depuis e NEGATIVE Négative 20 | 4241 | 6357 443.6 29.9 29.07| 26.8 | 0.67 ;0 nophénotypage (H:26,L:0,4)
vers 19/12/2016

non interprétable.



ccl

Dystrophie myotonique
de type Il (maladie de

Bilan d'un syndrome

Les lymphocytes du

osbics Aemm) b e, Céz:iér:)é?‘:;eul::ill:i:r: o CMF poRlcogdes Absence de cellule atypique.
38 P91 neurqloglques 03/03/2017 22/08/1955 M prejm::; r:ns QOS:Ie Troubles de la marche.  NEGATIVE Neégative 18 3947 31.8 159.1 30.1 28.55 252 1.24 Iyr:rmcay;‘t(e:s T Rs:::)s (H:02,L:2)
divers sygdrome néople;sique Sz HENCDE) @D P CD4/CDé'4
était évoqué pEEERDEE e ‘
Migraine depuis 5 jours Absence d'anomalie de
R 9 herch p, J N répartition des Le liquide cytocentrifugé et
Troubles ec ;;(I:a:’:;r:ier:ause CMF lymphocytes du LCR. coloré par le MGG ne
39 P96 neurologiques | 24/03/2017 |19/02/1967| F Fibromyalgie {sarcoldose) ou NEGATIVE Négative 19 | 40.18 13173 320.9 31.2 /29.07 25.6  0.31 |Leslymphocytes Bsont comporte aucune cellule. (H:
divers infectieuse a une en nombre insuffisant 3,2,L:06)
achy r:énin l:|e pour permettre I'étude
pachy! 9 des chaines légeéres.
Evaluation d'une Iésion )
AT Les lymphocytes du L’examen des cellules
Troubles . u P! LCR sont des lymphoides sur frottis est
40 P100  neurologiques 29/03/2017 31/10/1954 F  ,oer/derenes: — cérébelon moyen o / 19 3982 30.68 97.02 209 28.04 256 1.30 T ininterprétable (6 pour
919 ATCD : endométriose gauche avec NEGATIVE d d d H ; d d = o ‘ s
divers une discréte prise de essentiellement ratio  lecture microscope réalisée a
EESn CD4/CD8=53. J+1).
Bilan étiologique d'une
asthénie associée a des
vertiges et des malaises
chez une patiente de 42
Troubles Antécédent :rares  ans. L'lRM objective une Leig:zﬁfﬁ: du
. céphalées ne prise de contraste CMF P— Absence de cellule atypique.
41 P111 neugloglques 21/04/2017 04/11/1974, F remplissant pas les | leptoméningée dulobe  NEGATIVE Négative 21 40.55 | 52.63 | 481 29.1 28.04| 26.1 0.77 |,;n;,:‘:1°ou?£:ess'rrsa:25 H:84 L:4)
vers critéres de migraines. occipital S,
pouvant s'intégrer dans GD4/CD8 voisinde 7
une pathologie
métabolique
inflammatoire.
Maladie de | "
alenatom! Suspicion d'un
diagnostiquée en SERRDCO Gl Lymphocytes en
Maladie de décembre 2016 sur  Sauss ou Bing Neel CMF uantité insuffisante
42 P69 Waldenstrém 06/01/2017 12/04/1946 M oy suvi depuis 2012 associé & une NEGATIVE / 21 39.47 3152 162 299 27.29 254 1.25 il pour tabiir Non réalisé
pour une MGUS avec un macroglol?ulmemlg o I'immunophénotypage
e Waldentrom. Atteinte
p Kappa. 9 neurologique centrale.
Meladie de waoege  SemEondecnieds i
43 A A 24/11/2014 | 24/05/1950| F Waldenstrom Zlagnosti ue er?guillet NEGATIVE ! 21 45.17 | 659 306.8 30.4 | 29.6 271 0.69 | Immunophénotypage Non réalisé
Waldenstrém diagnostiquée en 2006. 2“0 " L des lymphocytes du
LCR noni é
Maladie de
Waldenstrom Suivi d'un syndrome de Présence d'une Hématologie : absence de
Maladie de diagnostiquée en Bing Neel traité par population lymphoide B blastes sur 8 cellules
44 P74 A 16/01/2017 09/05/1975 M  décembre 2010 avec  ibrutinib (3 gélules par CMF POSITIVE  Négative 15 4241 36.73 55.05 30.7 30.41 28 1.15 monotypique kappa observées.
Waldenstrém localisation neuro- jour) depuis octobre 70% des ie : non
lymphocytes du LCR. réalisé.

méningée présente au
diagnostic



el

Maladie de
Waldenstrém
diagnostiquée en 2007

Contrdle du syndrome

Présence d'une
population lymphoide B
CD5-CD10-
monotypique Kappa

45 Proapis | Maladiede 00017 080911945 M | (MGUS lgMconnue | 99 BInONeelsous e pogirye / 5 20 4203 3982 171 | 31.5 28.81 266 1.06 représentant environ 8% Non réalisé
Waldenstrom . ibrutinib depuis
depuis 1996) sans novembre 2015 des lymphocytes du
atteinte neurologique : LCR. Aspect compatible
centrale au diagnostic avec des cellules
lymphomateuses.
o o P e on
Waldenstrom Présence de Pop
n - 5 m lymphoide B mature
Maladie de diagnostiquée le myoclonies diffuses CD5- CD10-, Absence de cellule
46 P105 N 06/04/2017 14/11/1937 F  18/11/2009 sur biopsie atypiques des 4 CMF POSITIVE Negative 5 20 1005.7 1005.7 1006 37.1 32.09 40.9 1.00 0 . carcinomateuse.
Waldenstrém jonnaire et début icion de monotypique Kappa. (H:3,L:470)
. " Aspect compatible avec A
du traitement le syndrome de Bing Neel. s alEs
15/12/2010
lymphomateuses.
Maladie de
Waldenstrom
diagnostiquée en Présence de 20% de
septembre 1999. En y lymphocytes B
2001, transformation Ex;v)lora.t!on de troubles monotypiques kappa,
Maladie de histologique en | 3¢ "éauiliore et douleurs CD5 -, CD38 -, CD138 70 éléments
47 B N 10/12/2013 18/10/1936 sacro-iliaques irradiant | CMF POSITIVE Négative 5 21 | 129.38 1005.7 1006 | 30.7 28.81 26.6 0.13 i g avec 96% de lymphocytes et
Waldenstrom lymphome B diffus a faible Aspect o
dans les membres " 2% de plasmocytes.
grandes P compatible avec des
- inférieurs
cellules traitée par 4 cellules
cures de R-CHOP avec lymphomateuses
obtention d’une réponse
compléte.
Présence de lymphocytes et
Maladie de Déficit neurologique de Présence d'une cellules lymphoplasmocytaires
Waldenstrom plus de 4h30. population lymphoide B (73%), des macrophages
Maladie de diagnostiquée en 2007 Paresthésies monotypique kappa, (13%) et des cellules
48 P104 n 04/11/2015 08/09/1945 M (MGUS IgM connue chroniques depuis 3 ~ CMF POSITIVE Forte suspicion 5 21 57.58 275.41 377.3 30.7 29.86 26.6 0.21 représentant lymphoides d'un peu plus
Waldenstrém depuis 1996) sans  mois. Anomalies de la 35% des lymphocytes grande taille, 2 noyau dense et
atteinte neurologique démarche et de la duLCR. plus irrégulier, difficiles a
centrale au diagnostic motilité. classer.
(H:02,L:24,8)
Présence d'une
population lymphocytaire
B monotypique Kappa
Maladie de (98% des lymphocytes
Maladie d Waldenstrém B) minoritaire dans le
aladie de diagnostiquée en Neuropathie axonale LCR (10% des P
49 D Waldenstrém 02/12/2014 07/07/1938 avril 2011 sous sensitvomotrice | CMF POSITIVE / 5 21 4397 3267 1741312 296 263 1.35 lymphocytes totaux). Non réalisé
surveillance simple avec Possible contamination
un taux d’lgM & 57.8g/L. sanguine du
prélévement. Un
contréle commun LCR
et sang est nécessaire.
Persistance des Présence d'une
douleurs etde la population lymphocytaire
Maladie d Maladie de faiblesse des membres B CD5- CD10- et
aladie de Waldenstrom inférieurs apparues en monotypique Kappa P
50 E Waldenstrém 01/11/2016 29/04/1940 M e e S E A Juillet 2015, CMF POSITIVE / 5 21 91.92 689.33 894.8 30.4 29.86 27.1 0.13 (88% des lymphocytes Non réalisé
augmentation B) représentant environ
progressive du pic IgM 45 % des lymphocytes
kappaal'EPS. totaux.
Les lymphocytes du
LCR sont des Absence de ce}llu\_e'suspec(e
. . de malignité.
Néoplasie mammaire CMF lymphocytes T sans Liquide inflammatoire &
51 P61 oncologie 17/11/2016 09/01/1924 F | gauche et adénopathie | Hémiplégie gauche Négative 5 18 | 4476 7146 1006 37.7 29.6 26.3 0.63 particularités, ratio quice ! °
. NEGATIVE prédominance lympho:
axillaire CD4/CD8 =7 (absence

de contamination
sanguine)

plasmocytaire.
(H:190,4,L :148)



Adénocarcinome
bronchique stade IVa  Confusion depuis 15

CMF

Présence de quelques
lymphocytes, macrophages et
deux cellules cohésives
basophiles de taille moyenne
anoyau rond et
hyperchromatique, nucléolé.

Absence d'anomalie de
répartition des
lymphocytes du LCR.

vel

52 P68 oncologie  03/01/2017 14/03/1957 point de départ lobaire jours, troubles cognitits = <) /e Positive 43.97 153.49 701.8 0.29  Leslymphocytes Bsont "5 (5 es rares
supérieur droit non régressifs en nombre insuffisant cellules suspectes de
(diagnostic 06/2015) pour permettre I'étude S, P
. malignité (aspect concordant
des chaines légéres. .
avec les antécédents
d'adénocarcinome).
(H:8,L:7)
CH VALENCIENNES : Les lymphocytes d
Autres myélome multiple Hypoesthésie de la oMF LR soynKZes Ly‘ T s:ns Liquide quasiment acellulaire.
53 P6 pathologies | 28/01/2016 29/01/1957 F (plasmocytes tres houppe du menton, NEGATIVE Négative 42.8 | 37.39 1.14 panicularitésyvatio Absence de cellules
A f dystrophiques classés = AEG, sueurs nocturmes ) suspectes de malignité.
hemamIoQIqueS en autres cellules) CD4/CD8 : 26
Eléments
Autres Maladie de Hodgkin  Troubles de lamarche, DR TOD e
54 P9 pathologies ~ 04/02/2016 09/03/1971 F  classique de typ ataxie céré Neégative 41.66 59.16 183.7 0.70 . L Absence de cellule atypique.
i a cellularité mixte statique et locomotrice  NEOATIVE GO ENCED
hématologiques a sur 124 lymphocytes
analysés.
Les blastes présentent
un immunophénotype
myéloide : CD34+,
Autres 10/03/2016 CH Arras : LAM Recherche d'un CD117+, CD13+,
55 P24 pathologies (regule 0cne/1939 M | secondaire 4 un SMD envahissement | oy pogiTiVE / 43.18 | 78.18 0.55 | CD3+ partiel stMPO+, Non réalisé
) 4 11,pvt le +13) parla avec expression de
hématologiques 10) AR leucémie aigué marqueurs monoctyaires
CD36+, CD4+ faible.
Aspect compatible avec
des blastes myéloides.
Lésion cérébrale en
cocarde responsable
d ué"p:::‘%eu;nal 93% des lymphocytes
CHARRAS :LLCen  Apparition de multiples a LCR_som ik
troisieme ligne nodules et masses fopchEtesliapat
Autres o Ty ; i3 Cependant le
3 . P A prélévement semble 3
56 P51 pathologies ~ 22/07/2016 13/05/1950 M 2011)+carcinome  bilatéraux, nécrosés, de CMF POSITIVE / 41.28 36.73 182.1 1.12 e i e Non réalisé

hématologiques

épidermoide de la distribution aléatoire
pommette droite (Evocateur d'une
(exérése chrir 10/15)  localisation secondaire
tumorale)(08/2016
Aspergillose pulmonaire
confirmée) Neuro-
aspergillose

d'hémodilution ne
permettant pas d'exclure
une origine sanguines a
ces cellules
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Résumé :

Le diagnostic biologique des lymphomes cérébraux repose sur la mise en
évidence de cellules lymphomateuses dans le liquide céphalo-rachidien par
cytologie, cytométrie en flux et biologie moléculaire. A ces méthodes peut s’ajouter la
détection de biomarqueurs dans le LCR. Dans notre étude, nous avons évalué
lapport de cette approche combinée de limmunophénotypage cellulaire et du
dosage de cytokines par la méthode Cytometric Bead Array dans 56 prélevements
de LCR. L’approche cellulaire par cytométrie en flux de notre étude confirme le gain
de sensibilité dans la détection des cellules lymphomateuses par rapport a la
cytologie. Le dosage des cytokines IL-6 et IL-10 apparait comme un examen
complémentaire d’'intérét, particulierement dans les localisations primitives ou pour
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