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Hyperlymphocytose 810 MED) 2024

* Lymphocytes supérieurs a 4G/L chez ['adulte

* Situation fréquente
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Leucémie lymphoide chronique

e 1¢ere cause de lymphocytose maligne chez 'adulte
* >5G/L delymphocytes B clonaux

* Aucun impact diagnostic de la biologie moléculaire

Score points

"‘r.- ,'\;‘ .c .
f f."v‘;ﬁ‘

Y . ,"?.f ) ‘
Koy . . Marker 1 0
é “ é Smlg Weak Strong
2 ‘ CD5 Positive Negative
m @ CD23 Positive Negative
S _ ‘ FMC7 Negative Positive
& ® e CD22 or CD79b Weak Strong
@ . _a
Lymphocytose monomorphe
Ombre de GUumprecht Score Matutes > 4

POUR L'AVENIR DE LA BIOLOGIE MEDICALE

100

@ CLL MS 4-5
© CLLMS 2-3
® MCL

v @ o oFL
v
2 o MzZL
<% @ HCL

S Q“ 09, oLPL

& © U LBCL

T O‘

2 v

1 “ w
" )

‘ Mss @) Msa @ Ms3 @ Ms2 @ Ms1 @  MSO
1

0,1 1 10 100 1000
MFI CD43

CD200 et CD43 fort

0,

Hoffman, Cytometry B, 2020

\,.\ ~ 4% ’ o —~—=d '
\ o . ! :




I
Leucémie lymphoide chronique 310 MED- 202

URLAVENIR DE

* Impact pronostique et thérapeutique des altérations du gene TP53
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Precision diagnostics in chronic lymphocytic leukemia

Present | | Future
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* Aucun impact en routine des autres mutations...

* Hormis les mutations de résistances aux iBTK
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* Statut mutationnel IGHV

Impact pronostique
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Leucémie lymphoide

Statut mutationnel IGHV

5’UTR Leader . Calcul du % d’homologie

chronique

Constant

FR1 Euroclonality (15)

Séquencage Sanger

3423 3444 3465 3486 3507 3528 3543 3570 3531 3612 3633 3654 3675 3636 3717 3738 3759 3780 3801 3822 3843 3864 3885
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VH4-30-4*01 l DH3-22*01 JH4*02

{ 1

Sequence: 1 VHL I
m

Sequence compared with the Homo sapiens (human) |G set from the IMGT reference directory

>VHL
actggtgaagccttcacagaccctgteccteacctgcactgtetetggtgactecateac Tl cs
cagtgatggtttctactggaattggatccgecageccccagggaaggacctggagttgat
tggttacatctatcacactgggggcacctacgacaaccegteccteaggagtegagttac
catttcagtagacaggtccaagaaccaattctecctgaaactgaactetgtgactgeege http://www.imgt.org
agacacggccgtgtattactgtgccagggataggagtggttatggcgtetttgactacty
gggccagggaaccetggteacegtetecteagggagtgcatecgecccaaccetttteee
cctegtetectgtgagaatteccegteggatacgagcagegtagecattggetgectege

acaggacttccttececgactecatecactttetect

Information
system®

Result summary: Productive IGH rearranged sequence: (no stop codon and in-frame junction)
V-GENE and allele Homsap IGHV4-30-4*01F | score = 1143 | identity = 93.13% (244/262 nt)
J-GENE and allele Homsap IGHJ4*02 F score =213 | identity = 93.75% (45/48 nt)
D-GENE and allele by IMGT/JunctionAnalysis Homsap IGHD3-22*01 F D-REGION is in reading frame 2

FR-IMGT lengths, CDR-IMGT lengths and AA JUNCTION | [15.17.38.11] [10.7.12] CARDRSGYGVFDYW

NGS

EN. HL.EEEN

IGH smaller clones « filtered clones
IGHV2-5*06 0/7/3 J4*02

IGHV4-34%12 0/24/2 D1-26 0/12/8 J4*02
IGHV2-5*06 0/7/3 J4*02
IGHV1-NL12/21/1 D3-3 1/TTG/3 J6*02
IGHV3-11*04 1/19/4 14%02

IGHV3-11 0/8/0 D3-3 6/10/2 J6*02
IGHV3-7*02 1/13/4 J6*02

IGHV3-11*04 0/TC/2 D6-13 0/10/2 J6*02
IGHV3-11*04 1//4 D2-2*02 0/CCA/5 J6*02
IGHV3-11*04 1/22/3 D3-10 2/GGTAC/2 J6*02
IGHV3-23 1/7/1 D2-15 5//8 J4*02
IGHV1-46 0/TTCTG/0 D3-3 1//3 J4*02
IGHV5-51 0/14/2 1302

IGHV3-23*05 0/9/4 J5*02

IGHV3-23 0/7/2 D3-22 7//10 J6*02
IGHV3-11*04 1/24/3 J6%02

IGHV3-23 1/13/11 )1

IGHV1-46 0/8/8 D3-22 2/GGTAC/2 J6*02
IGHV1-3 0/17/0 J6*02

> to IMGT/V-QUEST ¥
% IGHV2-5%06 0/7/3 J4*02

>tolgBlast > toBlast

100%

G cs2

JH Euroclonality (2)

N—

19437_S13_L001_R1_001

2758% o 3 TFPZ\PP{'Tr"”"FT*PZ\Pr‘"FCACATATTACTGTGCACGCAGAIALT’E‘E’E‘EF-&CATTGACTACTGGGGCCAGGGAATCCTGGTCACCGTCTCCTCAGGTGAGTCCTCRCAACCTCTCTCCTGCTTTAACTCTGAGGGGTTTT
[ Send sequences to IMGT/V-QUEST and see the results in a new tab ]
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Sanger

Séquences plus longues (VHL-CH)
Recommandation ERIC

Sur ARN

Difficulté si multiples clones
Laborieux

NGS

Plus rapide

Sur ADN (facilité préanalytique)
Analyse de tous les clonotypes (y
compris sous clonaux)

Taux d’échec moindre

Boulland, Leuk Lymphoma 2021
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Leucémie lymphoide chronique

* Statut mutationnel IGHV

Interpretation

Analyse de la sequence aa du CDR3-> Deéfinition de subset
RY
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Jaramilo et al, Haematologica 2020
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Non interprétables
Echec de PCR, réarrangements non
productifs ou multiples clones de statut
discordant
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* Audiagnostic

* Aucun examen systématique en l'absence de critere de traitement

LLC | recommandations FILO | algorithme de traitement de 17 ligne O

* Avant premiere ligne
* TP53 (FISH + N GS) LLC symptomatique (criteres iwCLL) MARS 2023
En l'absence d'éligibilité a un essai thérapeutique ;

* Statut IGHV |

pas d'anomalie de 7P53 anomalie de 7P53
* Alarechute | ' |
Statut /GHVmute Statut /GHV non mute
° V4 °
* TP53, mutations de résistance | , ,
1. Ven + obinutuzumab* 1. BTKi en continu
! a Ibru, Acala, Zanu
2. BTKi en continu | Thérapies ciblées a duree fixe BTKi en continu ERCHE] SEU O T ESENY
0 lbru, Acala t obinutuzumab, Zanu a Ven + obinutuzumab* OU o lbry,Acala t obinutuzumab, Zanu | | 2 Gj BTKi contre-indiques
choix BTKi selon profil cardiovasculaire = | @ Ibru + Ven choix BTKi selon profil cardiovasculaire | | - van + obinutuzumab®
3. Autres options
Q lbru+ Ven
o FCR, siéligible : pas de del Tlg, de |
subset 2 ou de caryotype complexe Code couleur

Traitement Rembourse
(* AMM, acces precaoce, si ineligible FCR et Cl aux BTKi)

AMM mais pas de remboursement

' . NN : W . el : ) et At




Lymphome B de bas grade

Clonalité Lymphoide B

Recherche réarrangement clonal des gene des
Immunoglobulines: IGH + IGK
PCR analyse de fragment

a VH DH JH

[ —— I I -

6 VH-FR1 primers | | JHprimer

';GTGCMGAGCFACCTATGGYTCAGGGAGT TATosCTACTACGGETAT GGACGICT(;

CTCTOCAACAGuuunACACTAACT . CTACTACTACTACGCTATOGACCTCTOGC
CTGETECAAGACAZUAGTATAGCAGCTCGTACAACTGGTTCGACTCCTGG
CTCTGCAAGAGA coasacAGCTCGTTTTIGCTTTTGATATCTGG
CIGTGGAAGAGH TR 66aaeaCTAGT GG

CTCGTGCAACAG o assocTcaneescCTTTCGACTACTGG

CTGTGLCAAGAGA cATGCTTTTGATATCTGG
CTIGTGCAAGAGSCTGGGAGCTACTAGACTACTGG
CTOTOCAACOTACCTAAACCTTTCACTACTGG

CTGTGCAA W CTACTTTGACTACTGG

¢ GeneScanning

palycloral |

monoc ional

BIOMED-/) 2024
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Séquencage & &

O . S
Y é§!§359<b'ér<$'<r L

BCL2
CDKN2A*
CCND1

MYC
TP53

apoptosis/cellular
cycle

Marked diagnostic impact

D Confirmed prognostic impact
D Confirmed theranostic impact

epigenetics

FOXO1
ID3 L]

transcription

factors ICF3

KLF2
STAT6
BTK
PLCG2
BRAF
PTPRD
CD79A
CD79B
CXCR4
signalling pathways |MYD88

BIRC3
CARD11
1

NFKBIE
H N 0 1

TNFAIP3
TRAF2

NOTCH1
NOTCH2
SF3B1

10 20 50 100

RNA li
metabolism XPO1 -

immuneescape [B2M | | | | | | | | | | |
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* Lymphome de bas grade le plus fréquent de ['adulte
* Forme leucémique dans seulement 15% des cas
* Diagnostic HISTOLOGIQUE+++
* £(14;18) > BCL2-JH (hyperexpression de BCL2)

T+ T-
Réarrangement BCL2-JH (PCR) MBR mix MBR FL

‘ a. BCL-2 gene (#18q21)

BCL2 gene IGH gene (#14q32)
exon 2 exon 3 J JH segments
v;:[ ;I‘! "I‘I
NI > » b IHIKE
i I\1BR2 M8R1l IMBR1  IMBR2 IMBR3 3'V8R4T mr:. merl mer? | JH primer
— MER IMBR — mer |
L) 50 kb kb
. Si difficulté diagnostique

Sensiblité 60% des FL liée au point de cassure

: SRl z R ~ = \’ \ Py ~—d '
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BCL2 dual color, break-apart DNA FISH probe

FISH si difficulté

Anatomopathologie diagnostique

Chromosome 18

B
NGS S
-
-
A y |
80 B Bl GLSG2000 training cohort
& 23 BCCA validation cohort
g &
g
2 <
O un 5 B
g ¥ S 3
- o A u
- A Y @
s 20
LQC."‘Q'?"\“‘QZ‘-O{-""""‘\"'lm("“/""‘\"‘ ”m ®'em'wNaginms
N B~ - XN (- ‘B-E-B-E-E.-N B Ozmg>-:nu><«_."g
;gﬁaaﬁ‘s_?—éﬁ@ag;geat__gs&mﬁgsagtsg
2 U S - Sl R L G “ = - &
= 3

Pastore, Lancet Oncol 2015
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* Diagnostic cytologique parfois difficile

* (Cytometrie : Matutes <4, souvent 1-2, CD200 négatif

Translocation t(11;14)
* Intérét diagnostique de I'hyperexpression de cycline D1 > hyperexpression de CCND1/ BCL1

CCND1 BAP

Classique | Pléomorphe

RT-PCR compétitive ‘

Amplification des cyclines D1, D2 et D3

Immunohistochimie

Blastoide
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* Physiopathologie et nouvelle classification

MCL MCL
Indolent classique BCL1
TRy I R
S e g et g o " d ‘
100+ R AT N
:; --' ‘,%d?\.ifféi.‘rh: . | v
0984 R : Yok o
—
Pre-B cell Unmutated/ Classic Blastoid * 964
t(11;14) minimally mutated /G MCL MCL
& SOX11* B cell 2 04-
— :
Germinal  Mantle
center  zone g 924
Naive In situ MCL-
B cell like B cell | | : 904
., R 4 | ' 88+
Pre-B cell Hypermutated IG Nonnodal, leukemic, Progressed MC MCL SOX11- MCL SOX11+
Cyclin D1- SOX11-B cell and splenic MCL  (den7p (n = 50) (n=111)
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POUR L'AVENIR DE

Lymphome du manteau

* |ntérét du séquencage NGS
* C(lassification pronostique (TP53, ATM, KMT2D)
* |ntérét thérapeutique

* BTKsi TP53 muté? Mutation de résistance?

s e e S
14 -
g A Mutation available= 186
B 10 - " g _
g 8 - @ missense @@ nonsense inframe indel @@ frameshift  ©splice site Deletion available= 190 8 0.757
S 6 - %
4
a- Z
2 5
| — 2 0.50-
T :
—— I B vseax :
TP53 del B n=2s 13.2%) é
WHSC1 L -2 s.5%) 3 0.25-
CCND1 H B v-2za1s%) § P<0.0001
SN0 ML I I . ] ":3;1;::: no TP53 dis and KMT2D no mut (N=137)
KMT2D del U1 L nn I ) ' TP53 dis or KMT2D mut (N=49)
vorcra JII[[N[] [ Il | D 0.00-
BIRC3 . N=11 (5.9%) I 1 1 | ] T T
2 0 12 24 36 48 60 72
IRAFZ | ' Months from Enrollment
CXCR4 N=0 (0%) At risk:
[l Mutated sample [J] Deleted sample [l Mutation not assessed Of% 1(;% 2(;% 3;% 4(;% 5(;% 137 132 125 105 71 51 22
% of mutated samples 49 44 38 29 17 ¢] 2

P

Ferrero, Haematologica 2020
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Lymphocytes chevelus

Tricholeucocytes

WHO-HAEMS
WHO-HAEM4R Hairy cell leukaemia
Hairy cell leukaemia
Splenic marginal

zone lymphoma

Splenic marginal
zone lymphoma

Splenic B-cell
lymphoma/leukaemia

Splenic diffuse red pulp with prominent nucleoli Lymphocytes villeux

small B-cell lymphoma/

leukaemia ; 5 -
Hairy cell leukaemia, variant Splenic diffuse red pulp ' ' .‘ N
small B-cell lymphoma/ ‘ = :

B-prolymphocytic leukaemia

t(11;14) CCND1-R Prolymphocytes

R ' u ’- v Y
o

Matutes 5

of
Prolymphocytic
progression of CLL

215%




Leucémie a tricholeucocytes

Rare 2% des leucémies D' ' v
Age médian 55 ans ’ 3

Pancytopénie (monocytopénie)

Count

Splénomégalie

Myélofibrose

Mutation BRAF V600E (95%)
Sensibilité analogue des purines P

Bon pronostic

a0

[Ly B] CD123 PE

1pt

cD123 | 98.27%

10

10° 100 10°
CD123 PE

Score HCL >2

Count

a0

20+

[Ly B] CD25 PC5.5

1pt

CD25 : 97.51%

Count

[Ly B] CD103 FITC

10° 10 10F 108 10 10 10F 10
CD25 PC5.5 CD103 FITC
BRAF wt
—
99 "2 ¥ x
O O > 0O O ¢
T T & I T
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[Ly B] CD11c APC

107 10° 100 10°
CD11c APC
BRAF V600E
—
x 3T 9 R 9 ¥
c O O 3 O O
r I uv I I




Leucémie/Lymphome splénique B avec nucléole proéminent

Anciennement: Leucémie prolymphocytaire B (non LLC, non manteau), HCL variant
0,5% des SLP

Clinique
- Sujet age (mediane 71ans)
- Splenomeégalie, lymphocytose élevée ly nucleés, cytopenies

Histologie
- Localisation SPLENIQUE, médullaire, hépatique 1/3
- Infiltrat monomorphe diffus homogene de la pulpe rouge et sinus .

- Atrophie de la pulpe blanche HCL B Cell
- CD20, CD19+, CD11c+, CD103 et FMC7

KS7E
¢ Negatlf pOur CD25, CD1 23, AnneX|nA1 QEE? . MAP2K1/MEK1
- Biologie moléculaire ... §:: .. ... D
u.lg :‘géa o < § §§§ roline ric

- Absence BRAF V600E | 'A'4257 \\ \ 'y \ \\ %
- IGHV muté avec surreprésentation VH4-34 | e T W
- MAP2K1 mutation = Inhibiteurs de MEK

T P e z <o AR R
N L g . 4 > Lo R G
ST R P e - - R L N




Lymphome splénique B diffus a petites cellules de la pulpe rouge

EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE

- Clinique
- Splenomeégalie, lymphocytose ly villeux, peu de symptome B Q.

- Histologie
- Localisation SPLENIQUE isolée ++ (rarement ADP, foie)
- Infiltrat monomorphe diffus homogene de la pulpe rouge et sinus
- Destruction de 'architecture de la rate, aspect pseudosinusal, flagues hemorragiques

0 w00 - Ratio
- Atrophie de la pulpe blanche oo CD180/CD200
. CD20, CD19+, DBA44 et IgG, CCND3 (70%) r 0
- Negatif pour CD5, CD10, CD23, CD43, BCL1, CD38 8 o] |

2000 - T

- Biologie moleculaire
- Absence BRAF V600E s
- IGHV muté avec surreprésentation VH4-34 et VH3-23 i)

- BCOR, CCND3 mutations a000{ T

B-cells MZL SDRPL HCL

o | oS . ] G onenee B e T R T s S
W v e W e A, B0 Cai A i e e SRR A R s g
s ) . < - R 53 ‘ P 15 o, . - » o ) ~ —
N o h ;- \ QY ;.,' . ‘f‘-‘" (-".A < - ~ .
h s b, oy N " St 2. Pl s Y, - N 3

CD200 MFI




Lymphome splénique de la zone marginale

I .

- Clinique
- Age : 60-70ans
- Splenomegalie >90%, peu de symptome B

- Manifestation auto-immunes (PTI, AHAI), cryoglobulinémie g AF v
- Association hépatite C B i, B cand

- Hyperlymphocytose

- ly villeux, monocytoides, parfois lymphoplasmocytaires
- CD19+ CD20+, CD180+, CD11c+

- Histologie

- Infiltrat de la pulpe blanche, aspect en cocarde

- Biologie moléculaire
- Absence BRAF VG600E
- KLF2, NOTCHZ2, MYD&88, TNFAIP3




Maladie de Waldenstrom

- Lymphocytose rare

- Diagnostic differentiel des lymphomes spléenique de la zone marginale

- Gammapathie monoclonale
- Pic IgM
- Infiltration meédullaire par lymphoplasmocytes
- Cytopénies
- Manifestation cliniques liees a I'lgM
Neuropathie, amylose, agglutines froides, cryoglobulinémie

- Biologie moléculaire
. MYD88 L265P (>90%)
- CXCR4
- TP53 +/- BTK

POUR L'AVENIR DE LA BIOLOGIE MEDICALE

P=0.06
| P=0.32 |
9 1.5- ! —_—
L - |
= |
£ P=0.003
O w -
Z c 1.0 | |
5% - —r—
& o g
— i . : pe——  — Minor response
2” 8 0‘5— ‘n |
L -
£ . A — Partial response
s g L T "
v 0.0 — — Very good partial
MYDB388L265P  pMypDg8L265P  MYD88WT response
CXCR4™T  CXCR4WHIM  CXCR4WT
B
P=0.03
' p=0.03 |
| |
'§ 1.8-
- —T — Very good partial
g 1.6 - P=0.20 response
Z g i - |
LR B .r —
=@ . J _ ] — Partial response
e 8 LY |
1.2+ o) -
% b ° e |- — Minor response
: ) ' 2 L
1.0 o e
- y’
0.0/r

MYD88L265P  MYD88L265P
CXCR4WT CXCR4WHIM

N SR iy, I B W B

MYD88WT
CXCR4WT




N
Maladie de Waldenstrom BIOMED-) 2024

. PCR digitale
MYDS88

A

o~ — - — - Technique quantitative, sensible (0.3%)

g \. - Utilisable sur sang, moelle, LCR (Bing-Neel)

AATGTGTGC CAGGGGTACTT%GATGG GGGATGGCTGTTGTTAACCCTGGGGTTGAAGACT
GGGCTTGTCCCACCATGGGGCAAGGGCCTGATGCCAGCATGGCACCCCTTGGCTTGCAGG

TGCCCATCAGAAGCGAC [‘T/C] GATCCCCATCAAGTACAAGGC

e Preparation PCR amplification

MW H,O 10 2 04 02 01 0 (%ofmutantDNA)

s

WO O &
\\.\ .' \\ 0 .
Mutant , &
MYD88 L265P : WV
',\‘_\ | N\ . o
istri ® Positive reactor
DNA sample Sample distributed /
P in massive reactors Negative reactor
Digital PCR
< Wild-type
MYD88 L265P
[ - 0 VAF0%
sy VAF70% i VAF2%
52 ] 20000-:
LLl 20000 L 2001
\ ‘ . . . 3 15000
' | (a8 15000 1 15000 e 1
’ f A ,. » 3 " m : ]
' | | | | \ : | Heterozygous © ! .. ] .
| | L) | MYD88 L265P I R -
| | | | ' Al (e 0] 1 : ] ; ] o
| | | A . ! ' w ] '.'-'.'.::'-'.'.,.' ] .'l?-’!l‘":-"- . 5000-_ '_.--"
- l..,‘.\;.\;d_.‘ e L.o‘ -~ Ju.s’l -«C‘A\L .--\-L' ot laol o las g 5000: # ot 'w 5000: _“ Y '. Iy ,w ‘ ’
E 0|| o 0'-"'|~vv|~'-|v~x|~u-|
) 010 210 0000 4000 S0l o Coum am wm am sm ) 10000 20000 30000 40000 50000‘
MYD88 wt (FAM)

o £ o,



Feature SDRPL SMZL SBPLN HCL
Histopathology
Predominantly
Spleen pattern diffuse macronodular or less diffuse diffuse
frequent
small cells, :
Morpholo monomorphous ' Monomorphous with monomorphous
P ay P marglnal-zone cells, visible nucleoli p
isolated large cells
Peripheral blood cytology
Monomorphous : villous Monomorohous : hai
lymphocytes (round and| Polymorphous : small Monomorphous : P u_ ' Yy
: : cells (oval and indented
regular nucleus, clumped| Ilymphocytes (round intermediate between _
. . nucleus, dispersed
chromatin, small or not | nucleus, condensed in prolymphocytes and .
cytology . . : .. chromatin, abundant and
visible nucleolus small irregular clumps | hairy cells, and distinct .
. : : . : pale cytoplasm with
basophilic cytoplasm | chromatin) admixed with |to villous lymphocytes by circumference
with polar well-visible |lymphoplasmocytic cells | prominent nucleolus u :
L projections)
projections)
Immunophenotype by Immunohistochemistry
Cyclin D1 - - - +
Cyclin D3 + - - -
Annexin A1 - - - +
Immunophenotype by flow cytometry
N ~ (o)
CD11c bright in ~67% of cases mOderaZ;r;S 70% o | bright in ~25% of cases (RBHGNGINTIO0SAI0 Cases
1 (0]
CD180 Strong in 100% of cases Modera;:slgs%/o el nd Strong in 100% of cases
CD200 Dim in 40% of cases | Moderate 93% of cases nd Strong in 100% of cases
—— — R
CD103 SRS I =070 G negative SIS 10 @117 @) bright in 100% of cases
cases cases
CD123 positive in 3% of cases negative positive in 9% of cases | Bright positive in 100%

Molecular profile

IGHV1-2*04 gene usage <5% ~30% unknown unknown
IGHV4-34 gene usage 22% 8% 50% unknown
del(7q) ~25% ~40% ~20% ~20%
NOTCHZ2 mutations <2% 15-20% 0% 0%
:&Césrglﬁ:\lgflps) <2% ~20% 0% 15%
CCND3 mutations ~25% 0% unknown 0%
BCOR alterations o o o
(mutations and/or CNVs) e <10% unknown 0%
BRAF p.V600E <1% <1% <10% >95%
MAP2K1mutations <10% <1% 50% <1%

N

2024




Lymphomes B : synthese BIOMED-/ 2024

* Peud'intérét de la clonalité IGH en cas d'hyperlymphocytose

* Marqueurs diagnostiques
* Folliculaire : BCL2-JH
* Manteau (Cycline D1)
* Leucémie a Tricholeucocytes BRAF V600E
* Maladie de Waldenstrom MYD88 L265P

* NGS a discuter en Fonction du contexte clinique et de la question thérapeutique




Leucémies/lymphomes T matures 810 MED- ) 2024

Différenciation lymphoide T

lymphoid
precursor cell

‘alternative' T-lymphocyte
TCRy3-CD3

prothymocyte
(CyCD3)

‘ mre thymocyte  helper / inducer
@ SE— @ (CyCD3) T-lymphocyte
\TCRaB-CD3 TCRap-CD3

immature common

thymocyte thymocyte
CyCD3 CyCD3

(pre-T complex) (pre-T complex) mature thymocyte suppressor /
Q (TCR-CD3) (CyCD3) cytotoxic T-lymphocyte
TCRap-CD3 TCRap-CD3

NK-cell
TCRD genes rearranged TCRD genes deleted (in most TCRap™ cells)

TCRG1 TCRGZ2 genes rearranged

TCRB genes rearranged: D-J to V-D-J (also in many TCRys* cells

TCRA genes rearranged (in TCRaf* cells

=» Etude du TCRG en premiere intension

Sensibilité : 98% pour les lymphomes T
- Proliférations Ta ou Tyd
- Lymphomes T matures ou lymphoblastiques T

=» TCRB si discordance clinique ou histologique
= TCRD uniquement pour les proliferations Tyd

e r f
" f
Y

a. TCRG gene complex (#7p14)

Jy1 Jy2
I -
T~ ~ N/\
< cen wyl Vyll vyl Vylv QAo X tel —»
T ™ —™
' - 10kb o ¢ T e
Ne Y oe T o H1 & = AR N
5 > > S > > > > > 555 Cy1 55 Cy2 /enhancer3,
—iH { i i { —{1 H—t—t I-Og
silencers

b Vy Jy
T T e

| Vylf Vy9 Vy10 Vy 11 | ]Jy1.3/2.3 Jy1.1/2.1I
Vy family primers Jy primers
TCRG tube A 5 3 5 ., TCRGtubes Aand B
Vylf (-178) GGAAGGCCCCACAGCRTCTT CGAGTATCATTGAAGCGGACCATT5 (+64) Jy1.1/2.1 (JP1/2)
Vy10  (-126) AGCATGGGTAAGACAAGCAA GAGAAACCGTCACCTTGTTGTG (+38) Jy1.3/2.3 (Jy1/2)
TCRG tube B

Vy9 (-141) CGGCACTGTCAGAAAGGAATC
Vy11 (-58) CTTCCACTTCCACTTTGAAA

CTGTGCAAGAGAGATAGTATAGCAGCTCGTACAACTGGTTCGACTCCTGG
CTGTGCAAGAGATcceeccAGCTCGTTTTGCTTTTGATATCTGG
CTGTGCAAGAGccTeTeTecacteceaTeceeecCTACTGG
CTGTGCAAGAGcaacaceTeeeccccCTTTGACTACTGG
CTGTGCAAGAGeacTTTaccATGCTTTTGATATCTGG
CTGTGCAAGAG:GTGGGAGCTACTAGACTACTGG

CTGTGCAAGeGTAGCTAAACCTTTGACTACTGG
/ CTGTGCAATATCTACTTTGACTACTGG \
Discrimination par la taille Discrimination par la séquence

GeneScanning

polyclonal

monoclonal




Clonalité 7CRG BIOMED--/ 2024

POUR L'AVENIR DE LA BIOLOGIE MEDICALE
P igoclonal (23 pics
olyclonal Oligoclonal (23 pics) :
L w | w  w I 220 00 Monoclonal (1 pIC)
o430 150 470 s 20 230 250 27;0 280 30 330 woes )
3200 - 7000 e
2800 4 £000 H B A = A @ A A
2400 ] 2080 'ecwoo @ 8 20 10 M 2@ 260 2w 20 a2 a0
2000 { 4000 20008
16001 2000 -
12001 2000 Sacc
i S M L | LI | =
400 ] 0 ) ot L 2 1000
0 8000
4000
0 adoad binde A aa b Fit 1 1 L { L1 i 1 1
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
o430 50 470 s 20 230 250 27;0 280 30 330 8000
32004 2000
200 as 0 40 0 120 160 200 240 260 320 30 40 49 450
2400 4 5000 32000
2000 4000 26000
1600] 3000 24000
1200] ' 2000 | 20000
200 ] 1000 | l 16000
a00] "I l o " ﬂ, JJQ " u_...glﬂl l AN %1 12000
0: - fu A | A £000
4000
5 rdeind R TR P R A L L i ] 1

Monoclonal (2 pics)
Absence d’argument moléculaire Expansion T reactionnelle o W _ w  w  m ow  w  owm  m _ w

28000 +

pour un lymphome (infection virale, auto-immunite, cancer) 2un}

Répertoire T restreint (lymphopénie, age) e

«vraie » prolifération lymphomateuse o}

000 +
0 2 A b i L s A A

180 160 180 200 220 240 260 280 300 320

Confrontation nécessaire a la clinique et au reste du bilan 2o}

160001
120004

Prélevement clonal
Probable lymphome

~ ,. o 2 e L .
3 T f.' <o 3 i - N ] : et '.‘-5.:;\,. ) ; — P >
' <. c‘/ o - ' R s P i
» / N 4 A B Yo ) . A - ’ :
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Clonalité 7CRB BIOMED-) 2024

A\ BIOLOGIE

Geéne TRB TCR af3 Répertoire Vbeta
— JB1 Jp2
VB1 VB2 VB3 VB4 VB5 Vpn DBt 55 2354 CB1 Dp2 k5524 CB2 N

D-»J rearrangement

.- MMN—.—@MZI— a3
.................. V-=>D-J rearrangement LLit e

coding joints

1d13INOLAD

D N
8 \A‘-"
> &
transcription i
precursor mRNA  \J ﬂ“‘l,l:'\
I} RNA splicing
‘-l | N Lymphocyte T
BIOLOGIE MOLECULAIRE
S | - TeRab Toe™s
VB family primers JB primers
PCR analyse de fragment NGS g 2
. . > = = = : - - . & @ @ 8 & & Y @Y & & & @ S @ @ & O L .‘..f'.

- . - .

) b O

- ®

. N | I -

L; L Jl s T

Van Dongen, Leukemia 2003 TRBC1 Horna J Invest Dermatol 2021




Syndrome de Sézary

* Erythrodermie

* >1G/L de cellules de Sézary

BIOMED-/ 2024

POUR L'AVENIR DE LA BIOLOGIE MEDICALE

Blood

B0 : Mycosis Fongoide Erythrodermique
— Cellules de Sézary <5 %
— CD4+CD7- et CD4+CD26- < 250 pL-"
B1: Pré-Sézary
—  Cellules de Sézary > 5 % mais < 1000 pL-*
—  CD4+CD7- ou CD4+CD26- = 250 pL-1 mais < 1000 pL-
B2 : Syndrome de Sézary
— Cellules de Sézary = 1000 pL™
— Augmentation de la population TCD4 avec ratio T CD4/CD8 = 10
— Augmentation des TCD4 avec un phénotype anormal
» CD4+CD7-240 %
= CD4+CD7-2=1000 L
* CD4+CD26- 230 %
= CD4+CD26- 2 1000 L

Méme clone T dans la peau et le sang en biologie moléculaire




CD4 PE-CY7

yndrome de Sézar

(CD3+ T cells)

CD4+

s

T

0

w
CD8 APC M7

T

w

-

-

v

W

“a' @

(CD4-)

"W
] i
74 CD4 normaux

E;z '

)

-~

o)

o

Sezary

" e —

T
A 0 1 w w L4

CD26 PERCP CY5-5

TRBCY FITC

(CD4+CD26-CO7-)

TRBC1+

TRBC1-

\_ama | ————

9 4

— .y

9

SSINT

Sang

Peau

140

180
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Syndrome de Sézary

Mycosis

I Homozygous deletion
B Heterozygous deletion
- Amplification

B Missense mutation
B Truncating mutation

Sezary syndrome fungoudes ETEL:
S |
s |
@) .
o |SMARCA4+4 = Ml 0 |
@ MLL34 | . 1]
= MLL2+ 1 [ | H B |
2 | CREBBP- 5] R e | | ]
T CHD3+4 | aEE B |
BRD9- ] e
STAT3- | | | ] [ [
o SH2B3- | | | RN
= PRKG1+4 | | | || . , LY LI
s| PrREX2{ 11 N N |HEE EEEEN
S| MAKP14 ¥ ER an HER _
%) JAK3+ - | " 1] | .-
CARD114 | N B _ ! |
- ‘ ' ’ ' ‘ ‘
BRAF T T T T I I T rrTTTTTTTTUYTTTTTYUITITTYTTTYT’'"'"™T™ ™Y Ll"!fwlul"tuvu!tvvuv
3333335339:9‘232.‘9299°"N”8.“3 NS T e SRR NS
Sample I o YEy 1= I_I_I_J_J_l_l_l_l_l_lﬁﬁﬁﬁzj TSI ODDD ZFTFTODDIDIDDD
Dnnnonnnn e . L T e L e T e L i
wwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwm R R 0B e ) g (T ol o e e e N R M
NDODBNBLBLBOLBLNDLBOLLOD AN OO0 LLL OO0 LI a
% 55GEEER BSEERRRRER
VOVOKo60 PPPE600000

0.5 -

0.0 -

G Score

-0.5 -

DNMT3A

ARID1A

IRF4

1/
TMCC1  ATXN1 /

HLA-B/C
TNFA/P3

PDCD1

FOXO03
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PRKCQ

CARD11

MYC
PTPRN2

[

STAT3/5B

L JAK2/PD-L1/PD-L2

h
T
CTCF'
ZF ;P“g; MAP4K1
\ cgl  GRAP
MGMT socsz
CDKN18
A | [AGAPs ZBTB7A
CDKN2A || ZEB1
TGFBR1
HNPRNK

Aucun impact dans la prise en charge des patients




Leucémie a grands lymphocytes a grains 310 MED- 2024

* Pathologie rare (2,5% des syndromes lymphoprolifératifs)
* Diagnostic

* Présence de LGL sur frottis sanguin (>0,5G/L chronique)

* Présentation clinique

* Cytopénie: neutropénie (infections)
* Auto-immunité : polyarthrite rhumatoide++
* Splénomégalie

* 2 soustypes
* LGL-T:CD3+, CD5low, CD8+, CD57+
* LGL-NK:CD3-, CD56,CD16, CD57+

* |ntérét de la biologie moléculaire pour confirmer la clonalité des LGL

* Eliminer les causes réactionnelles (virale, OH, greffe organe ou CSH, splenectomie)




Leucémie LGL-T

b LGL-leukemia patient

BIOMED-

50 . % . 120 . 170 210 250 230 .
4 CD8+ v8 T-LGLL
‘ aB T-LGLL aB T-LGI.I.
000 4
| 1' MEDIAN:  38% 0% 32%
e RANGE: (19-75%) (0-5%) (19-44%)
m-.
2000 4 |
2000 1
v0c0) 0% 45% 6%
e bl dl i L | (0-2%)  (7-66%)  (0-19%)
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Treatment
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100+

f NK cells
Percentage of NK cells Percentage o

Percentage of NK cells

Leucémie LGL-NK

Cytomeétrie et clonalité NK

Restriction répertoire KIR
CD158A

80~

60+

40-

CD158B

%k %k

e oo

9%
S

Percentage of NK cels

Pk W Sl

100+

80+

60

40-

20+

Reactive NK

Reactive NK CLPD-NK

Expression forte et homogéene CD94/NKG2A

NKG2A

Percentage of NK cells

100+

80+

60+

40+

20+

Reactive NK

NKP30

Reactive NK CLPD-NK

» >
>>>> > > >

NKP46
e e
A‘A

Percentage of NK cells

IAAI

R - TR Wi S

e W W S

Reactive NK

Reactive NK CLPD-NK

NKB1

* %k %k

Percentage of NKcells

—t PO

Reactive NK CLPD-NK

Percentage of NK cells

CD1l1e61
%k %k
o % A AAA
“2 AA: AAAAA
wit
*A‘_

A

Aa
AAAAA

A
4 AAAA
o AAAAAA

Percentage of NK cells

Reactive NK CLPD-NK

NKP44

Reactive NK CLPD-NK

Pastoret, Blood 2021
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Mutations STAT3, TET2 et CCL22
CCL22 ® | eud5Trp
NM_002990 OLeud5Gin ®Pro79Leu
) GLe“45Af9 « Pro46_Argdsdelins - epro7gPhe lle87_Leu88delins
Val41_Leud5delins ® é';euigxpm“ede“”s Ororoarg o
ro4bArg | @A Lys90fs

‘MDRLQTALL1V0VLVLLAVALQ%ATEA E H I

Signal peptide @ Missense
Bl Secreted CCL22 @ Frameshift

Processed CCL22 N terminus @ Protein indel

[] Disulfide bond

Gender
Age |1 [ N FECEE EFFERTEET BN E'ET PEE 'EEE'E"EEE ™ Em
WBC [ ] SBEEER BEE B BER B NEE BNEE BE R NEES BE K EEEE
Hh- il HEEEEEEEEE BEEE B BE E R R BN NEEREE BER NEEm
Pt HIEEEEE BE BEEE B BE B = ERNCEET B N R HER B

]
cpse -HHNEENNENTY FNEEY [ | B EEE

ccrzz (16) RN RN R

STAT3(18) -
STAT5B (3) -

TET2 (13) -
DNMT3A (3) -
ASXL1 (3) -
ATM (4) -
KDMBA (1) -
KMT2D (1) -

CBL (1) -
KRAS (2) -
NRAS (1) -

FAS (2) -
GPR98 (2) -
KLF2 (1) -
NOTCH1 (1)
TNFAIP3 (1) -
WHSC1 (1) -

SMC3 (1) - [ ]
SF3B1 (1) - ||
SRSF2 (2) L]

ZRSR2 (1) []
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TP53 (2) -
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Bear, Nature genetics 2022
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Leucémie prolymphocytaire T BIOMED - 2024

* Leucémie T mature agressive

* Présentation clinique

* Hyperlymphocytose extréme

* Anémie, thrombopénie

* Hepatosplénomeégalie

ouM
° CMF:CD3+, CD4+, CD8+/-, CD52+
Table 2. Major and minor diagnostic criteria for T-PLL defined by TPLL-ISG *.

Major Criteria

1. >5 x 107 /L cells of T-PLL phenotype in peripheral blood or bone marrow

2. T-cell clonality (by polymerase chain reaction for T-cell receptor beta or gamma, or by flow cytometry)

3. Abnormalities of 14q32 or expression of TCL1A/B or MTCP1
Minor Criteria

1. Abnormalities of chromosome 11 (11q22.3, ATM)

2. Abnormalities of chromosome 8 [idic(8)(p11), t(8;8), or trisomy 8(q)] chromosome 5, 12, 13, or 22

3. Complex karyotype

4. Involvement of T-PLL specific site (e.g., splenomegaly or pleural effusions)
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Cytogenetic features
(inv14)(q11;932.1) or t(14;14)(q11;932.1)/total 24/60 (40.0) A) )‘ ){ “ ]! 2L ,‘ “ " “
cases analyzed (%) TCL1 hyperexpression = 2z 3 & 5 T 2 3 T4 5
Trisomy 8 or isochromosome 8q/total cases 21/60 (35.0) }
) 1Ko o] 3|l (O TR AT e
anazedye) 6 7 8 9 10 | 11 | 12 6 7 g8 9 10 12
—11 or deletion 11q22-23/total cases analyzed (%) 20/60 (33.3)
—17 or isochromosome 17q or deletion 17p/total 8/60 (13.3) il MoH ke " S L K a &
13 14 | 15 16 17 18 13 | 14 | 15 16 17 18
analyzed cases {
’ ! 1n A n '( L] ] - 1) ‘
19 20 21 22 X Y 19 20 21 22 X Y
46,XX,der(7;11)(910;910),der(8)t(8;11)(p11;p11), 46,X,1(X;14)(g28;911.2),inv(10)(p12g21)
MTOT DI DIV~ +der(8)t(8;11)(p11;p11),inv(14)q11q32),

der(19)t(3;19)(q21;p13)
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Lymphomes/Leucémies T : synthese BIOMED- / 2024

* Intérét majeurde laclonalite T

* TJCRGen premieéere intention
* TJCRB si doute diagnostique (+/- TCRD si suspicion de lymphome TGD)

* |Intérét du NGS

* Leucémies LGL (STAT3, STAT5B, TNFAIP3, CLL22, TET2...) &
\ ¥ v \% o \% K '\,’Z’C\ Q-
* Leucémie prolymphocytaire T (STAT5B, ATM) _ & PSS S
apoptosis
* Autres lymphomes (hors lymphocytose) oimenctics [ yer
IDH2
STATSB En|
STAT3 -
signallingl II:II.-ICC();; - -
pathways TAK3 _
CD28
CARD11

Sujobert, Hemasphere 2019
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Conclusion BIOMED-) 2024

* Hyperlymphocytose est une situation fréquente
* Eliminer les causes réactionnelles

* Essor desindications de la biologie moléculaire (prise en charge des patients?)
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