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Figure 1. Schéma simplifié
de la technique du PARR. Les
T WY e “boites V, J et C” alignées
gonesde recaptours schématisent Falignement
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les diagrammes
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Le test de clonalité aide 'anatomopathologiste a discriminer
inflammation chronique/lymphome, en identifiant une prolifération
monoclonale lymphoide.

OBJECTIFS
PEDAGOGIQUES

Etre capable de

= ors de troubles chroniques, une maladie inflammatoire chronique et un lymphome de
comprendre l'intérét

diagnostique d’un
test de clonalité afin

d’optimiser son utilisation

en tant qu’examen
complémentaire lors de
suspicion de lymphome.

(1) Polymerase Chain Reaction

(PCR) to assess Antigen

bas grade partagent souvent une présentation clinique similaire, ce qui constitue un défi
diagnostique.

La réalisation d'une analyse histologique ou cytologique ciblant 'organe atteint (tube digestif,
peau, muqueuses respiratoires, lymphocentres,...) est souvent considérée comme la solution
par le clinicien. Il faut cependant garder a 'esprit que les images histologiques peuvent égale-
ment étre trompeuses, et nécessitent parfois le recours a des examens complémentaires immu-
nohistochimiques (immunophénotypage) et moléculaires (test de clonalité ou PARR™) capables
d’orienter le diagnostic.

Cet article va préciser les modalités et I'utilisation du test de clonalité dans le diagnostic du
lymphome. [J

Receptorgene Rearrangements

(2) récepteur des cellules T (T cell
receptor)

(3) Locus IGH (génes des chaines
lourdes (/mmunoglobulin heavy

locus))

CREDITS DE FORMATION CONTINUE

La lecture de cet article ouvre droit a
0,05 CFC. La déclaration de lecture,
individuelle et volontaire, est a effectuer
aupreés du CFCV (cf. sommaire).

La définition du PARR®

(FIGURET)

1l s’agit de I'amplification d’une région géno-
mique spécifique des lymphocytes, codant
pour les récepteurs aux antigenes : TCR® pour
les lymphocytes T et IGH® pour les lympho-

cytes B. La taille de cette région (CDR3 pour
Complementary Determining Region 3) est
variable apres réarrangement des locus et spé-
cifique d'une lignée lymphocytaire : un lym-
phocyte est caractérisé par une taille unique
de CDR3. Lors de réaction inflammatoire
chronique, de multiples clones de lympho-
cytes sont présents. Cette diversité est exclue
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Figure 2. Différents profils électrophorétiques du PARR.

lors de processus lymphomateux, ot il
s’agit de la prolifération d'un seul clone

[1].

Mise en ceuvre

Lexamen est réalisé sur les prélevements
ayant servi a I'analyse histo- ou cytopa-
thologique (biopsies, produit d’épan-
chement, cytoponctions) et conservés
par votre laboratoire. Ils doivent per-
mettre une extraction suffisante d’ADN
de bonne qualité (100 ng/50 pL). Une
conservation trop longue dans le formol

reqne -

Digestif 35%
Foie 4%
Bouche 4%
Peau 22%
Nez 4%
il 4%
NL 12%
Rate 8%
AR % ® Digestif
Ep. thoracique 2% " Nez
Muscle 2% = Amygdales
TOTAL 100%

oul’autolyse sont des limites importantes
dans la réalisation du PARR.

Lamplification utilise un ensemble de
sondes génomiques synthétisées, afin de
s’hybrider de part et d’autre de la région
CDR3. Ces sondes existent pour les es-
peces canine, féline et équine.

La visualisation des produits d’amplifica-
tion de la PCR est donnée sous la forme
de courbes gaussiennes ou de pics, suite
a une électrophorese capillaire.

Nombre de cas

= Peau

" Bouche

" Foie

= (Eil = NL ® Rate

= Ep. thoracique ® Muscle

Figure 3. Répartition organique des analyses PARR au sein du LAPVSO lors de la période 2015-2016.

ADN insuffisant ou muté

L’interprétation
des résultats du test
de Clona”té(FlGUREZ)

Cette technique permet la mise en évi-
dence d’'une population clonale, donc
tumorale, de cellules lymphoides, mais
ne permet pas le phénotypage de cette
population. Seul '’examen d’'un mar-
quage immunohistochimique CD3/
CD20/CD79a est capable de typer un
lymphome B ouT.

Cette limite est liée a la possibilité de ré-
arrangements génomiques interlignées
B et T, rendant possible 'amplification
d’'une séquence IGH (récepteur B) lors
de lymphome T [2]

Profil clonal

11 s’agit de la mise en évidence d'un ou
deux pics distincts sur chaque PCR. 11
correspond le plus souvent a un profil
lymphomateux.

II faut cependant prendre en compte
des situations non tumorales (clones
bénins) : une hyperstimulation antigé-
nique lors de réaction inflammatoire a
forte médiation immune, ou une popula-
tion lymphoide clonale lors de régression
d’histiocytome par exemple.

Profil polyclonal

11 s’agit de la visualisation d’'une popu-
lation panachée de lymphocytes sous
la forme d'une courbe gaussienne. Cela
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correspond généralement a un processus
inflammatoire.

Les faux-négatifs sont observés lors de
manque d’affinité des sondes d’amplifi-
cation. Il s’agit de situations lymphoma-
teuses ou1 'ADN est muté ou aberrant.
1l peut également s’agir d'un fond lym-
phoide polyclonal diluant une popula-
tion lymphomateuse masquée.

Profil pseudoclonal et profil
non-spécifique

Ces profils correspondent soit a une
quantité, soit a une qualité insuffisante
de 'ADN apres extraction. Ils peuvent
également correspondre a un manque
d’affinité de la sonde d’amplification (cf.
supra).

Quelle utilisation pour
le clinicien

Lanalyse des données traitées par le
LAPVSO révele une forte prédominance
des demandes de PARR pour les biopsies
digestives (35 %), les prélevements cuta-
nés (22 %), et les nceuds lymphatiques
(12 %) (FIGURE 3).

1l faut également savoir que cette tech-
nique doit étre décidée sur la base d'un
examen morphologique histopatholo-
gique ou cytopathologique douteux, dans
un contexte d’infiltration lymphoide

Photo 1. Gastrite lymphocytaire douteuse vs Lymphome de bas grade (Estomac, Chat), (HE, x 200).

" X

marquée, commune aux états réaction-
nels et lymphomateux (grave maladie
inflammatoire chronique intestinale/
digestive ou MICI* versus lymphome
digestif de bas grade, lymphome cutané
épithéliotrope ou non versus lympho-
cytose cutanée réactionnelle, lympha-
dénite réactionnelle versus lymphome
nodal a petites cellules).

En aucun cas, un PARR ne doit étre réa-
lisé sans examen morphologique, voire
immunohistologique, préalable [3].

En ce qui concerne les examens liés aux
biopsies endoscopiques digestives réa-
lisées lors de MICI, l'incorporation du
PARR dans le processus diagnostique
apporte un gain de 12 % de sensibilité
(par rapport a une analyse histologique
seule) dans la détection des lymphomes
digestifs des animaux atteints de maladie
intestinale (PHOTO 1) [4].

En termes de perspectives pour le clini-
cien, cet examen moléculaire pourrait
étre prochainement proposé dans le
cadre de la surveillance de la rémission
en cours de chimiothérapie, afin de déce-
ler des clones circulants (leucémie lym-
phoide primaire ou secondaire), ou afin
de controler une contamination médul-
laire [5].

* = Maladies inflammatoires chroniques de
l'intestin

Conclusion

Le test de clonalité est couramment pro-
posé au vétérinaire par son laboratoire
de diagnostic, afin d’augmenter la sen-
sibilité dans la détection des lymphomes
de bas grade ou débutants.

A T'instar de son utilisation en méde-
cine humaine, il devrait également étre
exploité dans le cadre du bilan d’exten-
sion ou de suivi d'une maladie lympho-
mateuse chez les animaux en cours de
traitement. []

MEMO

m Le PARR est une PCR sur une population
lymphocytaire pour en établir la clonalité,
pas pour latyperBou T
(immunophénotypage).

m C'est un complément diagnostique
discriminant infiltration lymphoide
réactionnelle et lymphome.

= C'est un examen réalisable sur
prélévements destinés aux analyses
cytologiques ou histologiques, méme
formolés.

m 'association diagnostique
histocytopathologie, immunophénotypage
et PARR apporte une sensibilité maximale
dans la recherche des lymphomes de bas
grade ou précoces.
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