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I INTRODUCTION

Le lymphome est une tumeur maligne du systéme immunitaire. Il se situe au
5éme rang des cancers de l'adulte en France et représente 'hémopathie la plus
fréquente et selon les données récentes publiées par I'Institut National du cancer
(INCa) (1), son incidence est de plus de 18 000 nouveaux cas chaque année. Il se
caractérise par une prolifération tumorale de lymphocytes matures (le plus
souvent B mais également T voire T/NK) infiltrant le plus souvent les ganglions
lymphatiques (2). Schématiquement, on distingue deux grands types de
lymphomes : les lymphomes hodgkiniens (LH) et les lymphomes non hodgkiniens
(LNH) représentant respectivement 20% et 80% des lymphomes (2). Les
lymphomes sont des tumeurs tres hétérogenes et leurs différents aspects
morphologiques, phénotypiques et moléculaires complexifient grandement le
diagnostic posé d’apres I'analyse histologique du ganglion atteint. Ces dernieres
années, les progrés des techniques immuno-histochimiques et I'essor de la
biologie moléculaire ont considérablement amélioré le sous-typage des tumeurs
lymphoides et permettent le diagnostic précis de plus de 80 entités distinctes

selon la derniere classification de 'OMS 2017 (2).

A. Généralités sur le lymphome B diffus a grandes cellules sans autre spécificité

(LBDGC-NOS)

1. Epidémiologie, facteurs de risque et présentation clinique

Les LBDGC représentent plus de 60% des lymphomes agressifs et évoluent
rapidement, en quelques semaines ou mois. La survenue d’'un LBDGC est complexe
et multifactorielle. Dans la plupart des cas, I'étiologie des LBDGC est inconnue.
Cependant, certains facteurs de risques ont été incriminés tels que les pesticides
ou herbicides, les agents alkylants et les radiations ionisantes. On retrouve
également une incidence plus forte de LBDGC chez les patients atteints de
pathologies dysimmunitaires acquises (telles que le SIDA, une transplantation, une
pathologie rhumatologique auto-immune) ou innées (telles qu'un déficit
immunitaire commun variable, une ataxie-télangiectasie) (3). Enfin, le virus

d’Epstein-Barr (EBV) est également associé a un sous type de LBDGC plus
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fréquemment observé chez les immuno-déprimés, patients agés ou dans les

populations a incidence EBV élevée telles qu’en Asie et en Amérique Latine.

Le LBDGC, sans autre spécificité ou Diffuse Large B Cell Lymphoma not otherwise
specified (DLBCL NOS) est le lymphome B non Hodgkinien (B-LNH) le plus
fréquemment diagnostiqué dans les pays occidentaux. Il touche 3000 a 4000
nouvelles personnes chaque année en France, soit 25 a 35% des LNH (2) et 35 a
40% des proliférations lymphoides B matures dans le monde (4). Légérement plus
fréquent chez 'homme (5), il est classiquement diagnostiqué apres 1'age de 60 ans
(avec un age médian de 70 ans au diagnostic) (6), mais peut survenir chez les
enfants et les jeunes adultes. L’incidence est plus élevée en population caucasienne
que noire ou asiatique.

Les LBDGC peuvent également faire suite a la transformation d’'un lymphome B de
bas grade comme le lymphome lymphocytique/la leucémie lymphoide chronique
(LCC) dont la transformation en LBDGC est connue sous le nom de syndrome de
Richter, le lymphome folliculaire, le lymphome de la zone marginale ou le
lymphome lympho-plasmocytaire.

Cliniquement, l'augmentation de volume d'un ou de plusieurs ganglions,
I'apparition et I'élargissement rapide d’'une masse tumorale extra-ganglionnaire
ainsi que des symptdémes généraux peuvent se manifester, notamment une fievre,
une perte de poids inexpliquée, des sueurs nocturnes abondantes ou une fatigue.
De nombreux patients demeurent néanmoins peu ou pas symptomatiques

jusqu’au diagnostic.

2. Classification OMS

La classification de I'Organisation mondiale de la santé (OMS), révisée en 2017,
reposant sur les caractéristiques cliniques, morphologiques, immuno-
histochimiques, cytogénétiques et moléculaires, permet de distinguer plus de 80
entités parmi lesquelles de nombreux sous-types de lymphome B a grandes

cellules dont le plus fréquent est le LBDGC-NOS (2) (Tableau 1).
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Tableau 1. Classification OMS révisée des lymphomes B a grandes cellules
(d’aprés WHO classification of tumours of haematopoietic and lymphoid tissues.
Revised 4th edition, 2017) (2).

La catégorie LBDGC-NOS est représentée par tous les LBDGC qui ne sont classés
dans aucune autre catégorie diagnostique spécifique, de par leur localisation
anatomique, leurs caractéristiques moléculaires et immuno-phénotypiques. Il
s’agit d’'un diagnostic d’exclusion.

La classification OMS révisée en 2017 classe les LBDGC-NOS selon leur origine
cellulaire, incluant d’une part le sous-type centro-germinatif, dit GC dont la
signature transcriptomique des cellules tumorales est comparable a celle des

cellules B centrofolliculaires, d’autre part le sous-type non centro-germinatif, dit
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non-GC ou ABC (activated B-cell) dont la signature transcriptomique est
comparable a celle des cellules B périphériques activées (7).

La détermination d’un tel sous-type se base sur le profil d’expression génomique
de la tumeur (6), difficilement applicable en routine. L’analyse immuno-
histochimique classiquement utilisée (8,9) et qui utilise par exemple I'algorithme
de Hans se basant sur l'expression du CD10, de BCL6 et MUM1 permet une
approche relativement fidele et plus accessible que les analyses par puces a ADN

(DNA micro-arrays).

Figure 1. Profil GC/non-GC(ABC) des LBDGC déterminé par GEP (d’apres
Alizadeh et al nature 2000) (8).
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La révision de la classification OMS 2017 distingue de nouvelles entités, comme
celle des lymphomes B de haut grade avec réarrangements de MYC et BCL2
et/ou BCL6 ou lymphomes «double/triple hits » en référence a la présence
concomittante de réarrangements de MYC et BCLZ et/ou BCL6. L’amplification des
genes pré-cités ne permet pas un tel diagnostic. La nouvelle classification OMS
2017 integre également un nouveau sous type : le lymphome B de haut grade,
sans autre spécificité (high grade B cell lymphoma, not otherwise specified,
LBHG NOS) regroupant les rares cas jusqu’alors inclassables, aux caractéristiques
morphologiques frontieres entre un lymphome de Burkitt et un LBDGC sans
réarrangements de MYC et BCL2 et/ou BCL6. Sont également inclus dans cette
catégorie les LBDGC de morphologie blastoide, ainsi que ceux présentant une
translocation de MYC associée a une amplification de BCL2 (2). Ce diagnostic doit

étre posé avec réserves.

3. Diagnostic et bilan d’extension

a. Examen anatomo-pathologique : morphologie

Comme la plupart des pathologies lymphomateuses, le diagnostic repose sur
'analyse histologique d'une biopsie ganglionnaire ou, plus rarement, d’'une biopsie
de moelle osseuse (BOM). La démarche diagnostique du pathologiste repose sur 2
criteres morphologiques fondamentaux : I'architecture de la prolifération et les
caracteres cytologiques des cellules lymphomateuses.

Comme son nom lindique, le LBDGC-NOS présente une architecture le plus
souvent diffuse, il s’étend sous forme de plages de grandes cellules, détruisant
'architecture ganglionnaire et pouvant infiltrer le tissu adipeux périganglionnaire
avoisinant. Un envahissement ganglionnaire partiel, interfolliculaire ou plus
rarement sinusoidal par les cellules tumorales peut également étre observé.

Il est caractérisé par une prolifération lymphoide dense, constituée de cellules
d’allure centroblastique, immunoblastique ou plus rarement anaplasique, parfois
méme de cellules tres pléomorphes (Figure 2) (2). Ces cellules se dispersent sur
un fond inflammatoire réactionnel d’abondance variable souvent modérée. Le
stroma peut étre plus ou moins fibreux, parfois scléreux. On note fréquemment

une activité mitotique importante et des phénomenes nécrotiques.
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Figure 2. Coupes de ganglions envahis par un LBDGC en microscopie
optique.

A et B. Infiltration ganglionnaire diffuse et destruction de son architecture
normale (coloration HE).

Les cellules tumorales ressemblent a des centroblastes ou immunoblastes, de taille
deux ou trois fois supérieure a celle d’'un lymphocyte, avec des contours
irréguliers, un noyau rond ou ovalaire, vésiculeux a chromatine fine.

C. Prédominance de cellules « centroblaste-like ». Deux a quatre nucléoles sont
visibles, cantonnés a la membrane nucléaire, le cytoplasme est peu abondant,
plutot amphophile ou basophile (HE, grossissement x200).

D. Prédominance de cellules « immunoblaste-like », plus grandes, avec nucléole
unique proéminant central, et un cytoplasme abondant (HE, grossissement x200).

b. Examen anatomo-pathologigue : immuno-histochimie

D’un point de vue immuno-histochimique les cellules tumorales ont un phénotype
B mature CD20*, CD79a*, PAX5* avec un index de prolifération Ki67 le plus
souvent élevé. La caractérisation moléculaire du sous-type GC/non-GC (NGC) du
LBDGC-NOS est importante car elle a un impact pronostique (8). En pratique, on
utilise I'algorithme de Hans, basé sur I'expression de CD10, BCL6 et MUM1 en
immunohistochimie (IHC) (Figure 3) (9). Ainsi Les LBDGC-NOS de profil GC

expriment majoritairement le CD10 souvent associé au BCL6 (Figure 4) et les
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LBDGC non-GC expriment MUM1/IRF4 (Figure 5). CD10, BCL6 et IRF4/MUM1
sont tous trois considérés positifs des lors que plus de 30% des cellules tumorales

expriment le marqueur (9).

Figure 3. Algorithme de Hans (d’aprés Hans CP et al, Blood 2004) (9).

Figure 4. Immuno-histochimie du LBDGC de type GC.
A. HE au grossissement x400.

B. [HC anti-CD20 : positive.

C.IHC anti-CD10 : positive (>30% des cellules).

D. [HC anti-BCL6 : positive (>30% des cellules).
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Figure 5. Immuno-histochimie du LBDGC de type non-GC.

A. HE au grossissement x400.

B. IHC anti-CD10 : négative.

C. [HC anti-BCL6 : négative.

D. IHC anti-MUM1 : positive (>30% des cellules).

D’autres algorithmes immuno-histochimiques ont été développés toujours avec un
objectif de corréler au mieux la stratification des patients GC versus non-GC avec
les résultats des analyses en micro-array (GEP). Nous citerons notamment les
algorithmes de Choi et Tally, tous deux intégrant 'anticorps anti-FOXP1, et dont la
signification pronostique, la concordance avec les résultats de la génomique et la
facilité d’utilisation en font deux concurrents du Hans plus communément utilisé
(9).

En complément du statut GC/non-GC, I’évaluation de la surexpression des
protéines MYC et BCL2 en IHC avec un cut-off respectif de 40% et de 50%,
détermine le statut double expresseur ou non du LBDGC-NOS quel que soit le
statut génétique de BCLZ2 et MYC. Cette co-expression protéique observée dans un

tiers des LBDGC majoritairement de type non-GC a une valeur pronostique et

complete le diagnostic anatomopathologique des LBDGC-NOS.
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c. Biologie moléculaire et cytogénétigue

La classification OMS révisée en 2017 préconise la détermination du sous-type GC
versus non-GC par biologie moléculaire ou par immuno-histochimie (cf. chapitre
A. 2. Classification OMS). Bien que parfois incriminée pour son manque de
robustesse et de reproductibilité (10), 'IHC est la méthode la plus utilisée en
routine compte tenu d'un acces encore restreint des laboratoires d’anatomo-
pathologie aux plateformes moléculaires transcriptomiques. Ces derniéres
permettent de déterminer précisément le sous type GC/non-GC soit par micro-
array sur échantillon congelé (gold standard) soit sur FFPE en se basant sur
I'expression différentielle d'une vingtaine de génes a l'aide de la puce Lymph2Cx

(développée par NanoString®) (11) (Figure 6).

Figure 6. Comparaison du profil GC/non-GC des LBDGC déterminé par
Nanostring technology (puce Lymph2Cx) avec la technique Gold standard
(GEP microarray) et avec les algorithmes IHC (algorithmes de Hans, Tally ou
de Choi) : 67 patients ont bénéficié du profilage par micro-array, représentés de
gauche a droite selon leur score d’expression des mRNA pour les 20 genes pre-
sélectionnés. Les 8 premiers génes (en haut) sont surexprimés chez les patients
non-GC, les 5 suivants sont des genes de ménage exprimés dans tous types
cellulaires, et les 7 derniers genes sont surexprimés chez les patients GC (d’apreés
Scottetal. - 2014 - Blood) (11).

d. Diagnostics différentiels les plus courants

e Le lymphome B de haut grade avec ou sans réarrangement MYC, BCL2 et/ou BCL6
La nouvelle classification OMS des lymphomes 2017 identifie deux nouveaux sous-

types de lymphomes B : le lymphome B de haut grade avec ou sans réarrangement
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de MYC et BCLZ et/ou BCL6 ou double hit/triple hit lymphoma (DHL/THL) (2) etle
lymphome B de haut grade NOS, sans réarrangement de MYC associé a BCLZ et/ou
BCL6 (cf. chapitre A. 2. Classification OMS). IIs sont définis par des criteres
morphologiques intermédiaires entre le LBDGC et le lymphome de Burkitt
(« Burkitt-like ») (Figure 7) et pour le sous-type DHL/THL par la présence de
réarrangements des genes MYC et BCLZ et/ou BCL6.

Figure 7. Comparaison des caractéristiques cytologiques de DHL/THL versus
LBDGC (d’apres McPhail et al, Haematologica 2018) (12).

A. Lymphome double/triple hit (DH/TH) avec criteres morphologiques de haut
grade (« Burkitt-like ») : cellules de taille moyenne a grande, pléomorphisme
modéré, contours nucléaires parfois irréguliers (HE, grossissement x200).

B. DH/TH avec criteres morphologiques de LBDGC : cellules de grande taille avec
contours nucléaires arrondis ou irréguliers, nucléole de taille variable, cytoplasme
assez abondant (HE, grossissement x200).

D’un point de vue immuno-histochimique, ces lymphomes sont essentiellement de
phénotype GC, exprimant souvent de fagcon concomitante CD10 et BCL6 et étant
négatifs pour MUM1 (13). Ils conservent par ailleurs les marqueurs B matures
(tels que CD20, CD19, CD79a et PAX5). Une forte expression cytoplasmique de
BCL2 est aussi classiquement décrite et aide pour le diagnostic différentiel avec le
lymphome de Burkitt. Ils ont une faible expression des molécules du complexe
majeur d’histocompatibilité, ce qui se traduit par une faible infiltration
lymphocytaire T CD4+ (13). Un profil mutationnel distinct a pu étre identifié
touchant plus fréquemment les genes MYC, DDX3X, CREBBP, BCL2, EZH2 (Y646),
TP53 et MLL2 (14,15). A partir d’'une cohorte de 157 LBDGC-GC incluant 25
DH/TH MYC et BCLZ réarrangés, une signature appelée double-hit (DHIT) a été

identifiée comprenant 104 genes et indépendante du statut DH/TH (la moitié des
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cas ne présentaientt aucun réarrangement), et qui serait associée a un pronostic
défavorable (14,16). Cette signature caractérisée par une surexpression des genes
MYC et E2F, MTORC1 ou impliqués dans la phosphorylation oxydative a été
validée dans une cohorte indépendante (DLBCL90 assay) sur un panel réduit de 30

genes applicable en routine clinique par technique Nanostring,.

Les criteres diagnostiques du lymphome B de haut grade avec ou sans
réarrangement de MYC et BCLZ et/ou BCL6, qu'’ils soient morphologiques ou
cytogénétiques, doivent toujours étre recherchés et éliminés compte tenu du
caracteére agressif de cette entité, dont le faible taux de réponse au traitement par

R-CHOP conduit a une médiane de survie entre 4.5 et 18.5 mois (2).

e Lymphome de Burkitt
Le lymphome de Burkitt est une entité agressive que 'on découvre souvent au
stade de localisations extra-ganglionnaires ou de leucémie aigtie. Il se compose de
cellules B monomorphes de taille moyenne avec un cytoplasme basophile et de
nombreuses figures mitotiques (Figure 8). On identifie généralement une
translocation du gene MYC. La fréquence d’infection par 'EBV varie selon le sous-

type épidémiologique de lymphome de Burkitt (2).
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Figure 8. Aspects microscopiques du lymphome de Burkitt :

. Aspect classique a faible grossissement : plages diffuses de lymphocytes de taille
moyenne a grande, pléomorphisme léger avec cellules en cycle et nombreux corps
apoptotiques (HE, grossissement x100).

. Tumeur d’aspect monomorphe avec des cellules multi-nucléolées, une chromatine
finement dispersée (HE, grossissement x200).

. Tumeur d’aspect plus pléomorphe, nombreuses irrégularités nucléaires, hyper-
chromatisme diffus (HE, grossissement x200).

. IHC : forte positivité diffuse pour I'index de prolifération Ki67.

Un travail récent a montré des similitudes troublantes entre le lymphome B de
haut grade et I'entité bien connue qu’est le lymphome de Burkitt (17). Il s’agissait
de se baser sur une signature définie précédemment de type Burkitt, et de
I'appliquer a une cohorte de 928 patients atteints de LBDGC, inclus dans 'essai
REMoDL-B (18). Il a été montré ainsi que le lymphome B de haut grade et le
lymphome de Burkitt ont en commun une surexpression de MYC, des génes
impliqués dans le cycle cellulaire, des cibles de TCF3, des genes ribosomaux, un
profil d’expression de type centroblaste et une surexpression de FOXP1 (18). Il
apparaissait néanmoins que les mutations de TCF3 et ID3 sont moins fréquentes
dans les lymphomes B de haut grade que dans les lymphomes de Burkitt, ce qui

suggere des mécanismes moléculaires distincts entre les deux entités (17).
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D’autres diagnostics différentiels existent: citons le lymphome du manteau
variante blastoide, le lymphome B a grandes cellules ALK+, les lymphomes
associés a 'EBV et a 'HHVS8 qui doivent faire I'objet d’'un examen morphologique
minutieux et d’'une étude IHC approfondie pour dédouaner un autre sous type

distinct des LBDGC-NOS.

e. Prise en charge anatomopathologique des LBDGC-NOS

La prise en charge anatomopathologique des LBDGC integre non seulement
I'analyse morphologique et 'analyse IHC du statut GC/non-GC (CD10, BCL6,
MUM1) et de double expression de BCL2 et MYC mais aussi la recherche de
réarrangements des genes MYC, BCL2 et BCL6 par technique de FISH afin
d’éliminer le sous-type lymphome B de haut grade avec réarrangements de MYC et
BCLZ2 et/ou BCL6. Les auteurs de la classification révisée de 'OMS 2017 insistent
sur le fait que 'immunohistochimie a I'aide de I'anticorps anti-MYC ne permet pas
de statuer sur le statut de translocation de la tumeur (2). De méme, un index de
prolifération élevé (mesuré selon le Ki67) ne constitue aucunement un indice

fiable de la présence d’une translocation (19).

f. Bilan d’extension

Apres un bilan biologique exhaustif initial comportant notamment un
hémogramme, un bilan de coagulation et de la fonction rénale, la mesure du taux
d’acide urique et de lactate déshydrogénase (LDH), et enfin une recherche
d'immunisation contre le VIH et les hépatites B et C, la prise en charge
diagnostique comprend divers examens en vue d’évaluer I'étendue de I'atteinte
lymphomateuse.

Le bilan d’extension de la maladie est nécessaire pour décider de la prise en charge
thérapeutique et entre en compte dans I'évaluation pronostique de la maladie. Les
atteintes extra-ganglionnaires sont fréquentes (presque 40% des cas) et touchent
fréquemment le tube digestif, la peau, le médiastin, I'os, mais toutes les

localisations sont possibles.
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e Imagerie:

e Biologie:

Tomodensitométrie (TDM) abdominale et pelvienne ;
TEP-scanner au FDG ;

et selon le terrain / la symptomatologie : radiographie thoracique,
échographie abdominale ou pelvienne, IRM, endoscopie digestive

haute...

Biopsie ostéomédullaire, généralement complétée par un
myélogramme ; les consensus récents indiquent qu’elle n’est pas
requise en cas de négativité du TEP-scanner (20).

Ponction lombaire avec analyse cytologique et biochimique du LCR
pour recherche d'une atteinte méningée, en présence de localisation
mammaire, testiculaire, ORL, lorsque le patient présente plus de deux
atteintes extra-ganglionnaires ou une atteinte médullaire, enfin
lorsque le lymphome survient dans le décours d’une infection par le

VIH (21).

4. Facteurs pronostiques clinico-biologiques pré-thérapeutiques

a.

Classification d’Ann Arbor

L’étendue de la maladie est appréciée selon la classification d’Ann Arbor (Tableau

2).

Tableau 2. Classification d’Ann Arbor (d’apres Tilly et al. - 2015 - Diffuse large
B-cell lymphoma) (6).

stade | Atteinte d'une seule aire ganglionnaire sus ou sous diaphragmatique
Atteinte de deux ou plusieurs aires ganglionnaires du méme co6té du
stade II
diaphragme
stade III Atteinte ganglionnaire de part et d'autre du diaphragme
q Atteinte viscérale a distance d'un groupe ganglionnaire (médullaire,
stade IV

hépatique, pulmonaire...)
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Le stade est complété de :

- lalettre A : enl'absence de signes généraux d'évolutivité (fievre >38°
durant au moins une semaine, hypersudation nocturne abondante,
amaigrissement de plus de 10% en six mois) ;

- lalettre B : si présence d’au moins un signe général ;

- lalettre E : si atteinte extra-ganglionnaire contigué a une atteinte

ganglionnaire (6).

b. I[Pl score

L’index pronostique international (IPI) a été développé dans les années 90 dans
le but de classer les patients en groupes de risque a partir de données clinico-
biologiques validées. Il est basé sur cinq variables que sont I'age, le score ECOG PS
(Eastern Cooperative Oncology Group Performance Status), le taux de LDH
(Lactate déshydrogénase), le nombre de sites extra ganglionnaires envahis et le
stade Ann Arbor (22). Pour chacune des variables est attribué un score de 0 a 1,
aboutissant au total a un score global compris entre 0 et 5.

Le score IPI adapté a I'age (IPlaa), utilisé en pratique quotidienne, propose une
redistribution des facteurs sans tenir compte de I'age ni du nombre de sites extra
ganglionnaires envahis (validés chez les patients de moins de 60 ans) (22). Le
score total pour I'IPlaa varie ainsi de 0 a 3 (tableau 3). Plus récemment sont
apparus le R-IPI (Revised International Prognostic Index) (23) puis le NCCN-IPI,
une version enrichie de I'IPI avec pour but d’identifier au mieux les patients a haut

risque de rechute (24).
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Tableau 3. Index pronostique international dans le LBDGC (d’apreés Bonnet C
et al, Revue médicale suisse 2012) (25).

Ce score IPI a permis de déterminer 4 groupes pronostiques tous ages confondus,
dont la survie globale a 5 ans pour le score IPI varie de 75% (IPI 0-1), 51% (IPI2),
43% (IP13), a 26 % (IPI 4-5) et pour le score aalPI (moins de 60 ans) de 83%
(IP10), 59% (IPI1), 46% (IP12) a 32% (IPI13)(22). Développé avant l'utilisation de
I'immuno-chimiothérapie, il reste valide a I'’ere du rituximab (26). Toutefois les
données de survie ont été réévaluées grace au score R-IPI dans I'étude
rétrospective de Sehn et al. qui distingue 3 groupes dont la survie globale a 4 ans

varie de 94% (IPI 0), 79% (IPI 1-2) a 55% (IPI 3-5)(23).

5. Stratégie thérapeutique

a. Traitement de premiere ligne

Les LBDGC du systéme nerveux mis a part, la prise en charge thérapeutique de
référence en premiere ligne reste basée sur une immuno-chimiothérapie couplant
le rituximab, anticorps monoclonal dirigé contre le CD20 présent a la surface des
cellules tumorales, a une polychimiothérapie comportant notamment
cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine et prednisone (6,27). L'immuno-
chimiothérapie est typiquement délivrée selon 6 a 8 cycles, espacés de 14 a 21

jours (6). On utilise des criteres pronostiques clinico-biologiques pour adapter les
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composants de cette polychimiothérapie, leurs posologies et fréquences
d’administration. L’adhésion du patient a la chimiothérapie est primordiale pour

un effet thérapeutique optimal (28).

L’introduction du rituximab dans les années 2000 a représenté un progres
thérapeutique notable dans le traitement du LBDGC quel qu’en soit le sous type
(29,30). 11 s’agit d'une molécule dimmunothérapie ciblant le CD20,
phosphoprotéine glycosylée présente a la surface des cellules B tumorales. Le
premier essai clinique mené par le groupe d’étude des lymphomes de I'adulte
(GELA) évaluant le traitement rituximab associé a une polychimiothérapie a base
de cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine, prednisone (R-CHOP) versus
CHOP seul dans le LBDGC, mettait en évidence un taux de rémission de 76%
versus 63% et une amélioration de la survie globale a 10 ans de 43,5% versus
27,6% dans le groupe R-CHOP versus CHOP respectivement (31).

D’autres traitements peuvent étre utilisés en premiére ligne ou lors des rechutes
tels que les polychimiothérapies R-ACVBP (rituximab, doxorubicine,
cyclophosphamide, vindesine, bléomycine et prednisone), R-DHAP (rituximab,
dexamethasone, cytarabine, cisplatine), R-ICE (rituximab, ifosfamide, carboplatine
et étoposide), qui peuvent précéder une greffe autologue de cellules souches
(ASCT) (32).

Avant de débuter le traitement proprement dit, une «préphase» comportant
corticoides et vincristine peut étre administrée pour limiter le risque de
complications liées a la lyse tumorale et améliorer I'état général du malade, point
primordial pour les sujets agés (25). Enfin, la prophylaxie des rechutes
neuroméningées doit étre discutée en RCP chez les patients présentant des
localisations spécifiques a haut risque (sinus, palais, masses para-vertébrales,
moelle osseuse, testicule, sein et ovaire) ou ayant un score IPI élevé. Elle repose
habituellement sur une injection intrathécale de méthotrexate lors des 4 premiers

cycles de chimiothérapie.
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b. Evaluation de la réponse au traitement

L’ensemble des examens anormaux lors du bilan initial est répété trois a quatre
semaines apres la derniéere cure de chimiothérapie, y compris la ponction-biopsie
osseuse (BOM) si la moelle était initialement envahie. La négativité du TEP
scanner (Tomoscintigraphie par Emission de Positron couplée a la
tomodensitométrie) permet d’affirmer la rémission complete, information tres
pertinente chez les patients présentant des masses résiduelles en imagerie
conventionnelle (6). En effet, 'estimation de la réponse au traitement repose
actuellement sur I'évaluation en médecine nucléaire par TEP scanner selon
I’échelle en 5 points de Deauville permettant de définir les patients en réponse
complete, en réponse partielle ou en progression (33). De plus toute masse
métaboliquement «active» doit étre rebiopsiée pour affirmer la persistance de
tissu tumoral (27).

Les données du TEP scanner aprés deux cures permettent éventuellement
d’adapter la stratégie thérapeutique en proposant une autogreffe aux patients en
réponse insuffisante apres les premiéres cures d'immunochimiothérapie (34).
Dans la littérature, plusieurs situations cliniques de maladie réfractaire peuvent
étre rencontrées et sa définition n’est pas univoque entre les différentes séries
rétrospectives. Celle-ci est modifiée au cours du temps et selon 'avénement de
nouveaux criteres d’évaluation de la réponse au traitement notamment évaluée
par TEP scanner. Certaines études considerent les patients en rechute a moins
d’'un an du diagnostic, d’autres a moins de 6 mois de la fin du traitement. De méme,
les critéres permettant de définir la réponse partielle et la progression de la

maladie ne sont pas unanimes.

C. Suivi
Les patients en rémission sont cliniquement suivis trimestriellement la premiere
année suivant la fin du traitement, et semestriellement pendant deux années
supplémentaires. Ensuite, un suivi annuel a la recherche d’effets secondaires
tardifs ou de cancer secondaire est recommandé. Les controles biologiques sont
réalisés trimestriellement la premiere année, a deux ans apres la fin du traitement

puis uniquement en cas de symptdome ou de signe clinique alarmant ensuite. Un
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contrdle scannographique est proposé a 6, 12 et 24 mois apres la fin du traitement.
Cependant, il n’a pas été prouvé que la réalisation systématique de tels examens
permette une amélioration de la survie (6). Le TEP scanner ne fait pas partie des
examens a réaliser lors du suivi (27). Les patients jeunes, éligibles a un traitement
de rattrapage curatif peuvent tirer bénéfice d'un suivi plus rapproché afin de

détecter plus précocement une éventuelle rechute.

6. Réponse au traitement et survie globale

A I'heure actuelle, aucune molécule parmi celles testées durant les deux dernieres
décennies n’a supplanté le protocole thérapeutique par R-CHOP (18,35,36).
Cependant malgré des progres thérapeutiques considérables ciblant les cellules
tumorales, une fraction significative des patients (30 a 40%) rechute ou ne répond
pas au traitement standard a base d'immuno-chimiothérapie (R-CHOP) (37-39).
La survie globale des patients atteints de LBDGC est de 80% a 2 ans et de 60-70%
a 5 ans (18,37). Pour les patients sans événement dans les 2 ans suivant le
diagnostic, la survie est comparable a celle d'une population contrdle (de méme
sexe et du méme age) non atteinte de lymphomes (39). Les patients en rémission
complete a la fin du traitement de premiere ligne représentent environ 65 a 75%
des cas (40) et pres de 10% n’atteignent qu’une réponse partielle (41). La survie
globale a 2 ans dépend grandement de la qualité de la réponse : atteignant plus de
90% pour les patients en rémission complete et moins de 50% pour ceux en
rémission partielle. Le pronostic des patients n’atteignant qu’'une réponse partielle
est certes moins bon que celui de ceux qui atteignent une réponse compléete mais
semble meilleur que celui des patients progressifs ou en rechute dans l'année
suivant le diagnostic (42).

Dans pres de 10 a 15% des cas, la maladie va étre primo-réfractaire a I'immuno-
chimiothérapie initiale (ou progresser durant le traitement) ou réévoluer tres
précocément dans les 6 mois suivant la fin du traitement ou dans I’année suivant le
diagnostic, apres une réponse initiale. Les patients réfractaires primaires ou en
rechute précoce constituent un peu moins de la moitié des rechutes globales. Dans
ces situations la médiane de survie globale est inférieure a un an a compter du
début de la progression tumorale (37) et seulement 10% de ces patients

répondront a une chimiothérapie de seconde ligne, suivie ou non d’'une autogreffe
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de cellules souches autologues (43)(44). Enfin, seulement 7% des rechutes
surviennent au-dela de 5 ans, la majorité des événements survenant durant les
deux premieéres années (45)(46).

Il est a noter par ailleurs que les LBDGC transformés a partir d’'une maladie

lymphomateuse indolente pré-existante sont de moins bon pronostic.

B. Physiopathologie : lymphomagénése du LBDGC

1. Différenciation et maturation des lymphocytes B

Les lymphocytes B matures trouvent leur origine dans la moelle osseuse. Ils
résultent de la transformation de progéniteurs B apres réarrangements des genes
VD] codant pour une immunoglobuline exprimée a la surface de ces cellules. Apres
avoir quitté la moelle, les cellules B matures naives sont exposées a un antigene
dans les organes lymphoides secondaires. Suite a la reconnaissance de cet
antigene, la majorité d‘entre elles migre dans le centre germinatif, structure qui
apparait dans les ganglions au cours de la réponse immunitaire et ou se réalisent
divers processus de prolifération et de maturation (47). Le centre germinatif (GC)
est constitué d'une zone dite sombre ou les lymphocytes B proliferent et subissent
des hyper-mutations somatiques dans le but d’améliorer [laffinité des
immunoglobulines au niveau de leur région variable, ces dernieres permettant aux
lymphocytes d'exprimer un récepteur antigénique (BCR) de haute affinité pour
I'antigene. Ils prennent ici la forme d'un centroblaste, stade a partir duquel se
développe le LBDGC de type GC (germinal center). Les lymphocytes B poursuivent
leur maturation dans la zone claire du centre germinatif en tant que centrocytes
desquels derivent les LBDGC de type non-GC (ABC), en testant I'affinité de leur
BCR par interaction avec les cellules dendritiques folliculaires et les lymphocytes T
helper CD4*. Ils sont alors la cible d'une nouvelle recombinaison génétique
appelée commutation de classe (ou recombinaison isotypique), qui augmente
I'affinité et la diversité des immunoglobulines. Puis, ils sortent du centre
germinatif et maturent en lymphocytes B mémoires ou en plasmocytes. Apres leur
interaction dans la zone claire avec les cellules dendritiques ou les lymphocytes T
CD4+, les lymphocytes B peuvent étre également redirigés vers la zone sombre

pour subir de nouveaux cycles de prolifération et d'hypermutation somatique
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(SHM), ou peuvent entrer en apoptose si leur BCR est de trop faible affinité pour

I'antigene (48) (Figure 9).

Figure 9. Le centre germinatif: lieu de maturation des lymphocytes B
(d’aprés Germinal centres and B-cell lymphomagenesis, Basso et Dalla-Favera,
Nature reviews, Immunology, 2015) (49).

2. Principaux facteurs impliqués dans la lymphomagénese du LBDGC

a. Centre germinatif : Lieu d'accumulation de mutations

Le développement et la maturation des lymphocytes B au niveau du GC nécéssite
de nombreux intervenants qui peuvent étre dérégulés dans les lymphomes
(Figure 10). Ces dérégulations peuvent étre liées d'une part a des recombinaisons
génétiques telles les translocations chromosomiques, qui en juxtaposant un
oncogene avec des sites régulateurs de l'expression des immunoglobulines,
entrainent une expression constitutive de ce méme oncogene. D’autre part, elles
peuvent étre secondaires a I'apparition d’hypermutations somatiques aberrantes
touchant des facteurs de transcription nécessaires au bon développement d’un
lymphocyte B. En effet les différentes étapes de maturation et de différenciation
d’'un lymphocyte B nécessitent I'expression ou la répression de nombreux facteurs

transcriptionnels. Parmi eux, notons PAX5, BCL6 et BLIMP-1 : PAX5 dans les
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cellules B matures et les cellules B du GC, BCL-6 dans les cellules B du GC et
BLIMP-1 dans les plasmocytes. PAX5 et BCL-6 répriment I'expression de PRDM-
1/BLIMP-1. Parallelement BLIMP-1 réprime l'identité cellulaire B (via la
répression de PAX5 et BCL-6), favorise la sortie du cycle cellulaire par la
répression de MYC, et la sécrétion d’anticorps par l'activation de XBP-1. MYC est
également exprimé par les cellules B de la zone sombre pour étre finalement
réprimé par BCL6 et ne s'exprime plus dans la zone claire. Il est ré-exprimé de
facon transitoire par les lymphocytes B qui sont redirigés dans la zone sombre. En
outre, MYC semble étre indispensable pour I'architecture du centre germinatif car
les souris qui expriment un antagoniste de MYC sous le controle de la doxycycline
ont des centres germinatifs de plus petite taille que ceux des souris controles
apres leur immunisation (50).

En définitive, lors des étapes de leur maturation dans le GC, les lymphocytes B, a
cause de leur prolifération rapide et des phénomenes de commutations
isotypiques et de mutations hypersomatiques, sont particulierement sujets a
développer des anomalies génétiques favorisant le développement d'un

lymphome.
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Figure 10. Le centre germinatif: lieu d’apparition de lymphomes (d’apres
Germinal centres and B-cell lymphomagenesis, Basso et Dalla-Favera, Nature
reviews, Immunology, 2015) (49).

b. Dérégulation de facteurs de transcription : exemple de BLC6

BCL6 (B Cell Lymphoma 6) est un répresseur de la transcription qui gouverne
plusieurs processus nécessaires a la maturation des lymphocytes B dans le centre
germinatif. En effet, il inhibe 1'arrét du cycle cellulaire, I'apoptose, les réponses
dues au stress génotoxique, l'activation et la différenciation des lymphocytes B.
Ainsi BCL6 favorise les réarrangements génétiques qui ont lieu au sein du centre
germinatif (51). Plusieurs aberrations génétiques aboutissent a la dérégulation de
BCL6 impliquée dans le lymphome diffus a grandes cellules B (52). Le gene codant
pour BCL6 peut étre mis sous contrdéle d'un promoteur de substitution par des
translocations chromosomiques, rendant son expression constitutive (53). De
plus, des mutations génétiques dans les régions régulatrices du gene BCL6,
peuvent aboutir a des mécanismes d’autorégulation ou a l'impossibilité de
réprimer son expression, notamment par les voies IRF4 ou CD40 (54). L’activité

anormale de BCL6 dépend également de mécanismes indirects variés, tels que les
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mutations intéressant le facteur de transcription MEF2B, un de ses régulateurs
positifs (55), I'activation de FBXO11 qui assure son ubiquitination en vue de sa
dégradation par le protéasome (56), ou encore la perte de fonctions découlant des
altérations des acétyl-transférases CREBBP et EP300 (57) (Figure 11). En outre,
les souris transgéniques surexprimant BCL6 dans les lymphocytes B développent
des lymphomes diffus a grandes cellules B, prouvant le caractére oncogénique de
BCL6 (58).
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Figure 11. Représentation schématique des différentes voies de
dérégulations dans la lymphomagénese du LBDGC (d’aprés Germinal centres
and B-cell lymphomagenesis, Basso et Dalla-Favera, Nature reviews, Immunology,
2015) (49).

a. Principales voies de pathogénese dans le lymphome B diffus a grandes cellules
de type centro-germinatif.

b. Principales voies de pathogénese dans le lymphome B diffus a grandes cellules
de type non centro-germinatif.

c. Altérations épigénétiques

L’altération des mécanismes de régulation épigénétique survient par mutation,
délétion ou dérégulation de l'expression de leurs génes cibles entrainant des
profils d’expression aberrants et une instabilité génomique prédisposant au
cancer. Ces dérégulations épigénétiques peuvent aussi impliquer la répression de
I'alléle encore actif d’'un gene suppresseur de tumeur déja muté. Dans les LBDGC,
I'inactivation des acétyl-transférases EP300 et/ou CREBBP et de I'histone méthyl-
transférase MLL2 est fréquemment retrouvée (30-40% des cas). Dans le cas de
I'inactivation de CREBBP et EP300, l'inactivation du proto-oncogene BCL6 et
I'expression du géne suppresseur de tumeur TP53 (57)(59) sont entravées

(Figure 11).

d. Echappement immunitaire

Dans la majorité des cas de LBDGC, les cellules tumorales échappent a la
reconnaissance anti-tumorale médiée par les cellules T cytotoxiques et les cellules
NK au cours du processus d'immuno-surveillance. Des études IHC montrent en
effet que plus de la moitié des LBDGC présentent une perte partielle ou complete
de 'expression des molécules du CMH de classe I nécessaire a leur reconnaissance
par les lymphocytes T cytotoxiques (LTC) (60). Ceci peut étre dii a I'inactivation du
gene codant pour la B2-microglobuline (2m), a 'inactivation des génes codant
HLA-A, HLA-B et HLA-C, ou a un transport défectueux de ces molécules jusqu’a la
surface cellulaire (61). Un défaut d’expression de surface du complexe HLA de
classe I (HLA-I) est souvent associé a une inactivation génétique ou a un défaut de
transport du récepteur CD58 impliqué dans I'immunosurveillance par les cellules
natural killer (NK) (61). La diminution de l'expression des molécules CMH II est
également fréquente et représente un mécanisme d’immuno-évasion

particulierement important dans les lymphomes comme en témoigne l'impact
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pronostique péjoratif de la perte du CMH II dans les LBDGC et les lymphomes de
Hodgkin (62). Plusieurs mécanismes expliquent la perte d’expression du CMH II
parmi lesquels I'apparition de mutations homozygotes du gene codant le CMH II
ou de réarrangements du gene CIITA, indispensable a la transcription du CMH II.
Enfin d’autres mécanismes aboutissent a la perte du CMH comme les mutations
des protéines impliquées dans le processing de I'antigene (LMP2/7) (63) ou dans
le transport de l'antigéne (TAP1 et TAP2Z) (60). De fagon concomitante, cette
immuno-évasion integre divers mécanismes qui meénent a une expression
aberrante de HLA-I et CD58 dans plus de 60% des cas de LBDGC (61).

3. Voies oncogéniques dans le LBDGC sans autre spécificité (NOS)

De nombreux travaux ont précisé la valeur pronostique des sous-types GC et non-
GC et les différences biologiques qui les caractérisent, telles que la prévalence des
réarrangements de MYC, BCL2 ou BCL6, 'expression protéique de ces oncogéenes,
les profils mutationnels et altérations du nombre de copies (CNV) géniques, la

signalisation cellulaire ou encore la structure du récepteur du BCR.

a. LBDGCGC
Les cellules tumorales sont dans ce cadre issues d’un clone B du centre germinatif.
Les LBDGC GC présentent fréquemment une dérégulation d’expression de la
protéine anti-apoptotique BCLZ2 souvent liée a un réarrangement BCLZ2/IGH
secondaire a la translocation t (14 ; 18) classiquement observée dans le lymphome
folliculaire et retrouvée dans 34% des LBDGC GC. De plus, I'apport des techniques
de NGS a permis de mettre en évidence que BCLZ est I'un des genes les plus
fréquemment mutés dans les LBDGC GC (64). Les réarrangements
chromosomiques impliquant MYC représentent quant a eux environ 10% des
LBDGC GC. Les mutations de MYC et/ou de BCL6 sont également fréquemment
observées dans les LBDGC GC. Les LBDGC GC présentent fréquemment une
activation de la voie PI3K/AKT, pouvant étre liée a la perte de PTEN (géne
suppresseur de tumeur, régulant de maniére négative la voie PI3K). Celle-ci sera
illustrée par une perte d’expression de PTEN en IHC dans 55% des LBDGC GC (65)
et par la détection d’'une délétion du gene PTEN dans 11% des LBDGC GC (66).
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Enfin les LBDGC GC sont caractérisés par la présence de mutations de régulateurs
épigénétiques telles que des mutations du gene CREBBP codant pour une histone
acétyl-transférase observées dans 30% des LBDGC GC ou encore d’EZHZ observées
dans 22 % des LBDGC GC (67) a l'origine d’'une hyperméthylation de I'histone
H3K27 entralnant une diminution de transcription de génes suppresseurs de
tumeurs comme CDKN1A, PRDM1 et IRF4 (68) (Figure 11).

Les voies de signalisation impliquées dans les mécanismes de migration cellulaire
depuis le GC sont activées de fagon anormale dans environ 30% des LBDGC GC
(69). 11 s’agit a l'origine de mutations intéressant les genes SI1PRZ, GNA13,
ARHGEF1 ou P2ZRY8 (codant pour des chémokines et leurs récepteurs impliqués
dans les capacités de migration cellulaire) qui alterent la voie de contréle (Ga13)
du confinement des cellules B au sein du centre germinatif et promeuvent leur

survie et diffusion dans la circulation sanguine et lymphatique (69) (Figure 11).

b. LBDGC non-GC

Dans le LBDGC non-GC, les cellules tumorales sont issues d’'un clone B post-GC et
sont caractérisées d'un point de vue moléculaire, par une activation constitutive de
la voie NFxB. NFkB représente une famille de facteurs de transcription impliqués
dans le controle de la prolifération cellulaire, l'inflammation, la sécrétion
cytokinique ou encore I'angiogénese.

Cette voie peut étre activée lors de l'engagement du BCR ou bien lors de
I’engagement de récepteurs TLR (Toll-Like Receptor), également exprimés par les
cellules B. L’activation constitutive de cette voie observée dans les LBDGC non-GC
passe par plusieurs mécanismes. Ainsi des mutations activatrices de CARD11
(Caspase Recruitement Domain-containing protein 11), protéine impliquée dans la
signalisation du BCR au sein du complexe CARD11-BCL10-MALT1, sont observées
dans 10% des LBDGC non-GC (70).

Dans 20% des cas, les LBDGC présentent des mutations des genes codant pour les
co-récepteurs CD79A et/ou CD79B entrainant I'activation constitutive du BCR par
suppression du mécanisme d’endocytose du récepteur ou par inhibition de LYN

qui en est un régulateur négatif (71).
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De méme des mutations de MYD88 impliquant une activation constitutive de la
voie TLR sont observées dans 35% des cas. La mutation de MYD88 engendre de
plus une activation de la voie MAPK entrainant la production d’IL-6 et I'IL-10, elles-
mémes a l'origine d’'une stimulation de la voie JAK/STAT de maniere autocrine.
Enfin il a été décrit des mutations inactivatrices de TNFAIP3 (régulateur négatif de

la voie NFkB) dans 30% des LBDGC non-GC (72).

Par ailleurs, il existe pour ces cellules tumorales B activées une incapacité a se
différencier en plasmocytes, découlant de la régulation négative des fonctions de
BLIMP1. Cela s’explique a I’échelle moléculaire par l'inactivation du gene PRDM1
(49), pouvant passer par trois mécanismes distincts. L’inactivation bi-allélique de
PRDM1 concerne 30% des LBDGC de type non-GC (73). Vingt-cinq pour cent
d’entre eux présentent des altérations de SPIB (66), un facteur de transcription
qui, en formant un complexe avec IRF4 contribue a I'inactivation de PRDM1 par
répression transcriptionnelle (74). Enfin, les translocations chromosomiques
impliquant BCL6 (51), plus fréquentes chez les LBDGC de type non-GC que chez les
profils GC, ménent a une répression constitutive de PRDM1 (75) (Figure 11).

Figure 12. Représentation schématique des voies oncogéniques dans le
LBDGC NGC et cibles thérapeutiques potentielles (d’apres Roschewski M et al,
Nature reviews 2014) (32).
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C. Biomarqueurs du LBDGC-NOS

1. Impact pronostique de la cellule d’origine (CO0) dans les LBDGC-NOS

Les deux grands sous-types de LBDGC, GC et non-GC, ont été identifiés pour la
premieére fois grace a l'utilisation des puces a ADN il y a prés de 20 ans, dans le
travail publié par A.A. Alizadeh et al (8) montrant un pronostic péjoratif des
LBDGC non-GC comparativement au GC. Les fréquences relatives de GC versus
non-GC décrites dans la littérature sont respectivement de 60% et 40%, variables
selon la location géographique, I'dge médian de la population étudiée, et la
méthode diagnostique utilisée (76). A noter qu’environ 10% a 15% des cas ne
peuvent étre inclus ni dans l'une, ni dans l'autre catégorie et demeurent

inclassables.

A la suite de cette publication, de nombreux travaux ont précisé la valeur
pronostique de ces deux sous-types et les différences biologiques qui les
caractérisent (7,35,76-78). Le sous type non-GC apparait de moins bon pronostic
avec un taux de survie globale a 3 ans d’environ 45% contre 80% pour le LBDGC
GC (79). Le bénéfice obtenu par adjonction de molécules telles que le bortezomib,
le lenalidomide (inhibiteurs de la voie de signalisation NFkB) ou librutinib
(inhibiteur de la Bruton’s tyrosine kinase) au traitement par R-CHOP
classiquement administré parait supérieur dans le cas des LBDGC de type non-GC
par rapport aux LBDGC de type GC dans plusieurs essais de phase /1l (80-82).

Cependant les grands essais thérapeutiques prospectifs restent a ce jour non
concluants, remettant en question la pertinence de choisir cette dichotomie
GC/non-GC pour la stratification des patients. A titre d’exemple, en 2017, I'équipe
de P. Staiger a inclus prospectivement 452 échantillons de patients atteints de
LBDGC dans un essai RICOVER60 randomisé visant a évaluer I'impact pronostique
de l'origine cellulaire (COO, cell of origin). Dans cet essai, il n'a pas été mis en
évidence de différence entre les patients GC et non-GC traités par R-CHOP, ni en
terme de survie globale (OS, overall survival) (HR = 1.3 ; IC95% (0,8; 2,2), p =
0.36), ni en terme de survie sans progression (PFS, progression free survival) (HR
=1.4; 1C95% (0,8 : 2,3), p = 0.21) ou de survie sans événement (EFS, event free
survival) (HR = 1.2 ; IC95% (0,8 : 2,0), p = 0.36). De méme, aucune différence n’a

été observée en analyse multivariée adaptée selon I'IPI (83). D’autres études
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visant a améliorer l'efficacité du R-CHOP en combinaison avec une autre molécule
(telle le bortézomib, le 1énalidomide ou l'ibrutinib) n’ont été concluantes, ni en
terme d’amélioration de la survie sans événement (SSE), ni pour montrer une
différence de bénéfice entre les groupes GC et non-GC (18,36,40).

Cependant, il convient de rappeler que l'intérét de la détermination du profil
GC/non-GC ne se limite pas a son potentiel impact pronostique. En effet la
classification OMS révisée en 2017 insiste sur l'importance de distinguer deux
entités lymphomateuses distinctes au sein des LBDGC, de par leurs
caractéristiques biologiques, génétiques, et cliniques, aboutissant a des options

thérapeutiques différentes.

2. Impact pronostique du statut MYC, BCL2 et BCL6

a. Réarrangements de MYC et BCL2 et/ou BCL6

Les genes MYC, BCLZ et BCL6 sont le siége d’altérations chromosomiques
récurrentes dans respectivement 5-15%, 20% et 30-40% des LBDGC. MYC est
impliqué dans la prolifération cellulaire notamment en régulant le cycle cellulaire,
la réplication de I'ADN et le métabolisme des cellules (84). Le réarrangement du
gene MY(C/8q24 (MYC-R) dans les LBDGC peut étre isolé ou associé a des
réarrangements concomitants des genes BCLZ et/ou BCL6. Dans ce dernier cas, le
lymphome est classé en lymphome B de haut grade avec réarrangements de MYC
et BCLZ et/ou BCL6 (dit double/triple hit, DHL/THL) selon la nouvelle
classification OMS 2017, de pronostic plus péjoratif que le LBDGC-NOS (85) avec
un risque plus élevé de rechute neuroméningée nécessitant un traitement intensif
(86-88). Si les lymphomes DHL/THL sont considérés aujourd’hui comme les
lymphomes B les plus agressifs (89-91), la valeur pronostique du réarrangement
impliquant seulement le géne MYC (sans réarrangement BCLZ2 ou BCL6 associé) est
controversée. De plus, il semble que la nature du gene partenaire de MYC soit
importante a déterminer. En effet le LBDGC avec réarrangement de type MYC-IG
serait associé a un plus mauvais pronostic comparativement au LBDGC MYC-non-
IG ou au LBDGC sans MYC-R. Le réarrangement du gene BCLZ secondaire a la
translocation t (14 ; 18) (IGH-BCL2) est également préférentiellement observé

dans les LDGCB de type GC (15-20%) alors que le réarrangement du gene BCL6 est
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plus souvent observé dans le sous type non-GC (30%). Leur impact pronostique
sans réarrangement MYC associé est lui aussi controversé avec des résultats
discordants selon les études.

Enfin, la dérégulation de MYC et de BCLZ2 peut étre liée a d’autres mécanismes que
les réarrangements chromosomiques, comme une amplification génique, une
mutation, une dérégulation transcriptionnelle liée a une altération des microARNs
(miR), ou encore par activation de la voie de signalisation NF-kB (92), a l'origine

d’un profil tumoral tres agressif et a I'index mitotique élevé.

b. Surexpression protéique MYC et BCL2 : statut double expresseur

L’expression de la protéine MYC est détectée chez un plus grand nombre de
patients encore (30%-50%) et est associée a une expression concomitante de
BCL2 dans 20% a 35% des cas de LBDGC, pour la plupart de statut non-GC (88). La
majorité des études utilisent pour I'expression de MYC un cut-off de 40% des
cellules tandis que le cut-off pour BCL2 varie considérablement dans la littérature,
un cutt-off de 50% de positivité dans la population cellulaire étant le plus
couramment appliqué (88). L'impact pronostique de l'expression isolée de la
protéine BCL2 ou de la protéine MYC est variable selon les études, mais la valeur
pronostique de 'expression de MYC devient significative de fagon certaine quand
elle est associée a une expression de la protéine BCL2. Certaines études ont
montré que les LBDGC double-expresseurs ont un pronostic défavorable
comparativement aux LBDGC non double-expresseurs tout en restant moins
agressifs que les lymphomes B de haut grade avec réarrangements de MYC et BCLZ2
et/ou BCL6 (76,83,88). Ces observations suggerent que la double expression de
MYC et BCL2 devrait étre considérée comme un élément pronostique dans les
LBDGC-NOS, sans pour autant constituer une catégorie distincte dans la

classification.

c. Autres biomarqueurs immuno-histochimigues

En plus de la classification basée sur la cellule d’origine, plusieurs études ont
identifié des marqueurs protéiques spécifiques ayant une valeur pronostique pour
les LBDGC traités par R-CHOP, tels que CD5, KI-67, FOXP1, HLA-I, p21 et CD40
(93-96).
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Ainsi par exemple, I'expression de CD5 en immuno-histochimie serait un facteur
de mauvais pronostic avec un taux de rechutes neuro-méningées élevé sous

chimiothérapie (93).

3. Perspectives de nouvelles classifications pronostiques des LBDGC-NOS

A ce jour, les essais thérapeutiques visant a améliorer l'efficacité du R-CHOP en
ciblant des altérations spécifiques du sous-type non-GC se sont tous révélés
négatifs. De plus, 10 a 20% des LBDGC restent inclassés dans ce modele
dichotomique GC versus non-GC qui ne reflete de ce fait que partiellement la
complexité des LBDGC. L’application de techniques de séquengage haut débit
(Next Generation Sequencing, NGS), et particulierement le séquencage d’exome
entier (Whole Exome Sequencing, WES) a permis de décrire de maniére plus
précise le panel d’altérations génomiques des LBDGC incluant les mutations
somatiques, les variations du nombre de copies d'un géne et les translocations
chromosomiques. Ces nouvelles technologies de biologie moléculaire avec
approches bio-informatiques intégrées permettent de mieux sous typer les LBDGC
en proposant de nouveaux profils moléculaires ou biomarqueurs pronostiques et

d’identifier d’éventuelles cibles thérapeutiques.

a. Analyse génomique intégrative et fonctionnelle des LBDGC-NQOS

Les récentes études moléculaires et notamment celles réalisées par I'’équipe de S.
Dave par technique de séquencage WES, RNAseq, SNP array et de Gene Expression
Profiling (par technologie Nanostring) ont identifié des mutations somatiques
communes a tous les LBDGC mais également des profils d’altération géniques
distincts et caractéristiques des sous-types GC et NGC (97). Les mutations
somatiques récurrentes communes a ces deux sous-types de LBDGC portent sur
des génes dits drivers, ici au nombre de 150. Certains sont identifiés comme
oncogenes car essentiels a la croissance cellulaire de la majorité des lignées (par
exemple MYC, RHOA, SF3B1, MTOR ou BCLZ2). D’autres se comportent comme des
suppresseurs de tumeurs (TP53, MGA, PTEN, NF-kBIE, RB1 ou NCOR1). Parmi les
genes ainsi pointés, 9 sont spécifiques d‘un sous-type moléculaire : I'inactivation

d’EBF1, IRF4, CARD11, MYD88 ou IKBKB est ainsi létale pour les lignées non-GC,
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tandis que I'inactivation des genes ZBTB7A, XPO1, TGFBRZ2 et PTPN6 est létale pour
les lignées GC, offrant de ce fait des opportunités thérapeutiques distinctes. Les
données d’expression obtenues par WES, SNP array et RNAseq ont permis
d’identifier des anomalies génétiques et des signatures moléculaires associées a un
mauvais pronostic comme l'altération du gene RHOA corrélée a une signature de
type prolifération, et qui ont été validées par des études in vivo et dans un modele
murin. Au final, cette étude propose un nouveau modele pronostique intégrant en
plus du phénotype GC/non-GC, des analyses génomiques et transcriptomiques,
pour détecter :

- les altérations génétiques de genes drivers prédéfinis

I’hyperexpression de MYC/BCL2/BCL6

- les réarrangements de MYC
ces deux dernieres anomalies étant de pronostic plus péjoratif indépendamment
de I'IP], et nécessitant une révision du diagnostic pour passer en lymphome B de

haut grade avec réarrangement le cas échéant (98).

b. Nouvelles classifications moléculaires des LBDGC-NQOS par analyse

intégrative des données biologiques

Depuis 2017, plusieurs équipes ont proposé des modeles de classification
relativement similaires, basés sur I'intégration de données de WES/NGS, analyse
de SNV et RNAseq pour établir des sous-groupes pronostiques en fonction des
anomalies moléculaires détectées (97)(99)(100)(101) (Figure 13). Ces approches
viennent enrichir notre compréhension de I'hétérogénéité des LBDGC et
permettent de mieux stratifier les patients atteints de LBDGC.

R. Schmitz et son équipe proposent une classification en 4 sous-types au pronostic
distinct et définis par :

1. MCD (un pronostic moins favorable) : basé sur la cooccurrence des mutations
de MYD88 et CD79B

2. BN2 (un pronostic plus favorable) : basé sur la fréquence élevée de fusions de
BCL-6 et de mutations de NOTCH2

3. N1 (un pronostic moins favorable) : basé sur la présence de mutations de

NOTCH1
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4. EZB (un pronostic plus favorable) : basé sur la présence de mutations d’'EZHZ2

et de translocations de BCL-2.

L’étude de Chapuy et al. propose une classification en 5 clusters, de C1 a C5, définis
par:

- C1: phénotype ABC, pronostic favorable, mutations de NOTCHZ ;

- C2 : sans lien avec les sous-types GCB/ABC, inactivation de TP53 et de CDKNZ2A,
instabilité génétique ;

- C3 : GCB, pronostic défavorable, translocations de BCL-2, altérations de PTEN et
de génes impliqués dans I'épigénétique (MLLZ, CREBBP, EZH2) ;

- C4 : GCB, pronostic favorable, anomalies génétiques ciblant les voies BCR/PI3K,
NFxB, RAS-JAK/STAT (BRAF, STAT3) ou les histones ;

- C5 : ABC, de pronostic défavorable, gains de BCL-2, mutations de MYD88 (L265P)
/CD79B/PIM1/PRDM1.

Enfin CO regroupait les cas de LBDGC sans anomalie récurrente ou minoritaire.
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Figure 13. Nouveaux modeles de classification moléculaire des LBDGC
(d’apres Jardin et al, Bases moléculaires des nouvelles classifications des LBDGC,
2019) (102).

Néanmoins, plusieurs limites a ces travaux ont été soulignées. Parmi elles on
observe qu’'une proportion de cas non négligeable n’entrait dans aucun sous-
groupe identifié. De plus il n’est pas envisageable a I'heure actuelle de transférer

ces approches en pratique courante (100).

II. Objectifs du travail

Les objectifs principaux de I'étude étaient d’évaluer I'impact pronostique du profil
GC/non-GC selon Hans en terme de survie dans une série de patients atteints de
LBDGC-NOS et d’identifier des sous-groupes moléculaires aux pronostics distincts

al'aide de données de séquencage a haut débit de nouvelle génération.

IIl. Matériels et méthodes

A. Patients

1. Critéres d’'inclusion

Notre cohorte incluait rétrospectivement n = 143 patients primo-diagnostiqués
pour un LBDGC en région Occitanie entre le 1¢r Janvier 2015 et le 31 Décembre

2016. Les patients bénéficiant d'une prise en charge au sein d’'un CH périphérique
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bénéficiaient d’'une relecture anatomo-pathologique par le réseau Lymphopath au
sein de 'lUCT (Institut Universitaire du Cancer de Toulouse).
Ainsi la population de départ comprenait tous les patients diagnostiqués LBDGC-

NOS, en accord avec les classifications OMS 2008 puis 2016.

2. Critéres d’exclusion

Les patients ayant un ou plusieurs des critéres suivants étaient exclus de
'analyse :
- statut GC/non-GC indéterminé apres analyse immuno-histochimique
selon I'algorithme de Hans
- LBDGC-NOS secondaire a la transformation d’'un lymphome B indolent
- données de suivi manquantes
- histologie autre que LBDGC-NOS (lymphome de Burkitt, lymphome a

grandes cellules du médiastin, lymphome plasmablastique).

3. Réunion de concertation pluri-disciplinaire

Chaque dossier a fait l'objet d'une discussion en réunion de concertation
pluridisciplinaire (RCP) au sein du département d’hématologie de I'lUCT. Les
décisions prises en RCP, avec établissement d’'un compte rendu préliminaire par la
suite mis a jour, sont consignées sous forme d‘un dossier communicant de

cancérologie sur la plateforme du réseau régional de cancérologie d’Occitanie.

4, Recueil des données

Pour chaque patient, n parametres étaient renseignés de maniere rétrospective
dans une base de données, regroupant des éléments cliniques, biologiques,
morphologiques pré-, per- et post-chimiothérapeutiques ainsi que le suivi a long
terme :

- Parametres pré-thérapeutiques : age, phénotype GC/non-GC, stade

Ann Arbor (nombre de localisations et sites extra-ganglionnaires),
aalPI (associant stade Ann Arbor et LDH, PS)

- Détails des outils diagnostiques et du traitement : réalisation ou non

d’'un TDM-TEP, d’une biopsie ostéo-médullaire (BOM), prophylaxie
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méningée, préphase, type de chimiothérapie recue, nombre de cycles
prévus et recus, date de début (J1C1) et de fin de traitement

- Evaluation de la réponse chimiothérapeutique : rechute ou non et date

de rechute le cas échéant, date d’évaluation en fin de traitement, état
(rémission complete, partielle ou échec/progression de la maladie
sous traitement)

- Données de suivi : date des derniéres nouvelles, date de déces le cas

échéant.

5. Suivi des patients

Le suivi minimal était de 2 ans, sans limitation maximale.

Les dates des derniéres nouvelles ainsi que le statut vivant ou décédé, la survenue
d’une récidive, étaient obtenus via les dossiers papiers ou informatisés du réseau
du CHU de Toulouse (ORBIS, DPI Oncopole), les appels et courriers électroniques

aux médecins traitants et hématologues.

6. Critéres de jugement pour I'analyse statistique

La survie globale (OS) a été définie par le délai entre le début du traitement
(chimio-thérapeutique) et le déces (toutes causes confondues) ou bien la date de
dernieres nouvelles (les données étant alors censurées).

La survie sans progression (PFS) est définie par le délai entre la date de début de
traitement et le déces (toutes causes confondues) ou la progression de la maladie
(rechute). Les patients en vie a la date de dernieres nouvelles et sans déces ni

progression ont été censurés a la date de derniéres nouvelles.

B. Méthodes
1. Analyse statistique
a. Obijectifs
Les objectifs principaux de I'étude statistique ont porté sur :

- l'étude de la survie globale et de la survie sans progression dans une

cohorte de patients atteints de LBDGC-NOS selon le statut GC/non-GC
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- l'identification de sous-groupes moléculaires de LBDGC GC et non-GC
selon I’évolution (rechute avant 2 ans versus en rémission a deux ans).
Les objectifs secondaires étaient :
- d’étudier I'association entre les sous-types GC/non-GC et les variables
cliniques (age, sexe, stade Ann Arbor, aalPI)
- de comparer la survie globale des patients en fonction des variables

cliniques (age, sexe, stade Ann Arbor, aalPI).

b. Méthode statistique

Les caractéristiques de la population ont été décrites par les statistiques usuelles.
Les variables quantitatives ont été décrites par la médiane, le minimum, le
maximum ainsi que le nombre de données manquantes ; les variables qualitatives
par les fréquences, les pourcentages et le nombre de données manquantes de
chaque modalité.

Le test du chi2 ou Fisher exact a été utilisé pour comparer les variables
catégorielles, et le test de Kruskal-Wallis pour les variables continues.

Les données de survie ont été résumées par la méthode de Kaplan-Meier et
présentées avec leurs intervalles de confiance a 95%. Des analyses univariables et
multivariables ont été effectuées a 'aide du test de Logrank et du modele de
risques proportionnels de Cox, les ratios de risques (HR) ont été estimés avec des
intervalles de confiance de 95%.

Tous les tests sont bilatéraux et le seuil de significativité est fixé a 0.05. L’analyse
statistique a été réalisée sous le logiciel STATA version 16 (Stata Corporation,

College Station, TX, USA).

2. Analyse moléculaire par séquencage nouvelle génération (NGS)

a. Panel de génes en NGS capture

Le panel mis en place et utilisé pour la technique par capture en NGS cible 67
genes de 350kb (Tableau 4). Il correspond a des genes d‘intérét d’apres une revue
de la littérature regroupant les études récentes autour de l'analyse NGS dans les

LBDGC (103-109).
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Tableau 4. Liste des génes cibles du lymphopanel utilisé dans I’analyse
courante des lymphomes et pour notre étude.

ARID1A | CARD11 | CDKN2B | EP300 ID3 KMT2B PIM1 SOCS1 TNFRSF1B
ATM CD274 CITA EZH2 IDH2 KMT2D | PLCG1 | STAT3 TP53
B2M CD28 CREBP FBXW?7 IGLLS MEF2B PLCG2 | STATSB TRAF3
BCL2 CD58 CTNNB1 | FOXO1 IRF4 MFHAS1 | PRDM1 | STAT6 VAV1
BCL6 CD79A CXCR4 FYN ITPKB MYC PTEN TCF3 XPO1
BIRC3 CD798B DDX3X FYN JAK1 MYD88 | RELA TET2

BRAF CDKN2A | DNMT3A | GNA13 JAK2 NOTCH1 | RHOA | TNFAIP3

BTK CDKN2A | DUSP2 HIST1IH1C | KMT2A | NOTCH2 | SETD2 | TNFRSF14

b. Préparation des ADN tumoraux

L’analyse moléculaire est précédée d'un examen morphologique ayant pour but
d’évaluer le pourcentage de cellules tumorales et la superficie de la tumeur sur
chaque prélevement fixé en paraffine (FFPE). L’extraction de I’ADN puis la
qualification des échantillons (évaluation de la quantité et de la qualité de 'ADN
par q-PCR) peuvent alors étre réalisées. A partir de chaque échantillon fixé en
paraffine et coupé en sections de 10 microns d’épaisseur, ’ADN tumoral est extrait
a l'aide du kit Maxwell® 16 FFPE Plus LEV DNA Purification (Promega). Une
quantité supérieure a 50 ng et de bonne qualité (fragment d’au moins 150 pb) est
souhaitable pour pouvoir réaliser une technique NGS (110). L’ADN tumoral obtenu

est fragmenté (250pb) de maniere mécanique par sonication (sonicateur Covaris).

c. Séquencage
Une fois I'ADN extrait et fragmenté, s’enchalnent les grandes étapes du
séquencage :

- préparation des librairies par amplicon ou capture

- amplification de ces librairies

- séquencage a proprement parler

- analyse bio-informatique des données
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Figure 14. Principes généraux de la technique NGS.

Pour la constitution des librairies, qui consiste en un enrichissement des
séquences d’ADN ciblé, nous avons utilisé la technique de capture. Il s’agit de la
technique de choix, permettant la détection d’'un plus grand nombre d’anomalies
moléculaires que la technique par amplicon, souvent favorisée pour ses facilités

d’implémentation.
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Figure 15. Technique de capture.

Apres fragmentation (mécanique par sonication, en opposition a la fragmentation
enzymatique), les segments d'ADN sont filtrés en s'hybridant a des séquences
complémentaires des régions d’intéréts, disposées sur une plaque ou en milieu
liquide. Les fragments d'ADN qui ne s'hybrident pas sont éliminés.

Apres purification des fragments d’ADN enrichis, la banque obtenue peut étre
amplifiée grace a des méthodes d'amplification clonale et de PCR pouvant étre

réalisées au sein du séquenceur (Technologie [llumina).

Les librairies enrichies sont indexées par des codes-barres oligonucléotidiques
(uniques par patient au sein d'un méme séquencage) avant séquencage. Les
produits d’amplification sont ensuite mélangés pour le séquengage. La méthode
choisie pour I'étude est le séquencage par synthese (Illumina TruSeq Custom
Amplicon (TSCA dual strand, v1.5 chemistry)) utilisé en pratique courante au
laboratoire de I'lUCT. Chaque fragment est d'abord cloné plusieurs fois afin
d'amplifier le signal puis le brin complémentaire de chaque fragment cloné est
synthétisé. A chaque incorporation d'un nucléotide, un signal est détecté par

émission de fluorescence (Figure 16).
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Figure 16. Séquencage Illumina :

Les brins d’ADN a séquencer sont immobilisés sur une puce par hybridation a une
séquence d’ancrage. L'amplification « en ponts » génere ensuite des clusters qui
seront dénaturés et clivés pour étre enfin séquencés a I'aide d'un primer, d’'une
polymérase et de terminateurs de chaine réversibles marqués par des
fluorochromes. La fluorescence engendrée par l'incorporation d’'un nucléotide est
enregistrée sous forme d’une séquence préte a étre analysée.

d. Analyse bio-informatique

Les séquences des fragments, qu'on appelle aussi des "reads"”, sont sauvegardées
dans un fichier Fastq contenant les séquences et leurs scores de qualité (score
Phred). Ce score évalue la confiance du séquencage. Afin d’obtenir la séquence
complete de chaque gene, chaque segment est aligné sur le génome de référence
GRCh38 (Genome Reference Consortium Human genome build 38). On obtient
ainsi un fichier BAM associant a chaque read ses coordonnées génomiques.

Enfin, les pipelines d’analyse Oryci (v0.5.1) et Alamut visual (v2.11, Interactive-
Biosoftware, Rouen, France) ont été utilisés pour déterminer, annoter et visualiser

les variants détectés.
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IV. Résultats

A. Sélection et caractéristiques clinigues des patients LBDGC-NOS

1. Sélection des patients : population initiale

Figure 17. Flow chart.

Sur un total de départ de 191 patients et apres élimination de 24 patients dont les
dernieres nouvelles étaient inaccessibles par nos moyens de recueil, deux choix de
population d’étude s’offraient a nous. La population 1 incluait 24 patients dont les
dates de début de traitement nous étaient inconnues. Notre étude de survie, étalée
sur deux ans et se basant sur cette méme date de début de traitement, nous avons

jugé plus judicieux d’utiliser la population 2, n= 143.

2. Caractéristiques cliniques au diagnostic des patients LBDGC-NOS inclus

La population de 143 patients était constituée de 80 hommes (55,9%) et 63
femmes (44,1%). L’age médian en début de traitement était de 67 ans (range 21.0
- 91.0) (Tableau 5). Trente-huit patients (27.9%) avaient un index IPI élevé
(supérieur ou égal a 4) au diagnostic, et 45 (31,7%) présentaient au moins deux
envahissements tumoraux extra-ganglionnaires. Les caractéristiques cliniques et

biologiques des patients au diagnostic répertoriées selon le phénotype GC/non-GC
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établi en IHC selon l'algorithme de Hans dans le Tableau 5 ne montraient pas de
différence significative notamment concernant le stade Ann Arbor (p=0.1083) et

I'IPI (p=0.6883).

Tableau 5. Caractéristiques des patients en fonction du statut GC/NGC (LDH=
Lactate Deshydrogénase, PS= Performance Status, BOM= Biopsie ostéo-
médullaire).

Phénotype

Total (n=143) Non-GC (n=64) GC (n=79)
Sexe (n =143) p=0.1036
Homme 80 ( 55.9%) 31 (48.4%) 49 ( 62.0%)
Femme 63 (44.1%) 33 (51.6%) 30 ( 38.0%)
Age (n=143) p = 0.6337
<60 ans 44 (30.8%) 21(32.8%) 23(29.1%)
>= 60 ans 99 ( 69.2%) 43 (67.2%) 56 ( 70.9%)
Stade Ann Arbor (cl) (n = 141) p =0.1083
1-2 29 (20.6%) 17 ( 26.6%) 12 ( 15.6%)
3-4 112 ( 79.4%) 47 (73.4%) 65 ( 84.4%)
Missing 2 0 2
LDH (n = 139) p =0.1077
Normal 52 (37.4%) 19 (30.2%) 33 (43.4%)
Elevé 87 (62.6%) 44 ( 69.8%) 43 ( 56.6%)
Missing 4 1 3
PS (n=139) p = 0.8690
0-1 103 ( 74.1%) 47 (73.4%) 56 ( 74.7%)
2-3-4 36 ( 25.9%) 17 ( 26.6%) 19 ( 25.3%)
Missing 4 0 4
Score aalPI (cl) (n = 136) p =0.5638
0-1 51 (37.5%) 22 (34.9%) 29 (39.7%)
2-3 85 ( 62.5%) 41 ( 65.1%) 44 ( 60.3%)
Missing 7 1 6
Score IPI (cl) (n=136) p =0.6883
0-1 28 (20.6%) 15 ( 23.8%) 13 (17.8%)
2-3 70 (51.5%) 31 (49.2%) 39 (53.4%)
4-5 38 (27.9%) 17 (27.0%) 21(28.8%)
Missing 7 1 6
BOM envahie (n =28) p=0.1139
Non 19 (67.9%) 13 ( 81.3%) 6 (50.0%)
Oui 9(32.1%) 3(18.8%) 6 ( 50.0%)
Missing 115 48 67
PET SCAN (n = 141) p =0.8262
Non 12 ( 8.5%) 5( 7.9%) 7 ( 9.0%)
Oui 129 (91.5%) 58 (92.1%) 71 ( 91.0%)
Missing 2 1 1
Localisation extraganglionnaire (cl) (n = 142) p=0.2342
0-1 97 ( 68.3%) 47 ( 73.4%) 50 ( 64.1%)
>=2 45 (31.7%) 17 ( 26.6%) 28 (35.9%)
Missing 1 0 1

3. Prise en charge thérapeutique des patients inclus (n=143)

Le délai entre le prélevement et le début du traitement était en médiane de 0.8

mois (p = 0.0870) (Tableau 6). Une chimiothérapie par R-CHOP (ou R-miniCHOP)
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a été utilisée chez 121 patients (84,6%) tandis que les autres recevaient un
protocole R-ACVBP (ou GACVBP) pour 13 d’entre eux (9,1%) ou un équivalent
pour 9 d’entre eux (6,3%). La durée du traitement s’étalait sur 4,1 mois en
médiane (range 0.0 : 15.5) avec pour 77 patients (54,2%) un total de 8 cycles
recus, et pour 49 patients (34,5%) un total de 6 cycles. Une prophylaxie méningée,
par injection intra-thécale de méthotrexate ou administration de méthotrexate a

haute dose, était administrée chez 76 patients (55,1%).

Tableau 6. Prise en charge thérapeutique des patients LBDGC-NOS (n=143)
en fonction du statut GC/Non-GC.

Phénotype
Total NGC GC
N =143 N =64 N=79

Age en début de traitement (n =
143) p =0.5574
Median 67.0 66.5 68.0
(Range) (21.0: 91.0) (21.0: 88.0) (26.0: 91.0)
Délais prélevement/début de
traitement(m)(n = 141) p =0.0870
Median 0.8 0.6 1.0
Missing 2 2 0
Chimio regue (n = 143) p =0.5002
RACVBP ou GACVBP 13(9.1%) 8(12.5%) 5( 6.3%)
Rminichop ou RCHOP 121 ( 84.6%) 52 (81.3%) 69 ( 87.3%)
Autre 9 (6.3%) 4( 6.3%) 5( 6.3%)
Durée de Chimiothérapie (n = 143) p =0.4286
Median 4.1 3.9 4.4
(Range) (0.0: 15.5) (0.7: 6.1) ( 0.0: 15.5)
Préphase (n = 142) p = 0.6050
Non 92 (64.8%) 40 ( 62.5%) 52 (66.7%)
oui 50 ( 35.2%) 24 (37.5%) 26 (33.3%)
Missing 1 0 1
Prophylaxie méningée (n=138) p =0.9880
Non 62 ( 44.9%) 27 (45.0%) 35 ( 44.9%)
Oui 76 ( 55.1%) 33 (55.0%) 43 (55.1%)
Missing 5 4 1

B. Survie globale et survie sans progression des patients NBDGC NOS inclus

(n=143)

1. Etude de survie de la population totale

Le suivi médian s’étalait sur 30,9 mois (IC 95% 29.8; 34,3). Aux dernieres
nouvelles, on observait 34 déces soit 23,8 % des patients. Les courbes de Kaplan-

Meyer pour I'OS et la PFS se trouvent en Figure 18.
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Figure 18. Courbes de survie en pourcentage de la population totale en
fonction du temps de suivi exprimé en mois. Les courts segments verticaux
perpendiculaires a la courbe témoignent de chaque patient censuré, dont les
données de suivi sont indisponibles au-dela du délai correspondant.

. Survie globale.

. Survie sans progression.

A 24 mois de suivi apres initiation du traitement, la survie globale était de 76.94 %
(IC95% 68.63 ; 83.31).
Le nombre de patients sans progression était de 91 (63.6%) pour 52 événements

de rechute et/ou déces.
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2. Etude de survie selon le profil GC/ non-GC des patients LBDGC-NOS

En analyse univariée, on observait une différence de survie globale (OS)
significative en fonction du phénotype GC/non-GC déterminé selon Hans en IHC (p
= 0.0483) avec une survie globale de 82.6% [IC 95% 71.3 ; 89.8] a 2 ans pour les
LBDGC GC versus 70.1% dans le groupe [IC 95% 56.7 ; 80.1] non-GC (p = 0.0483)
(Tableau 7). On observe également une différence significative de I'OS selon I'age
du patient (95.3% [IC 95% 82.5;98.8] de survie a 2 ans pour les moins de 60 ans
versus 68.2% [IC 95% 57.1; 76.9] si 260 ans) (p = 0.0001) ; selon le taux de LDH
(93.7% [IC 95% 81.7 ; 97.9] de survie a 2 ans si le taux de LDH est normal versus
66.3% [54.7 ; 75.6] si le taux est élevé) (p = 0.0021) ; et par extension selon I'IPI (p
= 0.0017) avec une survie a 2 ans de 92.3% [IC 95% 72.6 ; 98.0], 78.5% [IC 95%
66.4 ; 86.7] et 57.9% [IC 95% 38.9 ; 72.9] pour un IPI de 0-1,2-3 et 4-5
respectivement. En revanche nous n’avons pas observé de différence significative
de I'OS en fonction du sexe et du stade Ann Arbor.

Le groupe GC (n = 79) comptait 14 déces au terme de notre suivi indiquant une
survie globale de 82.6 % versus 20 décés dans le groupe non-GC (n = 64) avec une
survie globale de 70.1 %. Le hazard ratio (HR) correspondant est évalué a 0,51 [IC
95% 0.26 ; 1.01] pour le groupe GC en comparaison avec le groupe non-GC, en

faveur de I'effet protecteur du phénotype GC.
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Tableau 7. Analyses univariées sur la survie globale.

Evt/N S(t=24) [95%ClI]
Age en début
traitement (cl) : p =0.0001
<60 ans 2/ 43 95.3% [82.5;98.8] 1.00
>=60 ans 32/100 68.2% [57.1;76.9] 9.70[2.32;40.62]
Sexe : p=0.4531
Homme 17/ 80 80.7% [69.4;88.1] 1.00
Femme 17/ 63 72.3% [58.7;82.0] 1.29[0.66;2.53]
Phénotype 1: p =0.0483
NGC 20/ 64 70.1% [56.7;80.1] 1.00
GC 14/ 79 82.6% [71.3;89.8] 0.51[0.26;1.01]
PS: p =0.0621
0-1 22 /103 79.9% [70.2;86.7] 1.00
2-3-4 12/ 36 65.5% [45.8;79.4] 1.93[0.95;3.91]
LDH : p =0.0021
Normal 5/ 52 93.7% [81.7;97.9] 1.00
Elevé 29/ 87 66.3% [54.7;75.6] 3.97 [1.54;10.27]
Stade Ann Arbor : p=0.1974
01-févr 4/ 29 85.0% [64.8;94.1] 1.00
03-avr 30/112 74.6% [64.9;82.0] 1.96[0.69;5.57]
Localisation
extraganglionnaire : p = 0.4008
0-1 21/ 97 78.4% [68.2;85.7] 1.00
>=2 13/ 45 73.2% [56.6;84.2] 1.34[0.67;2.68]
Score IPI : p =0.0017
0-1 2/28 92.3% [72.6;98.0] 1.00
2-3 16/70 78.5% [66.4 ;86.7] 3.39[0.78;14.73]
4-5 16/38 57.9% [38.9;72.9] 7.84[1.80;36.14]

Les courbes de survie globale observées dans les deux groupes phénotypiques

témoignaient d'un indice de décroissance initial plus élevé chez les patients non-

GC en comparaison de celui des patients GC (Figure 19).
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Figure 19. Survie globale en fonction du profil GC et non-GC des LBDGC-NOS
(n=79 GC et n=64 non-GC).

Concernant la survie sans progression (PFS), les mémes facteurs ressortaient
significatifs (age, taux de LDH, IPI) avec en plus le performance status (PS) mais les
profils GC et non-GC déterminés selon Hans ne montraient pas de différence
significative sur la PFS (Tableau 8). Il n’a pas non plus été observé de différence
significative concernant le hazard ratio calculé pour le groupe GC en comparaison du

groupe témoin non-GC.
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Tableau 8. Analyses univariables sur la survie sans progression.

Evt/N S(t=24) [95%Cl] HR [95%Cl]
Age en début de traitement (cl) : p < 0.0001
<60 ans 5/ 43 90.7% [77.1;96.4] 1.00
>=60 ans 47 /100 56.0% [45.2;65.5] 5.63 [2.24;14.19]
Sexe : p =0.3431
Homme 26/ 80 73.6% [62.0;82.2] 1.00
Femme 26/ 63 58.5% [45.0;69.8] 1.30 [0.75;2.24]
Phénotype : p =0.2539
NGC 26/ 64 61.6% [48.3;72.4] 1.00
GC 26/ 79 71.5% [59.6;80.4] 0.73[0.42;1.26]
PS: p =0.0093
0-1 32/103 72.2% [62.1;80.0] 1.00
02/03/04 18/ 36 54.4% [36.6;69.2] 2.12 [1.19;3.78]
LDH : p <0.0001
Normal 8/ 52 89.3% [76.2;95.4] 1.00
Elevé 43/ 87 54.3% [43.1;64.2] 4.05[1.90;8.64]
Stade Ann Arbor : p=0.7311
01-févr 10/ 29 66.1% [44.9;80.8] 1.00
03-avr 42 /112 66.9% [57.1;74.9] 1.13[0.57;2.25]
Localisation extraganglionnaire : p =0.9772
0-1 35/ 97 65.9% [55.1;74.7] 1.00
>=2 17/ 45 68.1% [52.0;79.7] 1.01 [0.56;1.80]
Score IPI : p =0.0002
0-1 5/ 28 84.2% [63.2;93.8] 1.00
2-3 22/70 70.2% [57.7;79.7] 1.96 [0.74 ;5.18]
4-5 23/ 38 49.0% [32.2;63.8] 4.94 [1.87;13.02]

Les courbes de PFS montraient pour le groupe GC un infléchissement linéaire

avant 12 mois puis en marches d’escalier jusqu’a 24 mois, conservant néanmoins

une pente globale d’angle constant (Figure 20). La courbe du groupe non-GC

quant a elle présentait dans un premier temps un infléchissement franc puis

secondairement une phase de plateau entre 12 et 24 mois, témoignant de

nombreuses rechutes et déces dans les premiers mois suivant la fin de la

chimiothérapie contrairement aux cas GC pour lesquels la probabilité de survenue

de tels évenements reste plus constante au cours du suivi.
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Figure 20. Survie sans progression en fonction du profil GC et non-GC des
LBDGC-NOS (n=79 GC et n= 64 non-GC).

En analyses multivariées et sur I'’ensemble des patients, le phénotype GC/non-GC
ajusté sur le score IPI restait significativement lié a I'0OS. Concernant le phénotype
GC le hazard ratio (HR) calculé était de 0,43 (IC 95% 0.22; 0.86, p = 0.0174) ce qui

en fait un facteur protecteur.

Tableau 9. Analyses multivariées : survie globale (0S), phénotype et score IPI
(n=136, 34 événements).

HR 1C95% p
Phénotype

Non-GC 1.00

GC 0.43 [0.22; 0.86] 0.0174
Score IPI

0-1 1.00

2-3 3.88 [0.89; 16.96] 0.0712
4-5 9.70 [2.20; 42.70] 0.0026

Conformément a ce résultat, en PFS le HR pour le groupe GC était de 0.59 (IC 95%
0.33; 1.03, p = 0.0626), suggérant un risque moindre de rechute ou déces malgré

une significativité limitée (Tableau 10).

68



Tableau 10. Analyses multivariées: survie sans progression (PFS),
phénotype et score IPI (n=136, 50 événements).

HR 1C95% p
Phénotype
NGC 1.00
GC 0.59 [0.33;1.03] 0.0626
Score IPI
0-1 1.00
2-3 2.17 [0.81;5.76] 0.1213
4-5 5.64 [2.12;15.02] 0.0005

C. Analyse morphologique des patients LBDGC-NOS

1. Sélection des cas en vue de I’analyse morphologique et moléculaire

Parmi ces cas, nous avons sélectionné de maniére rétrospective, en fonction de la
quantité de matériel tumoral disponible, 39 prélévements de tissus fixés au formol
et inclus en paraffine (FFPE), répartis équitablement en patients GC et en patients
non-GC. En effet, comme expliqué ci-avant, chaque cas avait bénéficié d'une
analyse immuno-histochimique et le statut COO était déterminé selon I'algorithme
de Hans (9).

Parmi les 39 cas sélectionnés, 5 cas ont été exclus en raison d’'un d’ADN de trop
faible quantité ou de qualité altérée et 2 cas ont dii également étre exclus en raison
d’'une couverture insuffisante des exons ciblés pour le séquencage. Au total 32
patients LBDGC dont 16 GC et 16 non-GC ont été sélectionnés pour I'étude
biologique incluant 15 patients (6 LBDGC GC et 9 non-GC) en rémision compléete a
2 ans du début du traitement et 17 patients (10 LBDGC GC et 7 non-GC) en rechute

ou étant décédés avant deux ans.

2. Analyses morphologiques et immuno-histochimiques des cas LBDGC-NOS

sélectionnés
L’ensemble des lames des 32 cas de LBDGC a été numérisé a I'aide du scanner de
lames 3DHISTECH de la plateforme Imagln du laboratoire de Pathologie.
L’analyse histologique a permis de répertorier les principaux variants
morphologiques observés dans notre cohorte de patients sélectionnés. Parmi les

32 cas, on comptait notamment 10 variants centroblastiques purs, 10 variants
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centro et immunoblastiques, 2 variants immunoblastiques purs et 2 variants

anaplasiques (Figures 21 a 24).
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Figure 21. Aspects microscopiques de LBDGC non-GC.

A. (HE au grossissement x200) et B. (HE au grossissement x400) : les cellules tumorales
mesurent deux a trois fois la taille des lymphocytes, leur noyau est clair, fréquemment
pluri-nucléolé, entouré d’un cytoplasme peu abondant.

C. IHC anti-CD20 (grossissement x200) : expression forte et diffuse.

D. IHC anti-CD3 (grossissement x200): négative dans la prolifération tumorale, elle
souligne l'infiltrat T réactionnel, faible.

E. IHC anti-BCL2 (grossissement x200) : positive (>50% des cellules tumorales), diffuse.
F.IHC anti-MYC (grossissement x400) : positive (>40% des cellules tumorales), diffuse.

G. IHC anti-BCL6 (grossissement x200) : positive de facon hétérogene.

H. IHC anti-CD10 (grossissement x200) : négative.

I. IHC anti-MUM1 (grossissement x200) : positive.

J. Index de prolifération Ki-67 évalué a 90% (grossissement x200).
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Figure 22. Aspects microscopiques de LBDGC GC.

A. (HE au grossissement x200) et B. (HE au grossissement x400): les cellules
tumorales sont d’apparence polymorphe, de grande taille, avec des contours
irréguliers, un noyau uni- ou pluri-nucléolé d’allure centroblastique auxquelles se
mélent quelques immunoblastes.

C. IHC anti-CD20 (grossissement x200) : expression forte et diffuse.

D. IHC anti-CD3 (grossissement x200) : négative dans la prolifération tumorale,
elle souligne l'infiltrat T réactionnel, modéré.

E. IHC anti-CD10 (grossissement x200) : positive, diffuse.

F. IHC anti-BCL6 (grossissement x200) : positive de facon hétérogéne.

G. [HC anti-MUM1 (grossissement x200) : positive dans moins de 30% des cellules
tumorales

H. Index de prolifération Ki-67 évalué a 90% (grossissement x200).
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Figure 23. Aspect microscopique d'un LBDGC non-GC.

A. (HE au grossissement x20) et B.(HE au grossissement x200): a faible
grossissement sont observées de vastes plages de nécrose avec contours « en carte
de géographie ».

C. (HE au grossissement x200) : aspect en ciel étoilé.

D. (HE au grossissement x400): cellules tumorales d’allure immunoblastique
ponctuées de corps apoptotiques et de macrophages a corps tingibles.
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Figure 24. Aspect microscopique d'un LBDGC non-GC, de profil
morphologique anaplasique.

A. (HE au grossissement x200)et B. (HE au grossissement x200) A faible
grossissement on note I'aspect pléomorphe de la prolifération, comportant des
cellules de tres grande taille. Les fleches jaunes pointent les cellules anaplasiques.
C. (HE au grossissement x400) et D. (HE au grossissement x400) A plus fort
grossissement sont observées de nombreuses mitoses et des cellules d’aspect tres
atypique, hodgkinoides/reed-sternbergoides.

E. (HE au grossissement x200) Il n’est pas rare d’observer, comme sur ce cliché,
des bandes scléreuses au sein de la prolifération.

F. (HE au grossissement x400) Au fort grossissement, les cellules se disposent ici
de facon plus ou moins cohésive, mimant par place un carcinome indifférencié. Les
atypies observées sont majeures, a types de multi-nucléations, noyaux plurilobés.

Les caractéristiques cliniques, immuno-histochimiques et cyto-génétiques sont

résumeées dans le Tableau 11a.
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Tableau 11a. Caractéristiques cliniques, immuno-histochimiques et cyto-génétiques des 32 cas séquencés (ND= non
défini, réac= réactionnel).
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La répartition des variants morphologiques centroblastiques et centro-
immunoblastiques semble similaire entre les deux sous-types GC (n=16) et non-GC
(n=16) (Tableau 11b). En revanche, on observe deux variants strictement
immunoblastiques et un variant a différenciation plasmocytaire appartenant

exclusivement au groupe des non-GC.

Tableau 11b. Comparaison des caractéristiques histologiques et
immuno-histochimiques des 16 cas GC et des 16 cas non-GC sélectionnés.

D. Analyse moléculaire par séquencage nouvelle génération (NGS)

1. Profils mutationnels associés aux LBDGC-NOS sélectionnés (n=32)

Dans la cohorte de patients (n=32), I'analyse par séquencage NGS ciblé a I'aide du
lymphopanel de 67 genes a identifié 368 altérations sur 51 genes parmi les 67
testés. Les mutations de type faux-sens étaient de loin les plus fréquentes,
constituant 242 sur 368 altérations (66%), devant les mutations de site d’épissage,
53 sur 368 altérations (22%) et les mutations non-sens, 30 sur 368 altérations
(12%). Tous nos cas présentaient des altérations non synonymes se traduisant a
’échelle cellulaire par un changement dans la séquence d’acides aminés pouvant
étre a l'origine d’'une protéine tronquée ou dysfonctionnelle. Au minimum on
relevait deux altérations pour le patient 27, et au maximum 41 altérations pour le
patient 22 (Annexe 1). La moyenne du nombre de mutations par patient était de
4,4.

Parmi les 67 genes testés, IGLL5 et KMTZ2D étaient les plus fréquemment mutés,
dans plus de 50% des cas (Figure 25). PIM1 était muté dans 30% des cas (n=10).
Les mutations des genes BCLZ, CREBBP et SOCS1 étaient retrouvées dans 25% des
cas (n=8), suivies par les mutations des genes B2ZM et TNFRSF14 dans 22% (n=7)
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des cas. Enfin, 19% des cas (n=6) présentaient des mutations des genes ATM,
CD79B, CIITA, EZH2, HIST1H1C et PRDM1.

Onze genes parmi les 67 du panel n’étaient mutés que chez 1 patient sur les 32
analysés.

A noter l'absence totale de mutation détectée dans 16 geénes du panel
(volontairement exclus des représentations graphiques suivantes et de I'annexe 2)

tels que FYN, STAT5B, VAV1, plus classiquement altérés dans les lymphomes T.

Figure 25. Nombre de patients mutés pour chaque gene séquencé.

2. Voies de signalisation impactées dans les LBDGC-NOS séléctionnés (n=32)
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A partir des données de séquencage, nous avons caractérisé les voies de
signalisations fonctionnelles possiblement altérées par les mutations détectées
dans I'ensemble des échantillons en nous appuyant sur les bases de données
concernant les voies biologiques (ex KEGG pathway) (103-106,108).

Cette analyse montre une prépondérance d’altérations dans les mécanismes
épigénétiques (28%) essentiellement liées aux mutations des genes KMTZD, IGLL5
et CREBBP, suivies de pres par les genes impliqués dans la réponse immunitaire
(20%), dans la voie de signalisation apoptotique impliquant le plus souvent le
gene BCL2 (15%) et dans la voie de signalisation NFkB (13%) avec notamment des
mutations de PIM1 (Figure 26).

Les altérations de la voie JAK/STAT, dans laquelle SOCS1 occupe une place
majeure, représentent 7% des cas. Enfin, on retrouve des dérégulations des voies
de signalisation impliquant le BCR (6%) ou les MAPK (4%) et la voie NOTCH (2%).
Les voies de signalisation autres, mettant en jeu CXCR4 par exemple, ne comptent

que pour 1% des mutations totales dans notre cohorte.

.
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Figure 26. Voies de signalisations altérées pour l'’ensemble des cas
séquencés : répartition en pourcentage du nombre de patients mutés par gene
pour chaque voie de signalisation par rapport au nombre total de génes mutés
dans la population analysée.

Les résultats observés dans la Figure 26 ont évalué la fréquence d’altérations des
voies de signalisation en prenant en compte le nombre de cas mutés par gene.
Cette méthode d’analyse permet d’éviter les écueils de majoration liés a la
fréquence d’altérations d’'un gene. En effet certains genes peuvent étre mutés
plusieurs fois chez le méme patient, tout en n’étant que rarement altérés dans
I'ensemble de la population et majorent ainsi la fréquence d’altérations de la voie
de signalisation dans laquelle le géne est impliqué. Ainsi PIM1, muté 17 fois chez
un de nos cas (Annexe 1), représente 13% des mutations totales observées dans
notre étude, alors qu’il n'est muté que chez 4% de la population analysée. De
méme [IGLL5 représente 12% des mutations totales en n’étant muté que chez 8%

de nos patients (Figure 27).
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Figure 27. Voies de signalisation altérées pour l'ensemble des cas
séquencés : répartition en pourcentage du nombre de mutations observées pour
chaque voie de signalisation par rapport au nombre total de mutations dans la
population analysée.

3. Impact clinigue des mutations détectées dans les LBDGC-NOS séléctionnés

(n=32)
La fréquence des mutations détectées a été corrélée avec les données cliniques des
cas inclus dans notre cohorte comprenant 17 patients en rechute ou étant décédés
avant 2 ans et 15 patients en rémission a 2 ans post-traitement. Chez les patients
ayant rechuté/étant décédés dans les deux ans post-traitement, les génes les plus
mutés étaient KMT2D (70%), IGLL5 (53%), PIM1 (41,2%), BCL2 (35,3%), CREBBP
(35,3%), TNFRSF14 (35,3%), suivis de ARID1A (29,4%), PRDM1 (23,5%), B2M
(23,5%), ATM (23,5%) et EP300 (23,5%) (Tableau 12). On observe une différence
significative pour les mutations de KMTZ2D et d’ARID1A avec une fréquence plus
élevée de mutations dans le groupe ayant rechuté comparativement au groupe en
rémission a 2 ans (respectivement index de significativité p=0.03 et p=0.04). Une
tendance seulement est retrouvée pour les mutations des genes PIM1, TNFRSF14,
BCL2, MYC, a cause vraisemblablement du faible effectif de patients sélectionnés

pour I'étude.
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Chez les patients en rémission a 2 ans post-traitement, les genes les plus mutés
étaient IGLLS5 (53,3%), BCL2 (53,3%), CREBBP (53,3%), SOCS1 (46,6%), CIITA
(40%), CD79B (40%), suivis de BRAF (33,3%) et BCL6 (33,3%). Seules les
mutations du géne SOCS1 retrouvées chez 7 patients sur 8 (p=0.01) et a moindre
degré les mutations du gene CD79B observées chez 6 patients sur 8 (corrélation
restant non significative avec pour cause le faible effectif) sont plus fréquemment
observées chez les patients en rémission a 2 ans comparativement aux patients

ayant rechuté.
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Tableau 12. Fréquence de genes mutés selon I'évolution a deux ans post-
traitement (en rouge: mutations associées a un risque de rechute, en vert:
mutation associée a un faible risque de rechute).
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La corrélation entre la fréquence des altérations des voies de signalisation et le
suivi clinique montre une prédominance d’altérations des voies JAK/STAT et du
BCR chez les LBDGC-NOS d’évolution favorable comparativement aux cas ayant
rechuté ou décédés (activation de la voie JAK/STAT dans 22% versus 10,3% des
cas et activation de la signalisation du BCR dans 17% versus 8% des cas). A
I'inverse, les altérations des modificateurs de I'épigénétique et a un moindre degré
celles impliquées dans la signalisation apoptotique semblent étre associées a un
pronostic plus défavorable étant respectivement retrouvées dans 63% et 31% des
patients ayant rechuté ou étant décédés contre 43% et 26% chez les patients en

rémission compléte a 2 ans.

4. Profil mutationnel selon le statut GC/non-GC des LBDGC-NOS

a. Types et fréqguences des mutations selon le statut GC/non-

GC des LBDGC-NOS

L’analyse de la fréquence des génes mutés dans les groupes GC et non-GC a I'aide
du test exact de Fisher, réservé aux petits effectifs, montre une augmentation
significative du nombre de mutations des genes KMT2D (p=0,03), BCL2 (p=0,04),
CREBBP (p=0,04), BRAF (p=0,04) dans les LBDGC de phénotype GC
comparativement au groupe non-GC (Tableau 13). Par ailleurs, les genes IGLL5 et
EZHZ2 sont plus fréquemment mutés chez les patients GC (respectivement a 62,5%
et 31,3%) comparativement au groupe non-GC (a 43,8% et 6,25%) ainsi que les
genes ARID1A, BCL6 et TP53 mutés a 80% chez des patients GC sans qu'il n’ait été
retrouvé de différence significative a cause du faible effectif de la population
étudiée. De maniere intéressante, les genes BRAF, DDX3X, DUSPZ2, EP300, FOXO1 et
CD79A sont exclusivement mutés chez les patients du groupe GC. Enfin les genes
PRDM1 (p= 0.02) et MYD88 ne sont mutés que chez les patients non-GC et on
observe une prédominance des mutations CD79B et NOTCHZ retrouvées dans plus

de 80% des cas de phénotype non-GC.
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Tableau 13. Mutations observées dans les groupes GC et non-GC (en vert:
mutations significativement liées au statut GC, en rose : mutation significativement
liée au statut non-GC).

| | &€ [n=16) Mon GC [n=16) [P

L’analyse du profil mutationnel par voies de signalisation montre une
prédominance d’altérations des modificateurs épigénétiques et de genes impliqués
dans 'apoptose dans le groupe GC en comparaison avec le groupe non-GC (Figure
28. A). A titre d’exemple, presque un tiers des cas (31%) du groupe GC présente
des mutations impliquées dans les mécanismes épigénétiques, alors que cette
dérégulation n’est retrouvée que dans 24% des cas non-GC. Les mutations

récurrentes de DUSPZ et BRAF se traduisent par une altération de la voie MAPK
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dans 7% des cas GC tandis que cette voie de signalisation n’a pas été retrouvée
altérée chez les non-GC.

En revanche, les voies NFkB, JAK/STAT, BCR et NOTCH sont plus souvent altérées
dans les LBDGC de type non-GC, touchant respectivement 20%, 9%, 8% et 3% des
cas contre 9%, 6%, 5% et 1% des cas GC (Figure 28. B).
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Figure 28. Voies de signalisations altérées: répartition en pourcentage du
nombre de patients mutés par gene pour chaque voie de signalisation par rapport
au nombre total de génes mutés dans la population analysée.

A. Pour les patients de phénotype GC.
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. Pour les patients de phénotype non-GC.

b. Impact clinigue des mutations selon le statut GC/non-GC des

LBDGC-NOS
L’'impact clinique du profil mutationnel selon le statut GC/non-GC a été étudié dans
notre cohorte comprenant 15 patients en rémission a 2 ans post traitement (n=6
GC dits « GC+ » et n=9 non-GC dits « NGC+ ») et 17 patients en rechute ou décédés
avant 2 ans (n=10 GC dits « GC- » et n=7 non-GC dits « NGC- »). La distribution et la
fréquence des genes mutés dans ces 4 sous-groupes sont illustrées dans la Figure
29, montrant globalement une prédominance du nombre de mutations des 10
premiers genes les plus mutés dans les sous-groupes GC+ et GC- comparativement

aux NGC+ et NGC-.
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Figure 29. Heatmap représentant par ordre de fréquence les mutations
observées et la répartition des altérations pour chaque gene entre les
groupes GC vs NGC.
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Cependant, la moyenne du nombre de génes mutés différait peu entre les sous-
groupes GC+, GC- et NGC-, de 'ordre de 13, tandis qu’elle était presque de moitié

inférieure dans le groupe NGC+, située entre 7 et 8 (Figure 30). La différence en
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terme de nombre de génes mutés apparait significative dans le seul groupe GC-

versus NGC+, comprenant le plus grand nombre de géne mutés (p=0.047).

Figure 30. Nombre de genes mutés par patient en fonction du phénotype et
de I’évolution a deux ans post-traitement.

Le test exact de Fisher a permis de souligner une différence significative pour les
mutations du gene BCLZ dans le groupe GC-, présentes chez 6 des 10 cas GC-
(p=0,01), par rapport aux trois autres groupes GC+, NGC+ et NGC- confondus
(2/22). De méme la mutation du gene KMTZD au sein de ce méme groupe GC-,
présente chez tous les patients semble caractéristique des LBDGC GC d’évolution
défavorable (p=0,0003).

En revanche, le gene SOCS1 ressortait significativement plus muté dans le groupe

GC+ (p=0,023) par rapport a I'’ensemble des autres groupes.

L’analyse de la répartition des altérations des voies de signalisation a montré une
plus grande fréquence d’altérations des modificateurs de 1'épigénétique dans le
groupe GC- comparativement aux autres sous-groupes. On remarque une
différence significative d‘altérations des mécanismes épigénétiques entre les
groupes GC- et GC+ (36% versus 21%, p=0,03) et entre les groupes GC- et NGC+
(36% versus 22%, p=0,04) liée au plus grande nombre de cas mutés pour les
genes KMTZ2D, IGLL5 et CREBBP dans le groupe GC-. Parallelement, le groupe NGC-
présente plus d’altérations que le groupe NGC+ dans I'épigénétique et la voie NFkB
(respectivement 27% versus 22% et 22% versus 18%) et a l'inverse moins de
mutations dans les genes impliqués dans la signalisation BCR et dans I'immunité

respectivement 5% versus 10% et 15% versus 22%) (Figure 31).
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Figure 31. Pourcentage du nombre de patients mutés par gene pour chaque
voie de signalisation en fonction du phénotype et de I'évolution a deux ans
post-traitement.

c. Comparaison des profils mutationnels des LBDGC-NOS GC

versus ceux des lymphomes B de haut grade avec réarrangements

MYC et BCL2 et/ou BCL6

En reprenant les données de I'étude de séquencage de 20 lymphomes B de haut
grade avec réarrangements MYC et/ou BCLZ et/ou BCL6 menée en 2018 par le Dr
S. Evrard (15), nous avons pu comparer la fréquence et le type de mutations pour
chacun des 15 genes les plus fréquemment altérés dans notre étude (Figure 32).
Pour ce faire, nous avons sélectionné 18 des 20 cas étudiés en 2018 et classés en
sous type GC selon l'algorithme de Hans. Cette analyse montre qu’en dehors du
gene FOX0O1 muté équitablement en fréquence dans le sous-groupe GC+ et le sous
type DHL/THL , les génes SOCS1 et BRAF sont plus fréquemment mutés dans le
sous-groupe GC+ comparativement au sous type agressif DHL/THL. Par ailleurs, le
sous-groupe GC+ présente un plus faible taux de mutations des genes KMTZD,
BCL2 et CREBBP que les DHL/THL. Parallelement, le profil mutationnel du sous-
groupe GC- n’est également pas comparable au sous type agressif DHL/THL
montrant plus de mutations KMT2D (100% versus 56%) et de fréquentes
altérations d’EP300, TNFRSF14, BZM. Enfin, le groupe des DHL/THL présente le
taux le plus important de mutations de CREBBP et de MYC comparativement aux

GC+ et aux GC-.
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Figure 32: Pourcentage du nombre de patients mutés par gene pour les
groupes GC+ et GC- en comparaison avec un groupe de patients DH/TH.

V. Discussion et perspectives

Le LBDGC représente 40% des LNH de l'adulte et plus de 60% des lymphomes
agressifs (111). Malgré des progres thérapeutiques considérables ciblant les
cellules tumorales, une fraction significative des patients rechute ou ne répond pas
au traitement standard a base de R-CHOP, suggérant une importante
hétérogénéité biologique des LBDGC. Cette hétérogénéité tumorale des LBDGC
initialement illustrée par le profil Cell-of-Origine avec le LBDGC GC d’une part et le
LBDGC ABC/non-GC d’autre part est aujourd’hui complexifiée par I'intégration de
nouvelles données moléculaires. Les sous-types GC et non-GC sont maintenant
reconnus par la classification OMS 2017 (2), qui préconise leur détermination par

des techniques de biologie moléculaire, ou a défaut, par immunohistochimie.

Dans notre étude, nous avons utilisé 1'algorithme IHC de Hans pour caractériser le
statut GC et non-GC. Le gold standard pour la détermination du COO reste
I'approche transcriptomique (GEP)(112). Cependant cette technique est
d’application moins aisée en routine diagnostique car elle requiert du matériel
congelé et reste plus fastidieuse et coliteuse que la méthode de Hans. Plus
récemment lintroduction de la technique Nanostring (76) permettant de
déterminer le COO sur FFPE a I'aide d’'un panel restreint de génes a révolutionné
I'approche méthodologique pour I'étude du COO dans les LBDGC. L’étude récente
d’Abdulla et al (113) a de plus souligné la faible concordance (de I'ordre de 58%)
entre Hans et la technique Nanostring pour classer les LBDGC de sous-type non-
GC. Par ailleurs, la classification de Hans ne permet pas 'individualisation des cas

dits « inclassifiables » en GEP, dont I’évolution est controversée dans la littérature.
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Néanmoins si cette dichotomie a largement dominé le débat concernant
I'’hétérogénéité des LBDGC, elle reste paradoxalement, en 2019, relativement
inopérante en clinique, avec un impact trés marginal voire inexistant dans la
stratégie thérapeutique.

La présente corrélation des statuts GCet non-GC avec les données cliniques
confirme la valeur pronostique de la cellule d’origine (COO) dans les LBDGC, avec
une survie globale plus faible pour les patients de sous type non-GC
comparativement au sous-groupe GC, indépendamment de I'IPI. Ces résultats sont
en accord avec les conclusions des essais initiés par 'équipe de Rosenwald et al en
2002 et se poursuivant indépendamment de la détermination moléculaire des
sous-types GC/non-GC (45,46). 1l n’a cependant pas été observé de différence
significative concernant la survie sans progression entre les deux groupes.

Nos courbes de survie sans progression semblent montrer une tendance nette aux
rechutes des profils non-GC dans la premiere année suivant l'initiation du
traitement, pour ensuite se stabiliser comme l'indique le plateau observé apres 12
mois. A I'inverse, la courbe représentant la survie sans progression, de méme que
la survie globale des patients GC conserve une allure descendante d’angle constant
bien qu’en marches d’escaliers jusqu’a un net infléchissement autour de 30 mois
de suivi. Ceci pourrait se traduire par une tendance aux rechutes globalement plus
tardive des cas GC, appuyant les conclusions de plusieurs études selon lesquelles
les LBDGC rechutent rarement apres 2 ans (114,115), et sont de phénotype GC le
cas échéant (115,116). Selon Jong et al. (116), ces rechutes tardives seraient liées
principalement a des transformations clonales des LBDGC GC. Plusieurs cohortes
ont par ailleurs montré le pronostic moins sombre des rechutes tardives
(115,117) comparées a celles survenant pendant ou dans les deux ans suivant la
chimiothérapie combinée au rituximab. Elles concernent essentiellement des
malades aux caractéristiques pronostiques initiales favorables (117). Pour ces
patients, on observe généralement une bonne réponse a la chimiothérapie de
rattrapage. Ces éléments pourraient expliquer la différence d’OS, meilleure pour
les GC (HR=0.43,IC 0.22; 0.86, p = 0.0174), tandis que la PFS n’est pas
significativement supérieure dans notre analyse pour le groupe GC versus le
groupe non-GC (HR=0.59, IC 0.33; 1.03, p = 0.0626). En effet, bien que la survie

apres rechute post-chimiothérapie ne soit pas connue comme étant influencée par
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le statut COO (118), la différence de survie globale a long terme entre les groupes
GC/non-GC peut étre indirectement liée au fait que les rechutes surviennent plus
tard dans le cas des GC. Néanmoins, au-dela de 24 mois l'interprétation des
courbes de Kaplan Meyer dans notre étude doit étre prudente et réservée compte
tenu du nombre important de censures, représentées par les traits verticaux et
correspondant a la date de derniéres nouvelles des patients des lors perdus de
vue. Par ailleurs on peut expliquer la présence d’une différence significative selon
le phénotype en survie globale seulement, par la survie nettement inférieure apres
rechute des non-GC en comparaison des GC avant le développement a grande
échelle de traitements tels que le lenalidomide (40) ou les CAR-T cells (119). Ces
derniers ont en effet considérablement amélioré la survie des patients en rechute,
et particulierement ceux de phénotype non-GC, réduisant I'écart existant entre les
survies globales de chaque groupe phénotypique. On peut ainsi admettre que pour
un taux de rechute a peu prés équivalent, la survie globale soit significativement
réduite pour les patients non-GC.

Enfin, compte tenu des résultats plus ou moins récents de la littérature qui
montrent globalement une différence tant en terme de PFS qu’en OS entre les
patients GC et non-GC (113,120,121), I'hypothese la plus probable concernant
I'absence de significativité pour les différences de survie sans progression est le
manque de puissance de notre étude, limitée quant au nombre de patients et
surtout quant a la durée de leur suivi. En effet, nous ne disposions pas du recul
nécessaire pour analyser les données de suivi a plus de deux ans post-traitement
et les perdus de vue ont été nombreux.

Les facteurs cliniques de valeur pronostique significative en analyse univariée
étaient l'age du patient, le taux de LDH et I'IPI, chacun d’entre eux étant
effectivement connu pour son impact pronostique dans les LBDGC
(23,26,113,122).

Au total, bien que la plupart des LBDGC soient en rémission apres 6 a 8 cycles de
chimiothérapie, environ un tiers des patients ont rechuté et/ou sont décédés dans

les deux ans a compter de la premiere cure de chimiothérapie.

Les 32 cas sélectionnés pour I'’étude morphologique, immuno-histochimique et

moléculaire ont été inclus sur la base d‘un matériel FFPE de quantité disponible
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suffisante, ce qui pourrait constituer un biais de sélection. Cependant, les
caractéristiques cliniques et de survie les concernant étaient relativement
comparables a celles des patients étudiés dans d’autres cohortes de LBDGC
(76,123). Sur le plan histologique, notre étude montre une variabilité de I'aspect
morphologique indépendamment du statut GC/non-GC avec une plus forte
proportion de variants immunoblastiques ou a différenciation plasmocytaire dans
le groupe des non-GC, en accord avec la littérature (124). Les travaux concernant
I'impact pronostique de l'aspect cytologique sont cependant contradictoires. Des
études rapportent une valeur pronostique négative de la morphologie
immunoblastique (124), mais ces résultats sont controversés par manque de
reproductibilité. Certains auteurs rapportent un impact pronostic négatif de la
nécrose tumorale sur la survie des LBDGC, indépendamment de I'IPI (125,126).
Dans notre étude 25% des cas analysés renfermaient de larges plages nécrotiques,
néanmoins répartis de maniére équitable entre les groupes d’évolution favorable
ou défavorable. Cependant les 4 cas présentant de nombreux corps apoptotiques
de profil non-GC (sauf un) ont tous rechuté ou sont morts dans les 2 ans suivant le

traitement.

De nombreux biomarqueurs ont été décrits dans les LBDGC comme Ila
surexpression de BCL2 associée a une faible réponse thérapeutique et a une survie
globale et sans progression diminuée (127). Le taux d’expression en immuno-
histochimie de BCL2 par les LBDGC varie selon les études, entre 47 et 84%
(128,129). Son interprétation est délicate car BCL2 est souvent exprimé par les
cellules du microenvironnement. De plus elle est fonction de I'anticorps utilisé
reconnaissant différents épitopes. Ainsi de nombreux cas faux-négatifs ont
effectivement été rapportés avec l'anticorps monoclonal de souris 124, en
comparaison avec les plus communément utilisés anticorps monoclonaux de lapin
E17 et SP66 (130). Une forte positivité diffuse et homogene de BCL2 est observée
dans 50% des LBDGC et serait étroitement liée a la présence d’une translocation t
(14;18) (q32; q21.3) intéressant le gene BCLZ présente dans 20-30% des LBDGC
GC, tandis que chez les non-GC elle résulterait le plus souvent d’'un gain ou
amplification ou d’une activation des voie de signalisation BCR/ NFkB (20% des

LBDGC non-GC) (76). Dans notre étude, 16 cas sur 21 testés pour BCL2 étaient
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positifs de manieére diffuse. Seul un cas a été secondairement analysé en FISH et
présentait un réarrangement du géne BCLZ2. De méme une forte expression de MYC
est corrélée a un devenir plus sombre (90,98) selon certains auteurs bien que sa
valeur pronostique soit incertaine de par le manque de reproductiblité dans son
évaluation et les difficultés a établir un cutt-off précis et consensuel. De plus,
d’apres la méta-analyse de Li et al (131) réalisée en 2018, il semblerait que la co-
expression de MYC et BCL2 ait une valeur pronostique supérieure a une
surexpression isolée de MYC ou BCL2 (respectivement, HR=2.58, p=0.275 versus
HR=1.96, p=0.280 et HR=1.65, p=0.243). Cette surexpression de MYC est observée
dans 40 % des LBDGC, le plus souvent due a un réarrangement ou une
amplification de MYC (présents respectivement dans 2-16% et 7% des cas) dans
les LBDGC de type GC, ou a une activation de la voie de signalisation BCR/NFkB
dans le cas des non-GC. Les conséquences cliniques des réarrangements de MYC
pourraient par ailleurs étre liées aux réarrangements des genes BCLZ2 et/ou BCL6
que l'on retrouve de fagcon concomitante dans les DHL/THL. Dans notre étude
retrospective réalisée sur des cas LBGC diagnostiqués avant la généralisation de la
recherche des réarrangements MYC, BCL2 et BCL6 par FISH, seuls 6 cas avaient
bénéficié d'une recherche de réarrangement par FISH au moment du diagnostic
avec un seul cas réarrangé MYC sans autre réarrangement associé et un cas
réarrangé seulement pour BCL2, les 4 autres cas étant négatifs. Par ailleurs, I'index
de prolifération évalué par Ki-67 est également connu comme fortement associé a
une diminution de la survie globale dans les LNH, cependant selon les études la
corrélation entre le pourcentage de cellules en cycle et la survie des patients
atteints de LBDGC reste contradictoire (127,132-134). De plus, les LBDGC
présentant une translocation de MYC ont tendance a fortement exprimer 'index de
prolifération Ki-67 en IHC. Toutefois ce critere reste variable et ne doit pas étre un
outil de sélection des cas a tester en technique FISH. Dans notre étude l'index de
prolifération Ki-67 variait de 40% a 90% avec une répartition homogene dans

chaque catégorie GC-, GC+, NGC-, NGC+ et n’a pas montré d'impact pronostique.

Grace au développement des nouvelles technologies moléculaires, le paysage
mutationnel des LBDGC a émergé ces dix dernieres années, révélant des

altérations génétiques spécifiques a I'origine de sa lymphomagénese dont la valeur
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pronostique reste a déterminer. En comparant les facteurs prédictifs de risques les
plus connus des LBDGC aux récents modéles génomiques d’évaluation des risques
de rechute, plusieurs auteurs ont souligné une plus grande performance des
modeles moléculaires vis a vis des index cliniques (IPI), chromosomiques (statut
réarrangé pour MYC/BCLZ2) et phénotypiques (cellule d’origine COO) (97). Des
altérations génomiques communes ou spécifiques a chaque sous-type
phénotypique GC et non-GC ont été identifiées et regroupées en fonction de la voie
de signalisation impactée (135). Certains genes ont récemment été identifiés
comme associés a un pronostic défavorable parmi lesquels TP53, FOXP1 et MYD88
(136-138). Le role pronostique de ces marqueurs moléculaires occupe une place
de plus en plus grande a I'ere du séquencage haut débit. Cependant il faut un
nombre considérable d’analyses moléculaires pour continuer d’enrichir les
algorithmes de nouveaux biomarqueurs et confirmer I'impact des génes déja
incriminés. En effet, certains biomarqueurs comme par exemple les mutations de
MYD88, rapportées dans plusieurs travaux comme ayant un impact pronostique
péjoratif, font I'objet de résultats contradictoires dans la littérature (139-141).
Indépendamment du statut GC/non-GC, l'analyse de la fréquence et de la
distribution des génes mutés entre les patients décédés ou ayant rechuté versus
ceux en rémission montre une fréquence plus élevée de mutations des genes
impliqués dans 1'épigénétique comme KMTZD et ARID1A, résultats restant a
confirmer sur une cohorte plus large. L’étude et la comparaison des altérations des
voies de signalisation chez les patients ayant rechuté ou étant décédés dans les 2
ans post-traitement versus celles des patients en rémission compléte soulignent
par ailleurs cette prédominance des mutations impactant les voies épigénétiques
(63% des patients mutés versus 43%) et de I'apoptose (31% de patients mutés
versus 26%), connues pour étre associées a un pronostic défavorable chez les
patients lymphomateux (108,142). Dans la littérature, les altérations des
mécanismes impliqués dans I'épigénétique sont classiquement décrites comme
étant les plus courantes dans les LBDGC, avec dans 40% des cas pour origine
I'inactivation des acétyl-transférases EP300 et CREBBP. Les mécanismes
épigénétiques participent ainsi a la lymphomagénése en empéchant par exemple
I'inactivation du proto-oncogene BCL6, et I'activation du géne suppresseur de

tumeur TP53 (59). Le répresseur de transcription BCL6 codé par un geéne
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potentiellement cible de réarrangements ou de mutations, est souvent dérégulé
dans les LBDGC. Sa dérégulation peut étre également due a une altération de son
propre systeme d’autorégulation, d’'une mutation d’'un de ses genes régulateurs
tels IRF4 (49) ou MEF2B (57), ou bien de la perte de fonctions secondaires a une
dérégulation des acétyl-transférases CREBBP, EP300 ou des méthyl-transférases
KMT2D et EZHZ (57). Plusieurs de nos cas présentaient effectivement des
mutations de ces genes et souvent de fagon concomitante. Le gene KMT2D (aussi
connu sous le nom de MLLZ2) était le plus muté dans notre étude totale (50% des
cas) et chez les cas ayant rechuté/décédés a deux ans (70%), fidelement aux
résultats de I'analyse de Juskevicius et al (143). Ce gene qui code pour une histone
meéthyl-transférase, agit comme un géne suppresseur de tumeur majeur dans les
LBDGC et sa mutation constitue 30% des altérations impliquant la voie
épigénétique dans ces tumeurs (59,105). Le gene EZHZ est le deuxiéme gene
codant pour une histone méthyl-transférase retrouvé le plus muté dans les cancers
et plus particuliéerement dans 22 % des LBDGC de type GC (67). Notre étude
confirmait ce résultat, avec un taux de mutation total de 19%, atteignant 33 %
dans le groupe GC (5 sur les 6 cas mutés). De plus, 5 des 8 patients mutés pour
CREBBP, étant essentiellement des GC (7/8 cas), ainsi que nos 4 cas mutés pour

EP300, tous de phénotype GC, sont morts ou ont rechuté a 2 ans post-traitement.

La tumorigéneése des LBDGC, dérivés du GC, résulte aussi de I'activité illégitime de
I’AID (activation-induced cytidine deaminase) a l'origine de ces processus
d’hypermutation somatique (SHM) et de commutation de classe (CSR) en dehors
des locis variables (V-regions) immunoglobuliniques (144). Les proto-oncogenes
tels que BCLZ, PIM1, BCL6, PAX5 et RHOH sont des cibles fréquentes des
meécanismes d’hypermutation somatique (145) (103). BCL2 est décrit comme 'un
des genes les plus fréquemment mutés dans les LBDGC GC (76), a I'origine d’'une
dérégulation d’expression de la protéine anti-apoptotique BCL2. Le gene BCL2
était muté chez 8 de nos 32 patients (25%), préférentiellement dans le groupe GC-
(6 GC- sur les 8 mutés au total soit 75%) et semblait comme le montrent de
nombreux essais, constituer un facteur pronostique non négligeable. Dix patients
soit presque un tiers de l'effectif total étaient mutés pour PIM1. PIM1 est une

sérine-thréonine kinase impliquée dans la régulation de la survie, le cycle
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cellulaire, la transcription et la résistance aux traitements. La surexpression du
gene PIM1 chez les patients atteints de LBDGC est corrélée a un pronostic péjoratif
(146). PIM1 joue également un réle dans I'activation de la voie NFkB impliquée
dans le controle de la prolifération cellulaire, lI'inflammation, la sécrétion
cytokinique ou encore I'angiogénese. Une étude récente a observé que la mutation
de PIM1 était plus fréquente chez les LBDGC de type non-GC et montrait le role de
celle-ci dans la résistance aux traitements par Ibrutinib, un inhibiteur de la BTK
(Bruton’s tyrosine kinase) (147). Dans notre étude, 6 des 10 patients mutés pour
PIM1 étaient effectivement de phénotype non-GC et conformément aux données de
la littérature, le sous-groupe non-GC présentait une altération fréquente de la voie
de signalisation NFxB (18,65,66). Cette activation de la voie NFkB est également
souvent due aux mutations des génes MYD88 et CD79B habituellement retrouvées
dans respectivement 31% et 23% des LBGDC non-GC (38) et observées dans 16%
et 19% des cas de notre étude sans pouvoir confirmer leur impact pronostique
étant donné le faible effectif de la population étudiée. La mutation de
BLIMP1/PRDM1 classiquement décrite comme entrainant I'incapacité des cellules
tumorales activées a se différencier en plasmocytes (73) a été exclusivement mise
en évidence chez 6 des 16 patients non-GC analysés (37,5%).

Enfin, le gene SOCS1 (Suppressor of cytokine signaling 1) code pour un inhibiteur
connu de la voie JAK/STAT, empéchant par phosphorylation la dégradation
protéasomique de JAK (146). Les mutations de SOCS1 sont connues pour étre
associées a une meilleure survie dans le cas des LBDGC (143,148,149) de méme
que dans les LH et les lymphomes B primitifs du médiastin (149). SOCS1 était muté
chez 25% des patients équitablement répartis entre les groupes phénotypiques GC
et non-GC. Sept patients sur 8 sont en rémission a 2 ans, confirmant les
conclusions de l'équipe de Juskevicius (143) quant au potentiel caractere
protecteur de la mutation de SOCSI dans les LBDGC. Leur analyse de survie
rapportait une différence en terme de PFS, meilleure chez les cas mutés pour

SOCS1 (p=0.022).

Outre les caractéristiques propres a la tumeur, le role du microenvironnement
dans l'évolution des LBDGC est aujourd’hui bien connu (45). Lenz et al ont

démontré par une analyse multivariée a partir de trois profils de signature

96



d’expression génique distincts, que la survie aprés chimiothérapie par R-CHOP des
LBDGC est influencée par les cellules immunitaires, la fibrose et 'angiogénese qui
constituent le microenvironnement tumoral. Dans notre étude, la distribution des
sous populations immunitaires n’a pas été spécifiquement évaluée ; néanmoins
I'étude du profil mutationnel a identifié des mutations de genes impliqués dans
I'immunité comme IGLL5, BZM, TNFRSF14 suggérant que la tumeur développe des
mécanismes d’'immuno-échappement quel que soit le sous type GC ou non-GC.
C'est aussi le cas de CD58, bien que rarement muté dans notre analyse.
Conformément aux précédentes études, nous avons retrouvé un taux de mutation
non négligeable de BZ2M, indépendamment du groupe phénotypique et du
pronostic a deux ans (61). L’'inactivation des genes codant pour la [2-
microglobuline (2m) et pour le récepteur CD58 provoque un échappement des
cellules tumorales a la reconnaissance anti-tumorale médiée par les lymphocytes
T. TNFRSF14 appartient a la superfamille des récepteurs TNF et agit comme un
suppresseur de tumeur en rendant les lymphocytes B plus immunogénes par le
biais de multiples ligands spécifiques, et plus sensibles a I'apoptose induite par le
systeme FAS/FAS-L (150). Dans notre étude, des mutations de TNFRSF14 ont été
retrouvées chez 7 patients dont 5 de phénotype GC. Six d’entre eux ont rechuté ou
sont décédés dans les deux ans suivant le traitement, ce qui confirme les données
de la littérature concernant I'impact délétere des mutations du géne TNFRSF14
dans les LBDGC-GC (103). Enfin, IGLL5, homologue de IGLL1, jouant un role
critique dans le développement des cellules B, est rapporté muté de fagon
récurrente dans les LBDGC (100,106). Bien que ses fonctions précises restent a
établir, IGLL5 a été identifié comme un gene suppresseur de tumeur par des
approches d’editing génomique de type CRISPR-Cas9, utilisées par I'équipe de S.
Dave (97).

Se basant sur les nouvelles classifications moléculaires fondées sur I'intégration
des données WES et RNAseq et CNV (100), nous avons tenté de séparer nos
patients a partir des résultats de NGS ciblé (Annexe 2). Treize de nos 32 patients
demeuraient inclassés et I'un d’entre eux ne présentait aucune des mutations
requises pour étre intégré au modele de Schmitz et al. Une grande majorité

(13/19) des cas était classée dans le sous-groupe EZB, 4 d’entre eux seulement
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(21%) ayant évolué favorablement a 2 ans contrairement a ce qui était attendu. A
I'inverse les 6 cas MCD, de pronostic plutét défavorable selon les auteurs, étaient
pour la moitié d’entre eux en rémission complete a 2 ans. Concernant le groupe
BN2, il manquait pour la majorité des patients la recherche du statut réarrangé de
BCL2 évalué par FISH, qui en constitue le critere essentiel. Aucun cas n’a pu étre
classé en sous-type N1, BN2 ou A53, ce qui nous raméne aux limites du NGS ciblé.
En effet, bien qu'’il soit fondé sur une liste de 67 génes connus pour étre impliqués
dans la lymphomagéneése des LBDGC, le lymphopanel utilisé en pratique courante a
I'IUCT ne peut constituer une base exhaustive pour étudier I'ensemble des génes

potentiellement impliqués dans la progression de la maladie.

VI. Conclusion

Les LBDGC constituent les tumeurs hématopoiétiques les plus fréquentes et la
moitié des patients atteints peuvent étre guéris par les traitements standards
d'immunochimiothérapie. Cependant environ 30% sont réfractaires a ce
traitement ou rechutent plus tard, suggérant une grande hétérogénéité biologique
sous-jacente. Les profils d’expression génomique du COO ont permis
d’appréhender cette hétérogénéité en définissant deux grands sous types GC et
non-GC/ABC. Toutefois, 'hétérogénéité tumorale des LBDGC ne peut pas se
résumer a cette dichotomie, et a ce jour les grands essais thérapeutiques visant a
améliorer l'efficacité du R-CHOP en ciblant des altérations plus spécifiques du
sous-type non-GC se sont révélés négatifs. Récemment, grace a l'apport de
nouvelles technologies de séquencage, de nouveaux sous-groupes de LBDGC aux
pronostics distincts émergent. Notre étude souligne la diversité du paysage
mutationnel global des LBDGC-NOS mais également au sein des sous-types GC et
non-GC. Elle met en évidence I'apport du NGS ciblé en pratique courante dans
’évaluation pronostique des LBDGC-NOS combiné au statut GC/non-GC. Le défi
actuel consisterait a caractériser les conséquences fonctionnelles des anomalies
détectées. Pour cela, I'approche traditionnelle correspondant a la caractérisation
individuelle de chaque gene et de ses mutations est complétée par 'émergence
d’études moléculaires et fonctionnelles intégratives grace auxquelles il devient

possible de connecter I'action des genes impliqués afin d’élargir la connaissance
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des processus tumoraux, rentabiliser les études génomiques des tumeurs et

envisager des thérapeutiques ciblées adaptées.

Yu perimis d'impriner
Lz Doyen de a Faculis
de Médecine Towlouse « Purpan
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VIill. Annexes

Annexe 1: Représentation heatmap des altérations géniques séquencées
chez les 32 patients analysés.

Dans la premiere colonne sont énumérés par ordre alphabétique les genes
séquencés en WES. Pour chaque gene la derniére colonne référencie le nombre de
patients mutés avec entre parentheses le pourcentage correspondant par rapport
a la population totale.

La premiere et la deuxieme ligne référencient et classent les 32 patients analysés.
La derniere ligne correspond pour chaque patient au nombre total de génes mutés
sur le total des 51 genes séquencés.

Les couleurs dans chaque case représentent le type de mutation (non sens, région
d’épissage, perte d’'un codon start, perte ou gain d’'un codon stop, insertion ou
délétion sans décalage du cadre de lecture, insertion ou délétion avec décalage du
cadre de lecture). Dans le cas ou plusieurs mutations de types différents sont
observées, chaque case peut étre divisée en plusieurs sous-cases.

Le chiffre dans chaque sous-case exprime le nombre de mutations pour le type de
mutation et le géne correspondant.
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Annexe 2 : Classification des 32 cas analysés selon Schmitz et al (d’aprés Schmitz et al, N Engl ] Med 2018), en orange clair les
cas inclassables, en orange sombre le cas ne comportant aucun critere mutationnel spécifique de la classification.
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APPORTS DE L’ANALYSE MOLECULAIRE DANS L’EVALUATION
PRONOSTIQUE DU LYMPHOME B DIFFUS A GRANDES CELLULES

RESUME :
Le lymphome B diffus a grandes cellules (LBDGC-NOS) est le plus fréquent des lymphomes

agressifs de I'adulte. Malgré des progres thérapeutiques, 30% des patients (pts) rechutent
ou ne répondent pas au traitement standard, suggérant une grande hétérogénéité
biologique. Cette hétérogénéité initialement illustrée par le profil Cell-of-Origine (COO)
définissant les LBDGC centrogerminatifs (CG) et non-GC est aujourd’hui complexifiée par
les donnés moléculaires issues du NGS. Notre objectif était d’évaluer I'impact pronostique
du profil COO dans une cohorte LBDGC-NOS dont la moitié rechute a 2 ans et d’identifier
des sous-groupes moléculaires aux pronostics distincts par technique NGS. Outre la
confirmation d’'une meilleure survie chez les pts GC, nos résultats montrent que malgré un
profil moléculaire distinct entre les LBDGC GC et non-GC, les LBDGC en rechute partagent,
indépendamment du COO, une fréquence plus élevée d’altérations moléculaires des genes

impliqués dans les mécanismes épigénétiques ou de I'apoptose.
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pathologiques
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moléculaire
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