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ABC : Activated B-Cell
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NOS : Not Otherwise Specified
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TH : Triple Hit



Liste des tableaux et figures

Tableaux
Tableau 1: Sous-types de DLBCL NOS selon la classification OMS 2008 ............ccccccevveeenne. 8
Tableau 2 : Echelle de détermination du PS..........cccooiiiiiiiiiiieeee e 14
Tableau 3 : Classification d'ANN AFDOT .........coouiiiiiie e 14
Tableau 4 : Index Pronostique International des LNH agressifs.........cccccoveviveveiiieiiein e, 15
Tableau 5 : Index Pronostique International ajusté a I'dge des LNH agressifs ...........c.cccceue.ee. 16
Tableau 6 : Détermination du groupe de risque selon I'IP1FéVise .........cccccvvvvvivieevcriesieen, 16
Tableau 7 : Fréguence des réarrangements de MYC dans les DLBCL .........cccccceevvevievicienen, 19
Tableau 8 : Fréquence des DH / TH dans la littérature ............c.ccceeveveeie e 27
Tableau 9 : Incidence des réarrangements et de I'hyperexpression des genes MYC, BCL2 et
BB ...ttt ettt bt neere s 42
Figures
Figure 1 : Lymphopoiése B dépendante de I'antigéne dans le follicule secondaire.................... 5
Figure 2 : Classification des DLBCL selon l'algorithme de Hans ...........cccccoovevveieiciecnene, 10
Figure 3 : Cellules de DLBCL ....ccuvcviiieiice ettt 11
Figure 4 : Survie globale selon la valeur de I'lP1 ...........cccoovoiiiieciiii e 15
Figure 5 : Survie globale selon I'IP1 et selon I'IPI-R ... 16
Figure 6 : Survie globale en fonction du phénotype GC ou non-GC des DLBCL .................. 17
Figure 7 : Partenaires de translocation de MYC .........ccocviiiiiiicce e 19
Figure 8 : Impact d'un réarrangement de MYC sur la survie globale ............ccccccveveiieieenenne. 20
Figure 9 : Partenaires de translocation de BCL2 ..........ccocoiiiiiiiiiiiieee e 22
Figure 10 : Partenaires de translocation de BCLG ............cccciviiiiiiiiiieiese e 23

Figure 11

Figure 12

Figure 13 :
Figure 14 :
Figure 15 :

: Survie sans progression et survie globale en fonction de la présence ou non d'un
réarrangement de MY C ... ..ot 29
: Survie globale en fonction du type de DLBCL et des translocations présentes.... 29
Cellules de type BUIKIE ........ccvviiieiie e 30
Survie globale selon I'IP1 et le statut de MYC........cooevveveiieiiec e 35
Survie globale des DLBCL selon I'lP1 et la présence de DH ..........ccccvvvviieiennn. 35



Figure 16 :
Figure 17 :
Figure 18 :

Figure 19 :

Figure 20 :
Figure 21 :

Figure 22

Figure 23 :

Figure 24 :

Figure 25

Figure 26 :
Figure 27 :

Figure 28 :

Figure 29

Figure 30 :

Figure 31 :
Figure 32 :
Figure 33 :
Figure 34 :
Figure 35 :
Figure 36 :
Figure 37 :

Figure 38 :
Figure 39 :
Figure 40 :
Figure 41 :

Survie globale en fonction de I'expression de BCL2 avec ou sans t(14;18).......... 36

Immunomarquage par I'anti-MY C........ccooiiiiiiee e

Survie globale des DLBCL DP comparée aux non DP, des DLBCL exprimant
uniquement c-myc comparée aux doubles négatifs et des DLBCL exprimant
BCL2 uniquement comparée aux doubles négatifs. ...........cccccevvveveiieiienciienenn, 43
Survie globale des DLBCL ABC et GC, des DLBCL ABC et GC doubles négatifs
et deS DLBCL ABC et GC DP......coiiiicicieeseseeese e 43
Survie globale en fonction du risque calculé par I'lIPl et I'lIPla...........c.cccevvvennnnen, 55
Survie globale en fonction du PS et en fonction du nombre de localisations extra-
(0T TaTo ] FTo] g1 gFo U] €1 TRR 55
. Survie globale en fonction de I'envahissement médullaire et en fonction de
I'envahisSemMEeNnt MENINGE. ........cooi i 56
Survie globale en fonction de la présence ou non d'un envahissement médullaire
POUT UN IPT IAENTIQUE. ...t 56
Survie globale Selon T'Age ........ooiiiiiie e 57
. Comparaison de l'incidence en fonction de I'dge : envahissement médullaire,
envahissement méningé, localisations extra-ganglionnaires et PS.............cc.cc...... 58
Reépartition des IP1 et IPla en fonction de I'Age ........ccooeveiriiiiiiii e, 58

Répartition du type de traitement standard versus intensif et avec ou sans
FIEUXIMAD SEION TAQE. ... e 59
Comparaison de la survie globale avec et sans rituximab ..............ccccceivveieeiennen, 59

: Comparaison de la survie globale en fonction du type de traitement dans la
cohorte entiere et chez les patients de plus de 65 ans..........ccceeeeveeveeieiecveesnee 60

Comparaison patients greffés versus non greffés chez les moins de 65 ans et
comparaison de la survie des patients non greffés selon leur 4ge ...........ccccveneee. 61
Survie globale en fonction du type de greffe de CSH ........cccoooviviiviciiccicee, 62
Impact de la greffe associée a un traitement standard ...........ccccoeeveveriiinicicnenenn 62
Impact de la greffe associée a un traitement intensif............ccocoevreiiiniineenn, 63
Impact de I'expression de BCL2 SUF 12 SUIVIE ........c.covevviiieieeiecec e 65
Exemples de configuration pour des sondes break-apart. ...........ccccccceveiveiiivienen, 66
Marquage CEPS-IGH ........oooiiie e 68

Distribution des ages selon le profil MYCR SH versus DH/TH et selon le profil
O o [=1 v 1] | - SRS 70
Survie selon le profil MYCR SH vs DH/TH et selon le profil MYCR détaillé ...... 70

Survie en fonction du profil MYCR pour des groupes de traitement homogénes . 71
Survie des patients greffés en fonction de leur profil MYCR. .........c.ccccooveeiinenen, 71

Caractéristiques cliniques selon le profil MYCR



Figure 42 :
Figure 43 :
Figure 44 :
Figure 45 :
Figure 46 :

Figure 47 :
Figure 48 :

IPla selon 1e profil MYCR........ccvo e 73

Proportions de chaque type de translocation selon I'age .........ccccoevvvieiieniiiinnnnn, 73
Survie globale en fonction du gene partenaire de MYC ........cccocevviieiviiieiciesienn, 74
Partenaire de MYC en fonction du profil SH, DHOU TH........c.coeoviieiicincienen, 75

Expression de BCL2 en fonction de la présence ou non d'un réarrangement de son
géne et survie globale en fonction I'expression de BCL2 sans réarrangement ..... 75

Répartition des RFI de CD20 et de CD79b en fonction du profil MYCR ............. 78
Interprétation des slg en CMF en fonction du profil MYCR ..o 79



1. Introduction



1. Introduction

Ces dernieres années ont vu naitre un intérét grandissant pour les lymphomes de
mauvais pronostic que sont les lymphomes B diffus a grandes cellules (DLBCL pour Diffuse
Large B-Cell Lymphoma) porteurs d'un réarrangement du gene MYC. Bien que de plus en
plus souvent diagnostiquée, cette pathologie n'appartenant pas a une réelle entité clinique
reste encore mal connue et les approches de prise en charge thérapeutiques mal définies.

Ce travail s'inscrit dans la continuité de la publication nantaise de S. Le Gouill et al. en
2007 portant sur une cohorte de patients porteurs de la double translocation impliquant les
génes MYC et BCL2 (1). L'agressivité clinique et le mauvais pronostic liés a la présence de

ces anomalies génétiques avaient, a I'époque, été clairement démontrés.

Apres de brefs rappels sur la physiopathologie des lymphomes et quelques généralités
sur les DLBCL, une revue de la bibliographie concernant les DLBCL avec réarrangement de
MYC sera exposée. Cette pathologie sera ensuite abordée de facon concrete par I'étude des
patients diagnostiqués au CHU de Nantes depuis I'année 2000. Il s'agira de déterminer les
caractéristiques cliniques, morphologiques, phénotypiques et cytogénétiques des LNH avec
réarrangement de MYC, d'essayer de mettre en évidence des facteurs prédictifs de survie au

sein de ce groupe et de définir la meilleure approche thérapeutique a mettre en ceuvre.
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2. Géneéralités

Les lymphomes sont des proliférations malignes de cellules lymphoides B, T ou NK
ayant subi un évenement oncogénique a un stade donné de leur différenciation. La
conséquence de cet évenement peut étre une dérégulation des signaux de prolifération, de
signalisation cellulaire ou encore d'apoptose et conduit alors a une expansion cellulaire

clonale.

2.1.Physiopathologie des lymphomes

2.1.1. Rappels sur la lymphopoiése B

Les lymphocytes B sont produits dans la moelle osseuse. C'est dans ce site qu'ils
acquierent les antigenes de différenciation (CD : Cluster de Différenciation) signant leur
engagement dans la lignée B. Une série d'étapes contr6lées accompagne ensuite la
recombinaison des genes des immunoglobulines (Ig) jusqu'a la production de séquences VDJ
pour les chaines lourdes et VVJ pour les chaines Iégéres permettant la production de molécules
fonctionnelles. Les lymphocytes B matures naifs coexpriment des séquences variables sur les
chaines mu (p) et delta (8) et ont subi une sélection permettant d'éliminer les cellules auto-
réactives.

A leur sortie de la moelle osseuse, les lymphocytes B naifs migrent par voie sanguine
vers les organes lymphoides secondaires, lieux de rencontre avec les antigénes du non-soi.
Leur association avec les cellules folliculaires dendritiques permet la formation des follicules
primaires. En présence d'une réaction immunitaire a un antigéne, un centre germinatif (GC
pour Germinal Center) apparait dans un follicule dit secondaire (figure 1). Le mécanisme
d'’hypermutation somatique (ayant pour but de moduler I'affinité pour I'antigéne) débute dans
la zone sombre, de forte densité cellulaire, du centre germinatif. A ce stade, les lymphocytes
B naifs subissent une prolifération intense et ne secrétent plus d'lg : ils sont appelés
centroblastes. Puis, dans la zone claire, les centrocytes subissent une sélection, grace aux
cellules folliculaires dendritiques, selon leur affinité pour I'antigéne. La zone dite du manteau

comporte a la fois des cellules B matures naives et des centrocytes. Les centrocytes ayant



capté l'antigéne le présentent aux lymphocytes T helper folliculaires qui vont, en retour,
envoyer des signaux de survie et de différentiation aux lymphocytes B. Ces derniers peuvent
alors subir le phénomene de commutation de classe et devenir des immunoblastes puis des
cellules B mémoires ou des plasmocytes aprés passage de la zone du manteau et de la zone

marginale (2).

Zone marginale

Zone du manteau

LB naif

Plasmocjte

1 - Expansion clonale

2 - Hypermutation somatique
3 - Sélection d affinité
4 - Commutation isotypique

Figure 1 : Lymphopoiése B dépendante de I'antigéne dans le follicule secondaire

Gréace a ces différentes modification au cours de la lymphopoiese, il est possible de
différencier les lymphocytes selon leur stade de maturation et notamment selon leur passage
ou non dans le centre germinatif du ganglion. On distingue donc les cellules pré-GC dont les
genes des Ig sont recombinés mais non mutés, les cellules GC et post-GC dont les génes des

Ig sont a la fois recombinés et mutés.

Chacune des étapes de la lymphopoiese pouvant étre la cible d'un évenement
oncogenique, a chaque type de lymphome correspond une contrepartie cellulaire normale,

base de la classification anatomo-pathologique.



2.1.2. Facteurs de risque des lymphomes

Il n‘existe pas de cause unique au développement d'un lymphome mais au contraire,
I'apparition d'un événement oncogeénique responsable de la dérégulation du cycle cellulaire est

multifactorielle. Plusieurs facteurs de risque sont aujourd’hui reconnus :

- L'immunodépression sous-jacente

Elle peut étre liée au virus HIV (Virus de I'lmmunodéficience Humaine) ou a un autre

déficit immunitaire congénital ou acquis.

- Les maladies auto-immunes

En réponse a un auto-antigéne, elles engendrent une réaction immunitaire chronique,
d'abord polyclonale puis parfois monoclonale par exces de prolifération ou défaut

d'apoptose.

- Les infections virales

Différents mécanismes sont aujourd'hui connus. Il existe notamment des oncoprotéines
virales favorisant I'apparition de cancers ou de lymphomes ou encore l'induction par le
virus d'une prolifération polyclonale réactionnelle favorisant secondairement
I'émergence d'un clone tumoral.

Exemple du Virus Epstein-Barr (EBV)

Les lymphocytes B expriment a leur surface le récepteur a I'EBV (CD21), permettant
I'internalisation du virus. L'EBV peut secondairement exprimer des protéines de
latence telles que LMP1, induisant un signal d'activation, de prolifération et
d'immortalité pour les cellules B infectées. Ce phénomeéne, normalement contrdlé par
les lymphocytes T, peut dans un contexte dimmunodépression conduire a une

prolifération monoclonale maligne (3).

- L'exposition a des carcinogeénes (solvants, pesticides...)

- La prédisposition génétique familiale




2.2.Les lymphomes B diffus a grandes cellules

2.2.1. Définition

Les DLBCL sont des lymphomes agressifs liés a la prolifération de grandes cellules B
transformées. Ils constituent les lymphomes les plus fréquents de 1’adulte et forment une

entité tres hétérogene sur les plans clinique, morphologique, phénotypique et moléculaire.

2.2.2. Epidémiologie

Les DLBCL constituent la variété la plus frequente de lymphomes, représentant 30 a
40% des lymphomes non Hodgkiniens (LNH) de I'adulte et plus de 80% des lymphomes
agressifs (4)(5). L'incidence est estimée a 7,9 cas pour 100 000 habitants par an (5).

L’age moyen au diagnostic se situe entre 60 et 70 ans, mais il est possible de
rencontrer cette pathologie chez des enfants ou des adultes jeunes. Il existe une légere
prédominance masculine (Sex Ratio : 1,3/ 1).

Cette pathologie peut apparaitre soit de novo, c'est a dire sans antécédent connu de
lymphome, soit de facon secondaire, c'est a dire au décours de I'évolution d'une pathologie
lymphoide de bas grade préexistante comme une leucémie lymphoide chronique (LLC), un
lymphome folliculaire, un lymphome lymphoplasmocytaire ou encore un lymphome de la

zone marginale (6).

2.2.3. Diagnostic clinique

Les DLBCL sont le plus souvent des pathologies agressives. Les symptdmes
révélateurs peuvent étre I'apparition d'une ou plusieurs adénopathies, une fiévre prolongée,
des sueurs nocturnes ou encore une altération de I'état général avec amaigrissement, asthénie,
anorexie. La présence de fievre, de sueurs nocturnes et d'un amaigrissement, classiqguement
appelés "symptdmes B" est de mauvais pronostic. En dehors de ces troubles, le tableau

clinique est souvent dominé par une masse tumorale de croissance rapide générant parfois une



symptomatologie en rapport avec le site impliqué, par exemple, une adénopathie médiastinale
volumineuse responsable de douleurs thoraciques ou de toux. Cette masse peut étre localisée
ou au contraire concerner plusieurs territoires ganglionnaires ou extra-ganglionnaires. Dans
plus de 40% des cas, il n'existe pas d'atteinte ganglionnaire au diagnostic (6). Les organes les
plus souvent impliqués sont le tube digestif, les os, les aires lymphoides de la sphére oro-
pharyngée (amygdales, glandes salivaires), les organes genitaux, la rate, le foie, la thyroide,
les reins ou encore les surrénales. L'extension de ces lymphomes se fait a la fois par voie

lymphatique et hématogéne.

2.2.4. Classification anatomo-pathologique

La classification des lymphomes repose sur l'analyse anatomo-pathologique d'une

biopsie ganglionnaire ou tissulaire.

Sur le plan histopathologique, les DLBCL ont en commun une perte de l'architecture
tissulaire normale et une répartition diffuse de la population tumorale constituée de grandes
cellules lymphoides matures de type B. Il existe, au sein de ce groupe hétérogene incluant pas
moins de 15 sous-types différents, des entités anatomocliniques bien définies et
individualisées dans la classification OMS 2008, comme les formes cutanées ou
médiastinales. Une fois ces entités éliminées, le pathologiste se retrouve face au groupe tres
hétérogéne des DLBCL dits « NOS » (pour Not Otherwise Specified) au sein duquel il devra
essayer de préciser le sous-type morphologique, immunohistochimique et moléculaire
(tableau 1) (6).

Centroblastique
Variants morphologiques communs | Immunoblastique
Anaplasique
Type cellule B du centre germinatif (GC)
Type cellule B activée (ABC)
DLBCL CD5+

Sous-groupes immunohistochimiques | Type GC

Sous-groupes moléculaires

Type non-GC

Tableau 1: Sous-types de DLBCL NOS selon la classification OMS 2008



L'étude morphologique permet d'identifier 3 groupes récurrents de DLBCL
centroblastique, immunoblastique et anaplasique.

Le variant centroblastique est le plus fréquent, il est constitué de cellules de taille
moyenne a grande, a cytoplasme basophile et réduit et dont le noyau a chromatine fine
comporte 2 a 4 nucléoles.

Le variant immunoblastique est caractérisé par des cellules au cytoplasme plus étendu
comportant un noyau central. Une différenciation plasmocytaire peut étre observée.

Enfin, le variant anaplasique est defini par des cellules plus grandes, rondes ou
polygonales, dont le noyau peut avoir différentes formes pouvant évoquer des cellules de
Sternberg, des cellules de lymphome T anaplasique ou encore des métastases de cancers non
hématologiques.

La confirmation de la nature lymphocytaire B des DLBCL repose sur des techniques
d'immunohistochimie (IHC), complémentaires de I'analyse morphologique. Elle peut aussi
impliquer une étude en cytométrie en flux (CMF) sur des cellules dilacérées de biopsie

fraiche.

En IHC, l'orientation diagnostique devant des cellules d'allure lymphomateuse se fait
donc en premier lieu par utilisation d'anticorps ciblant les antigénes pan-B (généralement
CD19, CD20, CD22 et CD79a) et pan-T (CD3) (7). CD79 est une molécule de transduction
du signal associée au récepteur du lymphocyte B (BCR pour B-Cell Receptor) qui est
exprimée a tous les stades cellulaires B jusqu'au lymphocyte B mémoire. CD19 et CD22,
molécules stabilisatrices du BCR, marquent également les cellules dés leur engagement dans
la lignée B jusqu'au stade plasmocyte. CD20, qui est impliqué dans l'activation des
lymphocytes B, marque toutes les cellules B matures hormis les plasmocytes.

L'index de prolifération cellulaire est chiffré grace a I'utilisation d'un anticorps (MiB1)
ciblant une protéine nucléaire des cellules en mitose (Ki67).

CD5, marqueur plutdt associé aux lymphocytes T et a une faible proportion des
cellules B circulantes normales, est également testé devant une prolifération a grandes cellules

possiblement de type lymphome du manteau (CD5").

L'étude du profil d'expression génique (transcriptome) a conduit a l'instauration d'une
nouvelle classification distinguant les DLBCL de type centre germinatif (GC pour Germinal
Center) et les DLBCL de type lymphocyte B activé (ABC pour Activated B-Cell).



L'étude du transcriptome n'étant pas realisable en routine, des algorithmes ont été
proposés afin d'approcher le type GC ou ABC en utilisant I'lHC. Bien qu'imparfaite, la
combinaison d'un panel de marqueurs permet généralement de distinguer les DLBCL
exprimant Il'antigene CD5, les DLBCL de type centrofolliculaire (GC) et les DLBCL non
centrofolliculaires (non-GC et par extension ABC).

Pour cela, I'algorithme communément utilisé est I'algorithme de Hans (figure 2) qui
associe un profil CD10*, BCL6", IRFA/IMUM1 ™ au type GC et un profil CD10°, BCL6",
IRF4/MUM1" au type non-GC (8). La corrélation entre les deux techniques confirme que le
type GC posséde un phénotype proche des cellules B du centre germinatif. Quant au type

ABC, il est proche des lymphocytes B actives et exprime également BCL2 et la cycline D2.

aa | 608 (n=41) 84V\ Non-GCB (n=133) |
cD10 76% + -~ IRF4IMUMA
o -
ash‘ BCLG mh- GCB (n=25)
2m‘ Non-GCB (n=53)

Figure 2 : Classification des DLBCL selon I'algorithme de Hans (8)

Dans environ la moitié des cas, une coexpression de BCL6 et d'IRF4A/MUML est

retrouveée, alors que ces marqueurs s'excluent mutuellement dans les lymphocytes B normaux.

Bien que les DLBCL de type ABC aient le plus souvent une morphologie
immunoblastique et que ceux de type GC aient plutdt une morphologie de type
centroblastique, la classification basée sur I'lHC n'est pas superposable a la classification
morphologique et la différenciation entre GC et ABC ne peut pas se faire sur la morphologie

des cellules (9).
Ki67 est toujours élevé, tres souvent supérieur a 40% et parfois superieur a 90%. On

parle de pathologie hautement proliférante au dela d'un seuil de 80%. L'impact pronostic de ce

marqueur est discuté (6).
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2.2.5. Cytologie et immunophénotypage

En cytologie, les cellules lymphomateuses de DLBCL ont un aspect variable mais il
s'agit le plus souvent de cellules d'allure blastique de grande taille, au cytoplasme basophile
parfois vacuolé, présentant fréeguemment un nucléole et une chromatine décondensée
(figure 3).

Figure 3 : Cellules de DLBCL (Photographie : R. Garand)

L'immunophénotypage retrouve une population de cellules souvent de grande taille et
matures exprimant fortement CD45 et dépourvues de CD34. Ces cellules expriment
généralement les antigénes pan-B : CD19, CD20, CD22 et CD79a, ainsi que, dans plus de la
moitié des cas, des Ig de surface (slg) ou intracytoplasmiques. Certains marqueurs seraient
plus spécifiques d'un variant comme CD30, positif uniquement dans les formes anaplasiques.
CD5 n'est exprimeé que dans 10% des cas de DLBCL (6).

Comme mentionné plus haut, cet immunophénotype en CMF peut étre effectué sur des
cellules éluées de biopsie ganglionnaire, de cytoponction, ou, lorsqu'elles sont présentes, sur

des cellules lymphomateuses circulantes.

2.2.6. Cytogenétique

Les principaux éveénements oncogéniques aboutissant a la transformation en
lymphome sont des translocations chromosomiques, des délétions et des mutations
ponctuelles. Ces anomalies sont détectables en cytogénétique et influent généralement sur le

pronostic de la pathologie.

11



Dans le cadre particulier des DLBCL, les oncogénes communément derégulés qui font

I'objet de recherches spécifiques en cytogénétique sont notamment : MYC, BCL2 et BCL6.

Différents types de translocation chromosomiques existent, conduisant soit a la
création d'un gene chimérique (exemple de la t(9;22) a l'origine de la protéine kinase
BCR-ABL), soit a la derégulation d'un des génes impliqués dans le réarrangement (exemple
de MYC dans la t(8;14)) (10). Des gains et des pertes de matériel chromosomique sont
également observés et conduisent a la surexpression de protéines, a des gains ou a des pertes

de fonctions.

Le caryotype tumoral, permettant de définir une formule cytogénétique, s'effectue sur
des prélevements frais. Cette technique nécessite une mise en culture des cellules afin
d'obtenir des chromosomes en métaphase, étape du cycle cellulaire pendant laguelle ils sont

observables.

La Fluorescence In Situ par Hybridation (FISH) est basée sur I'utilisation de fragments
d’ADN synthétiques marqués par des fluorochromes, appelés sondes, ayant la capacité de
s'hybrider avec leur cible complémentaire dans le noyau de la cellule examinée.

Le marquage peut s'effectuer quel que soit le stade du cycle cellulaire et cette
technique posséde donc l'avantage d'étre praticable non seulement sur des tissus frais, mis en
culture ou non, mais également sur des prélevements tumoraux conservés selon différentes
techniques : appositions sur lame, inclusions en paraffine ou encore prélevements congelés.

L'inconvénient de la FISH est son manque d'exhaustivité car elle nécessite un choix
restreint de sondes testées et seuls quelgques génes ciblés sont étudiés en fonction du contexte
clinique. De plus, les analyses de FISH peuvent étre faussement négatives en présence de
translocations variantes pour lesquelles les points de cassure sont centromériques ou

télomériques par rapport a la sonde commerciale utilisée (11).

Différents types de sondes peuvent étre utilisés :

- Les sondes locus spécifigues

Elles permettent de mettre en évidence un ou plusieurs genes particuliers. 1l en existe
plusieurs variants tels que les sondes de fusion ou les sondes de séparation

("break-apart™). Les sondes de fusion correspondent a deux loci marqués avec deux
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fluorochromes différents permettant de mettre en évidence un réarrangement entre ces
deux loci. Les sondes "break-apart” sont composées de deux sondes avec deux
fluorochromes différents encadrant le point de cassure d'un géne. Ces sondes sont

colocalisées a I'état normal et séparées lorsque le géne est réarrangé.

- Les sondes de type peinture

Elles marquent soit I'intégralité d'un chromosome, soit seulement un bras court ou un

bras long.

- Les sondes centromériques

Elles marquent le centromére d'un chromosome particulier.

- Les sondes subtélomérigues

Elles marquent I'extrémité d'un chromosome particulier.

2.2.7. Bilan d'extension

Le bilan d'extension est indispensable pour déterminer les facteurs pronostiques de la
maladie, évaluer la dissémination du lymphome et son agressivité, ainsi que I'état clinique du

patient avant de débuter le traitement.

Ce bilan comporte un hémogramme, des examens d'imagerie (radiographies, scanner
thoraco-abdomino-pelvien...), une biopsie ostéo-médullaire (BOM) et une ponction lombaire.

La prolifération tumorale, reflet de I'agressivité du lymphome, est estimée par le
dosage des taux de Lactate Déshydrogénase (LDH), de béta-2-microglobuline et par la
recherche d'un syndrome inflammatoire (Protéine C réactive, fibrinogene).

Les conséquences du syndrome tumoral sont évaluées par un hémogramme permettant
d'évaluer la fonction médullaire, un bilan hépatique et un bilan biochimique a la recherche
d'un syndrome de lyse tumorale.

Une composante auto-immunitaire pouvant étre présente, une électrophorése des
protéines sériques a la recherche d'un composant monoclonal et un test de Coombs

recherchant des auto-anticorps dirigés contre les hématies sont également effectués.
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Des sérologies virales (EBV, HIV, hépatites B et C...) sont réalisées a la fois dans un
but de recherche étiologique et dans le cadre du bilan pré-transfusionnel.
Enfin, un bilan pré-thérapeutique est indispensable pour evaluer les fonctions rénale et

cardiaque du malade ainsi que pour éliminer la présence d'un foyer infectieux.

Il est indispensable de chiffrer I'état général du patient au diagnostic afin d'estimer le
retentissement de sa maladie et d'appréhender sa tolérance a la chimiothérapie. Cette
estimation de I'état général, appelée Performans Status (PS), est définie par un chiffre allant

de 0 & 4 selon une échelle d'activité (tableau 2) (12).

PS Activité du patient

0 Asymptomatique

1 Symptomatique mais activité normale
2 Alitement < 50% de la journée

3 Alitement > 50% de la journée

4 Alitement permanent

Tableau 2 : Echelle de détermination du PS

2.2.8. Facteurs pronostiques

> Facteurs pronostiques clinigues

Au terme du bilan d'extension, la premiere fagon d'estimer le risque des patients
atteints de lymphomes est d'utiliser la classification d’Ann Arbor, dont les critéres sont listés
dans le tableau 3 (12). Il est estimé qu'environ la moitié des patients sont diagnostiqués au

stade l ou Il .

Stade Territoires envahis

I Un seul territoire ganglionnaire

1 Au moins 2 territoires ganglionnaires du méme coté du diaphragme

i Atteinte ganglionnaire sus et sous diaphragmatique

v Atteinte viscérale ou médullaire

Tableau 3 : Classification d'Ann Arbor
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Cette classification d'’Ann Arbor basée uniqguement sur I'envahissement des territoires
est trés insuffisante. Ainsi, afin d'adapter au mieux la prise en charge et d'uniformiser les
pratiques, des scores se voulant prédictifs du devenir des patients et intégrant notamment des
données cliniques et biologiques ont été créés pour chaque famille de lymphomes : LNH
agressifs, LNH indolents et lymphomes de Hodgkin. Pour les patients atteints de LNH

agressif, il s'agit de I'lndex Pronostique International (IP1).

Pour calculer I'IPI, 5 criteres sont pris en compte. Il s'agit de I'd4ge, du stade clinique
selon Ann Arbor, du PS, du taux de LDH et du nombre de sites extra-ganglionnaires atteints.
Un point est attribué pour chacun des critéres suivants (12) :

- Age supérieur a 60 ans

- Stade clinique égal a 111 ou IV (dissemination du lymphome)

- PS supérieur a 2

- Taux de LDH supérieur a la normale

- Atteinte de 2 sites extra-ganglionnaires ou plus.

L'IPI se situe alors entre 1 et 5, ce qui permet de classer les patients en plusieurs groupes

prédictifs de survie (tableau 4, figure 4) (12).

Groupe de risque IPI Survie globale a 5 ans
Faible Ooul 73 %
Intermédiaire faible 2 51 %
Intermédiaire haut 3 43 %
Haut 40u5 26 %

Tableau 4 : Index Pronostique International des LNH agressifs

Survie globale

100

% des partients

Figure 4 : Survie globale selon la valeur de I'lP1 (12)
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Pour les patients agés de moins de 60 ans, un IPI ajusté a I'age (IPla) est calculé sur 3

points uniquement en fonction du PS, du taux de LDH et du stade clinique (tableau 5) (12).

Groupe de risque IPla Survie globale a 5 ans
Faible 0 83 %
Intermédiaire faible 1 69%
Intermeédiaire haut 2 46 %
Haut 3 32 %

Tableau 5 : Index Pronostique International ajusté a I'age des LNH agressifs

Depuis l'utilisation du rituximab (anticorps monoclonal chimérique anti-CD20), il est

parfois observé une perte de la valeur prédictive de I'lPI pour le devenir des patients (13). Les

courbes de survie en fonction de I'IPl ne sépareraient plus les patients en 4 groupes mais

seulement en 2 groupes regroupant pour l'un les patients de risque faible et intermédiaire

faible

et pour l'autre ceux de risque intermédiaire haut et haut (figure 5A). Il a donc été

proposé un IP1 révisé (IPI-R) séparant les patients difféeremment selon leur nombre de facteurs

de risque (tableau 6) (13). Ce score sépare les patients en 3 groupes de risque bien distincts

(figure 5B).
IPI révisé Nombre de facteurs de risque Survie globale a 4 ans
Treés bon pronostic 0 94%
Bon pronostic 1,2 79%
Mauvais pronostic 3,4,5 55%

Tableau 6 : Détermination du groupe de risque selon I'IP1 révisé

A

1.0 B 10
9 9 o
8| e 8 Good
. o) Low-Intermed wr T
g e g H
g 61 High g 6
wv ] Poor
o High-Intermed - O
c (=4
o 4 g 4
& .3 & 3
24 2
A4 P<.001 | P<.001
0.0/ 0.0 . - . " .
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Time (years) Time (years)

Figure 5 : Survie globale selon I'IPI (A) et selon I'lPI-R (B) (13)
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D'autres facteurs pronostiques cliniques ont été publiés plus récemment (12). Le
diameétre de la lésion tumorale chez les patients jeunes pourrait impacter le pronostic. De
méme, les patients de sexe masculin auraient une perte de chance a cause d'une clairance plus
élevée du rituximab (13). L'élévation des chaines légeres seriques, reflet du syndrome
tumoral, serait également péjorative. Enfin, pour un IPI égal, I'envahissement médullaire

serait un facteur pronostic défavorable.

> Facteurs pronostiques liés au phénotype

Les DLBCL de phénotype GC semblent avoir un meilleur pronostic que ceux ayant un
phénotype ABC, indépendamment de I'lPI (figure 6) (14). Le type ABC est aujourd’hui connu
pour étre associé a une activation constitutive de la voie de signalisation NF-kB favorisant la
survie cellulaire par induction de la prolifération et inhibition de I'apoptose (15). Les génes
activés dans ce contexte sont, en autres, MYC, BCL2, MUML1 ou encore le gene de la cycline
D2. En accord avec ce mauvais pronostic associé au type ABC, une valeur pronostique

péjorative a €té retrouvée associée a la morphologie immunoblastique (9).

1.0+
08
06 GCB DLBCL
04 ABC DLBCL

0.2

-6
0.0 P=8.06x10 :
0 1 2 3 4 5
Overall survival (yrs)

Figure 6 : Survie globale en fonction du phénotype GC ou non-GC des DLBCL (14)

Cette différence a été également décrite dans une série de DLBCL réfractaires ou en
rechute pour lesquels les taux de rémission complete etaient de 49% pour le type GC contre
31% pour le type non-GC (16). Malgré une amélioration du pronostic dans les 2 groupes
depuis l'utilisation du rituximab, il persiste une différence entre GC et ABC au détriment des
DLBCL de type ABC (14)(17)(18).
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La recherche de biomarqueurs, en plus du score pronostic que représente I'lIPI, a mis
en évidence un effet défavorable de la surexpression de BCL2 et un impact pronostic
favorable de I'expression de BCL6 chez les patients traités par chimiothérapie seule (19). Ces
facteurs pronostiques ne seraient pas retrouvés chez les patients recevant du rituximab (12).
D'aprés Sehn et al., le role défavorable de I'nyperexpression de BCL2 semble ne plus exister
aujourd'hui que dans le type GC et la positivité de CD5 et de Ki67 serait également prédictive
du devenir pour un IPI similaire (13).

> Facteurs pronostigues liés a la cytogénétique

e Anomalies du gene MYC

Situé sur le chromosome 8 au niveau du locus 8g24, le géne MYC code pour un
proto-oncogéne, la protéine c-myec, qui est un régulateur positif de la prolifération cellulaire.
Pour se fixer a 'ADN et étre actif, c-myc doit subir une hétérodimérisation avec son
partenaire max. Ce facteur de transcription est impliqué dans de nombreuses fonctions,
notamment la transition GO-G1 du cycle cellulaire, la différenciation, la synthése protéique ou

encore la régulation de I'apoptose.

Une diminution de I'expression de c-myc est notamment requise pour que les cellules
quittent le cycle cellulaire et se différencient (20). Par sa capacité a manipuler le
microenvironnement, c-myc serait également impliqué dans l'angiogénése des lymphomes et
la croissance tumorale (21). Enfin, le facteur de transcription favorise I'apoptose a la fois par
libération et stabilisation de protéines pro-apoptotiques (p53, BIM...) ainsi que par répression
de protéines anti-apoptotiques (BCLX,, BCL2...) (22).

L'expression de c-myc est corrélée a la prolifération cellulaire et elle peut étre

augmentée par réarrangement de son géne, en particulier par translocation avec les genes des

Ig.
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La translocation t(8;14) et ses variantes t(2;8) et t(8;22) impliquent MYC et les génes
des Ig : chaine lourde (IGH, en 14q32), chaine légere kappa (IGK en 2pl1), chaine légere
lambda (IGL en 22qg11). Elles sont classiquement associées au lymphome de Burkitt (BL pour
Burkitt Lymphoma) qui présente un réarrangement de MYC dans environ 90% des
cas (22)(23) et dans lequel elles ont alors une valeur diagnostique. Les translocations
présentes dans ce contexte sont approximativement la t(8;14) dans 80% des cas, la t(2;8) dans

15% des cas et la t(8;22) dans 5% des cas (24). Des images de caryotypes simples avec ces 3

translocations sont insérées en annexe 1.

Il existe d'autres génes partenaires des translocations de MYC, représentés sur la

figure 7, le plus fréquent étant PAXS5 situé en 9p13 (25).

2p12 (IGK@)
|
22911 (GL@) f 3427 (BCLE)
\ |J /
19413 (BCL3) A / v
~ / /
— I 7 ___opi3(z8TES)
= N { /'/ e
e e
e 824 (MYC) c
— N ===
18021 (BCL2) o / \\ = gp13 (ZCCHCT)
7 / \
/ //
e / \
14032 (IGH@) / \
/ \ 12422 (BTG1)
/ \
14911 (TRA@) 12424 (BCLTA)

Figure 7 : Partenaires de translocation de MYC (Source : atlasgeneticsoncology.org) (26)

Des réarrangements de MYC sont aussi retrouvés dans environ 10% des DLBCL

(tableau 7), mais également dans d'autres lymphomes (folliculaire, manteau, LLC, lymphome
a cellules T ou lymphome plasmablastique), dans le myélome ou encore des leucémies aigués.

Pourcentage de DLBCL avec réarrangement de MYC

Auteurs
Barrans et al. (27) 14%
Green et al. (28) 11%
Savage et al. (29) 8,8%
Valera et al. (30) 7%
6%

Carbone et al. (31)

Tableau 7 : Fréquence des réarrangements de MYC dans les DLBCL
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Bien que similaires dans les 2 types de pathologies, les translocations impliquant MYC
sont aujourd'hui considérées comme un évenement primaire et isolé dans la pathogénie du
BL, contrairement aux DLBCL dans lesquels elles seraient plutét un événement secondaire

survenant sur un terrain lymphomateux préexistant.

Dans ce contexte de DLBCL, les réarrangements de MYC sont aujourd’hui connus
pour étre de mauvais pronostic, indépendamment de I'IPl. En effet, entre autres auteurs,
Savage et al. ont décrit en 2009 une survie significativement inférieure et un fort taux de
rechutes en présence de réarrangement de MYC (survie globale de 33% contre 72% a
5 ans) (29). Dans leur étude publiée en 2010, Barrans et al. ont confirmé cette tendance avec

des survies globales de 35% contre 61% a 2 ans (figure 8) (27).

s \YC normal, (n = 210)
MYC-R, (n = 35)

0.8+

0.6

0.4 et

Cumulative Survival

0.2+

Follow-Up (years)

Figure 8 : Impact d'un réarrangement de MYC sur la survie globale (27)

Ce mauvais pronostic associé aux réarrangements de MYC est également retrouvé dans
la série publiée par Cuccuini concernant des DLBCL en rechute ou réfractaires (16). Ces
lymphomes ont un taux de réponse inférieur quelle que soit la chimiothérapie mise en ceuvre
(29% versus 62%) et le seul facteur prédictif de survie significatif était, dans cette étude, la
présence d'un réarrangement de MYC, indépendamment du type moléculaire GC ou non-GC
et du type de traitement. Le statut réarrangé de MYC (MYCR) semble donc annuler le facteur

de bon pronostic conféré par le type GC.
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Dans certaines pathologies (maladies hématologiques ou tumeurs solides), il est
parfois retrouvé une expression anormalement élevée de la protéine c-myc sans réarrangement
de son gene en technique FISH. Cette observation suggére I'existence d'autres mécanismes
aboutissant a une activation de MYC. Les hypothéses évoquées sont notamment la mutagénese
insertionnelle par intégration dans le gene d'intérét de séquences d’ADN étrangers tels que des
ADN proviraux. Il peut également exister des duplications de génes, d'autres types de
mutations ponctuelles ou encore une influence des micro ARN (32)(19). Ces amplifications
de MYC sans translocation de son locus, a l'origine d'une prolifération cellulaire intense,

seraient également de mauvais pronostic (33).

e Anomalies du gene BCL2

Le gene BCL2, situé sur le chromosome 18 au niveau du locus 18921.33, code pour

une protéine anti-apoptotique (BCL2), initiant la cascade d'activation des caspases.

La translocation t(14;18), translocation récurrente retrouvee dans 85% des cas de
lymphome folliculaire (34), implique les génes BCL2 et IGH. Elle place BCL2 sous le
contréle des séquences régulatrices du géne IGH, aboutissant a une hyperexpression de BCL2

et donc a un effet anti-apoptotique non contrdlé pour le clone porteur de la translocation.

Cette t(14;18) est également mise en évidence dans 20 a 30% des cas de DLBCL de
novo, préférentiellement dans le type GC, et serait de mauvais pronostic (10)(35). Visco et al.
ont rapporté une survie inférieure, équivalente aux DLBCL de type ABC, pour les DLBCL de
type GC ayant une t(14;18) isolée (36).

Comme pour MYC précédemment, il existe plusieurs partenaires de translocation de
BCL2 (figure 9).
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Figure 9 : Partenaires de translocation de BCL2 (source : atlasgeneticsoncology.org) (26)

¢ Anomalies du géne BCL6

Le gene BCL6 est situé sur le chromosome 3 au niveau du locus 3g27. Il code pour le
facteur de transcription du méme nom, essentiel dans la maturation normale des cellules B par
son implication dans la régulation du cycle cellulaire, de la prolifération, du switch
isotypique, de la différenciation ou encore de I'activation cellulaire.

BCL6 agit en inhibant l'activation et la différenciation des cellules B du centre
germinatif. D'autre part, par répression de la transcription du géne suppresseur de tumeur
TP53 notamment (37), il module transitoirement l'apoptose et permet une tolérance aux
dommages physiologiques de I'ADN, nécessaires aux mécanismes d'hypermutation somatique

et de commutation isotypique (38).

Des réarrangements du gene BCL6 sont retrouvés dans environ 40% des DLBCL,
constituant I'anomalie chromosomique la plus fréquemment rencontrée dans ces pathologies.
Ces translocations associent BCL6 avec un géne des Ig ou avec un autre partenaire
(figure 10), provoquant une dérégulation de I'expression de la protéine. L'hyperexpression de
BCL6 produit alors un blocage de la difféerenciation et allonge la survie des cellules ayant subi

un événement oncogénique, favorisant ainsi I'émergence d'un clone tumoral.
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Figure 10 : Partenaires de translocation de BCL6 (source : atlasgeneticsoncology.org) (26)

Le niveau d'expression de BCL6 n'est pas corrélé a la présence d'une translocation de
son géne (10). En effet, les translocations de BCL6 sont retrouvees dans 20 a 30% des
DLBCL type ABC ou des DLBCL a cellules B primitifs du médiastin (PMBL) et seulement
10% des DLBCL type GC. Au contraire, I'nyperexpression de BCL6 en IHC est plut6t
associée aux DLBCL de type GC. Ceci suggeére la possibilité d'une régulation négative de
BCL6 lors d'une translocation et I'existence d'autres mécanismes d'hyperexpression.

L'impact pronostique des translocations de BCL6 est discuté. Il dépendrait en partie de
son gene partenaire et du type GC ou non-GC (17)(39)(40)(41).

Autres anomalies génétiques

De nombreuses autres anomalies chromosomiques non spécifiques sont retrouvées
dans les DLBCL. Ainsi on observe des gains en 12q dans le type GC, des gains en 2p et 9p
dans le type PMBL ou encore des trisomies 3, des additions en 3q ou 189 ou des délétions en
6qg dans le type ABC (4). Les conséquences, en termes de surexpression génique ou non, de
ces gains de matériel chromosomique pour un méme locus sont variables selon le type GC,
ABC ou PMBL des DLBCL. Certaines de ces anomalies sont fréquemment liées a des
modifications de l'index de prolifération cellulaire, de I'expression du complexe majeur

d'histocompatibilité (CMH) ou de la nature de I'environnement cellulaire tissulaire.
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Enfin, des mutations du géne suppresseur de tumeur TP53 sont rapportées dans 20%

des DLBCL et sont corrélées a un pronostic péjoratif.

2.2.9. Traitement des DLBCL

Le traitement de référence des DLBCL a longtemps été une polychimiothérapie de
type CHOP associant les molécules de Cyclophosphamide, Hydroxydaunorubicine,
Oncovin® (vincristine) et Prednisone. Les taux de rémission se situaient entre 50 et 60%,
avec une bonne concordance selon I'lPIl. Au-dela de 80 ans, les doses sont diminuées et on
parle de "mini-CHOP".

L'addition du rituximab et la généralisation du R-CHOP (Rituximab-CHOP) a
amélioré de facon considérable le pronostic des patients et I'IPI semble avoir perdu en partie

sa valeur prédictive (12).

Chez les patients les plus jeunes (jusqu'a 60 ans environ), des chimiothérapies plus
intensives similaires a celles utilisées chez les malades atteints de lymphome agressif peuvent
étre utilisées (42)(43)(44).

La prophylaxie neuroméningée par injections intrathécales de chimiothérapie est

systématique.

La greffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH) a aussi sa place dans le
traitement des DLBCL, en premiere ligne pour les patients a IPI intermédiaire haut ou haut,
ou en cas de rechute (42)(45).

On peut alors avoir recours a l'autogreffe, processus permettant de recueillir les CSH
du malade apres un traitement associant chimiothérapie et facteurs de croissance (Granulocyte
Colony Stimulating Factor : G-CSF) et de les lui réinjecter aprés un conditionnement
myeloablateur par chimiothérapie et/ou radiothérapie.

Pour les patients les plus jeunes et sans comorbidités pouvant supporter un
conditionnement trés toxique, l'allogreffe classique peut étre indiquée. Il s'agit, apres un
conditionnement myéloablatif, d'utiliser les CSH d'un donneur (donneur familial, donneur de

fichier ou sang de cordon) pour remplacer le systtme immunitaire du patient afin de lutter
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contre les cellules tumorales : effet du greffon contre I'n6éte (Graft versus Leukemia :
GVL) (42).

Chez les patients en réponse incompléte ou en rechute aprés autogreffe, chez qui I'age
ou les comorbidités rendraient le conditionnement myéloablatif trop risqué, la mini allogreffe
peut étre employée. Cette stratégie ne nécessite qu'un conditionnement immunosuppresseur,
diminuant les risques liés & une chimiothérapie haute dose (42).

Les principales complications de l'allogreffe sont d'une part infectieuses, liées a
I'immunodépression et d'autre part en relation avec la maladie du greffon contre I'h6te (Graft

versus Host : GVH). Plus rarement, on observe un rejet du greffon (perte de chimérisme).
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2.3. Cas particulier des DLBCL avec réarrangement de MYC, double hit,
triple hit

2.3.1. Définition

Comme indiqué plus haut, la proportion de DLBCL présentant un réarrangement de
MYC est estimée aux alentours de 10%. Contrairement au BL, ces lymphomes sont de

mauvais pronostic et présentent tres souvent un caryotype complexe associé.

La recherche d'une translocation de MYC n'est pas systématique. Elle est déclenchée
face a une présentation clinique agressive (PS haut, taux de LDH élevé, envahissement
méningé...) ou un envahissement médullaire évocateur. Néanmoins, des études sur des
cohortes non sélectionnées de DLBCL ont montré que les lymphomes MYCR n'ont pas
toujours de signes cliniques évocateurs d'un LNH a haut risque, ni d'histologie ou de
phénotype typique (29)(46). La proportion de ces lymphomes serait donc sous-estimée.

Parmi ces DLBCL avec réarrangement de MYC, on retrouve une proportion non
négligeable de cas de DLBCL dits "Double Hit" (DH) ou "Triple Hit" (TH) dans lesquels sont
associées une ou deux translocations supplémentaires impliquant BCL2 et/ou BCL6. On
oppose a ces DH et TH, les DLBCL "simple hit" (SH) ayant un réarrangement isolé de MYC.

Certains auteurs associent également aux DH, les lymphomes associant des
réarrangements de MYC et de la cycline D1 (CCND1) ou encore de BCL3 (47)(48).

Dans la série de 16 cas de DH publiée en 2007 par I'équipe nantaise de Le Gouill et
al. (1), comme dans la plupart des autres séries publiées (34)(41)(46)(49)(50)(51)(52)(53)(54)
(55), les DH sont caractérisés par une agressivité clinique importante, une morphologie et un

phénotype de type GC, un caryotype complexe et un pronostic tres sombre.

26



2.3.2. Epidémiologie

Parmi les 10% de DLBCL avec réarrangement de MYC, la proportion de DH et TH est
variable selon les études (tableau 8).

Auteurs Fréquence des DH/TH
Valera et al. (30) 40 a 80% des DLBCL MYCR
Johnson et al. (34) 4% des LNH
Green et al. (28) 6% des DLBCL
Savage et al. (29) DH BCL2 : 25% des DLBCL MYCR
Barrans et al. (27) 83% des DLBCL MYCR de novo

Tableau 8 : Fréquence des DH / TH dans la littérature

La translocation associée est le plus souvent celle de BCL2 (65%), viennent ensuite les
TH (25%) puis les DH avec translocation de BCL6 (10%) (27). L'équipe de Tomita confirme
cette fréquence de TH avec un taux de 26% sur son étude (49).

Les DLBCL MYCR, DH et TH sont diagnostiqués principalement chez I'adulte, et leur
incidence augmente avec I'age (6). Malgré cela, par comparaison aux autres DLBCL, a IPI
égal, les patients atteints de DLBCL DH sont plus jeunes (64 ans versus 71 ans). Cette
moyenne d'age au diagnostic implique donc des patients plus agés que les BL (30 ans en
moyenne) et plus jeunes que les autres DLBCL (47).

Seuls 15 a 20% des LNH de haut grade DH ont un antécédent connu de lymphome
indolent, le plus souvent de type folliculaire (47).

Dans une cohorte non sélectionnée de DLBCL, Pedersen et al. ont déterminé un taux
de DH de 21% parmi les DLBCL transformés et de 7% parmi les DLBCL de novo (46). Dans
cette cohorte prospective, les patients chez lesquels a été identifiée une double translocation
n'avaient pas forcément de présentation clinique agressive ou de morphologie évocatrice
conduisant a la recherche de réarrangement de MYC. Les DH ne pourraient donc pas tous étre

identifiés sur des criteres cliniques ou morphologiques.

De plus, des anomalies cryptiques des genes incrimines peuvent ne pas étre détectables

par les techniques de cytogénétique de routine et conduire a une sous-estimation des cas de
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DH/TH. L'association de 2 types de sondes (une sonde break-apart et une sonde de fusion) est
souvent recommandée afin d'éviter au maximum les résultats de FISH faussement
négatifs (56).

2.3.3. Clinique

Cliniquement, les DLBCL MYCR disséminent plus fréguemment, et souvent dés le
diagnostic, a la moelle osseuse (59% des DH versus 23% des autres DLBCL), au sang
périphérique, au systeme nerveux central et a d'autres sites extra-ganglionnaires variés (47).
Les patients sont donc diagnostiqués a un stade avancé (Il ou IV selon Ann Arbor), avec un
taux de LDH élevé (taux médian de 727 UI/L versus 366 UI/L pour les autres DLBCL, valeur
normale < 250 UI/L) et un score IPI intermédiaire haut ou elevé.

D’autres caractéristiques sont aujourd’hui classiques dans ce contexte telles qu’une
résistance a la chimiothérapie (seulement 30% de rémission compléte environ (21)) ainsi que
des rechutes précoces récurrentes. Ni les chimiothérapies a hautes doses, ni le rituximab, ni
les greffes de cellules souches n'impactent le pronostic péjoratif de ces pathologies (34)(41).

Cuccuini et al. ont comparé 2 types de chimiothérapies intensives (R ICE et R DHAP)
sur des DLBCL MYCR en rechute et n'ont pas rapporté d'efficacité supérieure pour l'une ou
l'autre des deux (16). Des résultats similaires ont été rapportés par Lin et al. qui ont comparé
les protocoles R-CHOP et R-hyper-CVAD (57).

Certaines équipes ont décrit une sensibilité initiale a la chimiothérapie mais admettent

malgré tout un taux de rechute trés élevé et une évolution inexorablement fatale (11)(50).

Les DLBCL MYCR et les DH sont donc décrits comme étant de trés mauvais pronostic
avec des médianes de survie allant selon les études de 4,5 a 18,5 mois, soit des chiffres
beaucoup plus bas que les BL (30 mois) et les autres DLBCL (31 mois) pour un IPI
comparable (58).

Les courbes de survie reproduites ci-dessous (figure 11), issues d'une publication de
Savage et al. (29), illustrent bien le mauvais pronostic lié au réarrangement de MYC avec une
survie sans progression a 5 ans de 31% dans le groupe MYCR versus 66% dans le groupe non
MYCR et des survies globales respectives a 5 ans de 33% versus 72%.
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Figure 11 : Survie sans progression et survie globale en fonction de la présence (MY C+, trait pointillé, 12 patients)
ou non (MY C-, trait plein, 123 patients) d'un réarrangement de MYC (29)

Les DH ont également, d'aprés Visco et al., un pronostic bien inférieur aux DLBCL
avec réarrangement de BCL2 isolé et aux DLBCL de type ABC (figure 12).

Overall Survival

GCB and no BCLZ transloc (n=89)

GCB and BCLZ transloc (n=41)

Survival, %

ABC (n=135)

P=0.001

(] 20 40 60 80 100 120

Figure 12 : Survie globale en fonction du type de DLBCL et des translocations présentes (36)

2.3.4. Morphologie et IHC

Les DLBCL MYCR presentent géneralement une morphologie et un phénotype
variables, intermédiaires entre BL et DLBCL, ainsi qu'un index de prolifération supérieur a
90%.

Pour rappel, le BL est un LNH tres agressif composé de cellules B de taille moyenne,
nucléolées, au cytoplasme basophile et vacuolé. Les images de mitoses et d'apoptose sont
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récurrentes et I'on observe la présence de macrophages a corps tingibles ingérant les cellules
apoptotiques, donnant au prélévement envahi un aspect de “ciel étoilé" (figure 13). Le profil
en IHC est le plus souvent CD20*, CD10*, BCL2", BCL6", Ig*, IRFA/MUM1™ * ™ qyec une
expression du Ki67 proche de 100%.

Figure 13 : Cellules de type Burkitt (Photographie : R. Garand)

Les DLBCL classiques quant a eux sont généralement constitués de cellules plus
grandes comprenant moins d'images de mitoses et d'apoptose. Cependant, les cellules peuvent
parfois étre plus petites et il peut exister un fort index de prolifération avec un aspect de ciel
étoilé identique au BL. En IHC, le profil montre une expression des marqueurs B, de BCL2,
parfois de BCL6 et du CD10. Dans 5 a 10% des cas, CD5 est exprimé, ce qui correspond
généralement a un profil ABC caractérisé par un stade plus avancé, une clinique agressive et

une résistance au rituximab.

Les cellules de DLBCL MYCR peuvent donc étre de taille moyenne, a cytoplasme
basophile et vacuolé, similaires a celles observées dans un BL, ou plus grandes, semblables a
celles des DLBCL. Il a méme été publié le cas d'un patient qui, sur la méme biopsie tissulaire,
possedait ces 2 types cellulaires intriqués et porteurs tous deux de la double translocation
MYC-BCL2 (51).

Le profil en IHC peut étre celui d'un BL classique ou étre atypique. Il existe parfois
une expression aberrante de BCL2 qui serait forte dans les DH et TH contrairement aux SH
pour lesquels BCL2 serait faiblement exprimé voire négatif (30). Cette observation est en
partie corrélée avec la présence ou non d’une translocation du géne BCL2. Le CD10 serait

moins freqguemment exprime dans les DH BCL6 (48).
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Malgré leur agressivité, ces lymphomes ont plus communément un phénotype de type
GC avec un profil CD10", BCL6", IRF4/MUM™ (53) (59). Bien que, dans I'étude de Savage
et al., il n'ait pas été retrouvé de différence de répartition GC / non-GC entre les patients
MYCR et non MYCR, les 3 patients DH de I'étude avaient un phénotype de type GC (29).

Comme dans un BL, l'index de prolifération des DLBCL MYCR est généralement
élevé, avec de nombreuses images de mitoses et d'apoptose. Un Ki67 moyen de 90% est
rapporté dans certaines études sur les DH alors que d’autres ne le trouvent supérieur a 80%
que dans 20% des cas (47). L'index de prolifération n'est donc pas constament élevé et varie
selon une gamme allant de 40 a 100%. Ce marqueur manque de sensibilité et de spécificité
pour detecter a la fois les DLBCL DH et TH et les DLBCL avec hyperexpression de
c-myc (60)(61).

Une expression forte de BCL2 ou un Ki67 inférieur a 90% excluraient un BL. En clair,
un aspect morphologique proche du BL mais avec un phénotype atypique et un Ki67 inférieur
a 95% doit inciter a rechercher les translocations affectant MYC, BCL2 et BCL6 (62).

Ces lymphomes MYCR n'appartenant pas a une entité bien définie peuvent aujourd'hui
étre classés dans la catégorie provisoire des lymphomes B inclassables (BCLU pour B Cell
Lymphoma Unclassifiable), intermédiaires entre DLBCL et LB, selon la classification OMS
2008 (6). Dans cette catégorie figurent les lymphomes ayant une morphologie de DLBCL
mais présentant un réarrangement de MYC, les lymphomes ayant un aspect de BL pour
lesquels aucun réarrangement de MYC n'est retrouvé ou plus genéralement des lymphomes
ayant des caractéristiques cliniques, morphologiques, phénotypiques et génétiques
intermédiaires entre BL et DLBCL. L'étude du transcriptome conforte la création de cette
catégorie a part car elle montre, pour les BCLU, une signature différente des BL et des
DLBCL (23)(57). Aujourd'hui, les DH repréesenteraient pres de la moitieé des lymphomes
classés BCLU (29)(47). Cependant 5 a 10% des DLBCL de morphologie typique sont aussi
MYCR.

D'autres experts ont proposé une catégorie de lymphomes B de haut grade inclassables
de morphologie blastoide qui semble proche de celle des BCLU (63). Ceux-ci regroupent
également des lymphomes agressifs de novo ou secondaires, le plus souvent de type GC, dont
I'index mitotique est élevé et dont I'analyse cytogénétique met en évidence le plus souvent des

réarrangements de MYC et/ou BCL2.
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2.3.5. Immunophénotypage

Les LNH de type BL ont généralement, en CMF, un profil B mature CD45", CD34,
CD19%, CD20*, CD22", CD5’, CD23", CD10", slg*, CD79b*, FMC7" (64)(65).

Peu d'études abordent I'immunophénotype des DLBCL MYCR.

L'étude de Wu et al. portant sur 10 cas de DH montre une diminution variable mais
quasi constante de I'expression du CD20 par rapport a ce qui serait attendu pour des
lymphocytes normaux ainsi qu'une diminution d'expression variable de CD45 et une
expression faible voire absente des 1g (66)(67). Contrairement aux études précédentes, I'étude
de Platt et al. (68) ne retrouve pas de différence d’expression de CD45 ni des Ig de surface
dans les différents groupes de LNH.

La diminution de I'expression de CD20 dans les DH concorderait avec des analyses
concluant au mauvais pronostic des rares DLBCL qui expriment faiblement ce marqueur (69).

Certains articles ont rapporté qu'une diminution d'expression de CD20 et/ou de CD19
(CD20%™ CD19%™) serait fréquente dans les DH et pourrait orienter les cas nécessitant une
analyse cytogénétique approfondie. La comparaison des immunophénotypes de DH, BL et
DLBCL a montré une différence significative uniquement dans la fréquence de CD19%™ entre
DH (54%) et BL (9%) ou DLBCL (10%), I'expression de CD20 étant variable dans les DH et
les BCLU. En revanche, la diminution concomitante de l'expression de CD19 et CD20

apparaitrait, dans une minorité de cas mais de facon spécifique dans les DH (68).

La spécificité du profil phénotypique combinant CD19%™ et CD20“™ parmi les
DLBCL CD10" est confirmée dans plus de la moitié des DH testés par Harrington et al. (70)
qui retrouvent aussi un CD22%™ et de fagon comparable aux DLBCL et BL testés I'absence
d'expression de CD23. La fréquence de diminution des Ig de surface est plus importante que
dans les DLBCL et les BL. CD38 est également trés fortement exprimé dans 100% des cas
contrairement aux BL. Cette expression forte de CD38 est rapportée aussi bien en IHC qu'en
CMF (66).
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2.3.6. Cytogenetique

L'agressivit¢ des DH peut s’expliquer en partie par la synergie des translocations
impliquant MYC et BCL2 générant a la fois une prolifération cellulaire intense et une
inhibition de I’apoptose induite par la chimiothérapie (1). Néanmoins, a cette synergie des
réarrangements oncogéniques s'ajoute la globalité et la complexité des anomalies génétiques
identifiées (53).

Presque tous les BL ont un réarrangement de MYC mais jamais de réarrangement
additionnel des genes BCL2, BCL6 et ccndl. Le caryotype est généralement simple. On
observe simplement parfois des gains en 1q, 7q, 12q, 20q, 22q, Xq, des délétions en 6q, 13q,
ou 17p (71).

Dans les DLBCL MYCR en revanche, le caryotype est quasi constamment complexe,
c'est a dire possédant plus de 2 anomalies de structure ou de nombre des chromosomes. On
retrouve des réarrangements de BCL6 et BCL2 (correspondant pour beaucoup a un lymphome
folliculaire transformé), des amplifications de MYC et BCL2 ou encore des inactivations de
TP53 (20% des cas) (31). Dans les DLBCL de type GC, les gains en 2p, 12q et 13g sont
fréquents ainsi que les délétions en 10g. Dans le type ABC sont plutdt retrouvés des gains en

3q, 189 et 19q ainsi que des délétions en 6q et 9p (71).

Une étude des réarrangements chromosomiques et du polymorphisme génétique,
notamment le nombre de copies des genes, intéressant MYC, BCL2 et BCL6 a montré
I'existence d'anomalies dans 74% des DLBCL, dont seulement 22% de réarrangements
chromosomiques impliquant MYC, 23% impliquant BCL6 et 18% impliquant BCL2 (47).
Cette étude comportait 14% de DH au total. En ce qui concerne I'augmentation du nombre de
copies (entre 3 et 6 copies) et I'amplification des génes (plus de 6 copies), elles sont
retrouvées pour MYC, BCL2 et BCL6 respectivement dans 19%, 28% et 22% des échantillons.
Contrairement a ce qui est observé dans les BL, le partenaire de translocation de MYC est un
géne des Ig dans seulement 50% des cas environ (43% selon Pedersen et al. (46), 56% selon
Johnson et al. (34)). Les réarrangements se font plus volontiers avec un gene des chaines

légéres des Ig ou avec un gene autre que ceux des Ig.
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Une différence de partenaire de MYC entre les DLBCL SH ou DH a aussi été
rapportée : il y aurait environ 80% de translocation MYC-IGH dans les DLBCL SH contre
environ 50% dans les DH.

Dans la publication de Johnson et al. portant sur une population de DH BCL2, lorsque
le partenaire de MYC est un gene des Ig, la translocation en cause est une t(8;14) dans 53%
des cas, une t(8;22) dans 37% des cas et une t(2;8) dans 10% des cas, c'est a dire
respectivement le locus des chaines lourdes, des chaines légéres lambda et des chaines lIégeres
kappa. Ces proportions tres différentes de celles du BL pourraient s'expliquer par la présence
initiale de la t(14;18) qui affecte déja un des loci IGH. Cette hypothese supporte encore la
thése qui decrit le réarrangement de MYC comme un événement secondaire dans la
pathogénese des DH (31).

Dans ce sens, une équipe japonaise a publié un cas de DH pour lequel la découverte
des réarrangements de MYC et de BCL2 ne s'est faite qu'a la deuxieme rechute d'un lymphome
étiqueté Burkitt-like dont le caryotype initial au diagnostic ne montrait qu'une délétion du
chromosome Y. Malgré l'absence d'analyses en FISH au diagnostic, les auteurs émettent
I'nypothese d'une acquisition tardive des 2 translocations qui serait contemporaine d'une perte

de la chimiosensibilité (72).

Les DH MYC/CCND1 sont plutdt classés comme des variants de lymphomes du
manteau agressifs et de morphologie blastoide (73)(25). L’activation de MYC pourrait donc

étre aussi un marqueur de progression des lymphomes du manteau (53).

2.3.7. Facteurs pronostiques

L'4ge au diagnostic semble étre un facteur aggravant sur la survie des DLBCL
MYCR (27). Plus généralement 1’IP1 serait toujours prédictif a 1’ére du R CHOP (30) pour ces
malades mais la présence d’un réarrangement de MYC fait chuter encore les taux de survie.
On observe que la mise en évidence d’un réarrangement de MYC revient approximativement a
prédire une survie équivalente a un IPI intermédiaire pour un IPI réel faible et une survie

équivalente a un IPI élevé lorsque I’TPI réel est intermédiaire (figure 14) (27).
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Figure 14 : Survie globale selon I'IPI et le statut de MYC (27)

Pour les DH, I'lPI, et méme I'IPI-R, ne semblent pas étre prédictifs de I'évolution des
patients. En effet, bien que les DH soient regroupés dans le groupe des DLBCL de mauvais
pronostic selon I'IPI-R, leur survie est encore trés inférieure aux autres DLBCL présents dans
le méme groupe pronostique (figure 15) (54). Il est donc nécessaire de trouver des facteurs
pronostiques propres aux DH, afin de prédire au mieux leur devenir et d'adapter la prise en

charge thérapeutique.
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Figure 15 : Survie globale des DLBCL selon I'lPI et la présence de DH (54)

Sur le plan clinique, lI'antécédent de lymphome folliculaire semble dans certaines
études étre un facteur de mauvais pronostic en terme de survie globale par rapport aux DH
diagnostiqués de novo (59). Au contraire, dans I'étude de Johnson et al., il n'a pas été observé
de différence de survie entre les DH de novo ou ceux survenant au cours de I'évolution d'un

lymphome de bas grade (34).
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Dans une cohorte de 27 DH, Tomita et al. retrouvent une survie plus longue pour les 2
seuls patients n'ayant pas d'atteinte extra-ganglionnaire au diagnostic (49).

Une morphologie de type DLBCL est, dans certaines études, associée a un meilleur

pronostic (34)(47)(52)(74). Une phase leucémique inaugurale serait au contraire associée a
une survie inférieure (74).

Pour Akyurek et al. (41), la présence d’un réarrangement de MYC dans les DLBCL de
type ABC n'aggrave pas la survie. De méme, I'impact pronostique lié a la présence d'une
t(14,18), quel que soit le type GC ou non-GC, est négligeable.

Pour certains auteurs qui ont étudié récemment I'expression de BCL2 dans les BCLU,

I'nyperexpression de BCL2 est corrélée a un mauvais pronostic (57)(75). Pour d'autres, cette

observation n'existe qu'en presence de réarrangement du gene (figure 16).

Overall Survival
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Figure 16 : Survie globale en fonction de I'expression de BCL2 avec ou sans t(14;18) (36)

Une étude japonaise de Tomita et al. décrit une survie inférieure chez les TH par
rapport aux DH (49). Parmi les DH, ceux associés a un réarrangement de BCL6 seraient de
meilleur pronostic que ceux associé a une t(14;18) (76). Au contraire, une communication
récente trouve une survie similaire pour les SH et les TH. L'étude isole deux groupes plus a
risques : les DH BCL2 et les DLBCL MYCR avec mutation de TP53, ces derniers ayant les
taux de survie les plus médiocres (77).
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Pour démontrer le mauvais pronostic imputable aux doubles translocations et non au
caryotype complexe associé, Le Gouill et al. ont comparé une série de 16 DH avec caryotype
complexe a 22 patients atteints de DLBCL ayant également un caryotype complexe mais sans
réarrangement de MYC ni t(14;18) (1). Les DH affichaient un taux de déces de 100% avec une
médiane de survie de 4 a 5 mois tandis que les autres patients, avec une médiane de suivi de
17,5 mois avaient un taux de déces de 27% (6/22).

D'autres équipes accordent une valeur péjorative propre au caryotype complexe a la
fois dans les DLBCL SH et dans les DH/TH (47).

Récemment, des études sont parues qui ne mettent pas en évidence d’impact
additionnel des secondes et troisiémes translocations. Par exemple, Barrans et al., en 2010,
n’ont pas observé d’effet additionnel du statut de BCL2 sur le pronostic (27). De méme,
Pedersen et al., en 2012, ne trouvent pas différence sur le taux de réponse au traitement et sur
la survie globale & un an entre les DLBCL SH et DH, méme en individualisant les formes de
novo, les syndromes de Richter et les rechutes (46). D'autres auteurs ne notent pas de
différence en terme de survie entre SH et DH/TH (16)(30)(57)(78). Dans la méme lignée,
d'autres (18)(29) décrivent une différence de survie globale et sans événement significative

entre les groupes MYCR et non MYCR méme en excluant les DH.

Au contraire, Green et al. retrouvent un impact péjoratif sur la survie des DH

uniquement (28).

Une étude ameéricaine récente (59) conclut sur les BCLU en les considérant comme
une entité morphologique et phénotypique indépendante, de mauvais pronostic,
indépendamment de I’existence ou non d’anomalies génétiques portant sur les génes MYC,
BCL2 et BCL6. En effet, dans cette série de cas, aucune de ces anomalies, seules ou

combinées, n’est prédictive de la survie et seul I’IPI a un impact significatif.

Quelques équipes commencent a s'intéresser a I'impact pronostique de la nature du
partenaire de translocation de MYC (46)(49).

Dans le travail de Tomita et al. cité ci-dessus, I'étude statistique sur les partenaires de
translocation de MYC ne montre pas de différence de survie entre les translocations t(8;14),
t(2;8) et t(8;22).
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Dans une étude de Pedersen et al. (46), le partenaire de MYC a été identifié pour 14
DH et il s'agit d'un gene des Ig dans moins de la moitié des cas. Chez ces patients, traités par
rituximab, il semble que le pronostic soit moins bon lorsque ce partenaire de MYC est un géne
des Ig (6/6 décédés versus aucun parmi les 8 autres), alors qu'il y a moins de DLBCL
transformés dans la série des partenaires Ig que dans celle des partenaires non Ig. Selon ces
observations, il est probable que les DH dont le partenaire de MYC est un géne autre que ceux
des Ig soient sous-estimés au diagnostic car ils ne semblent pas avoir la présentation clinique
agressive ni les criteres morphologiques et immunohistochimiques conduisant a la recherche
de translocations.

Outre le mauvais pronostic, un réarrangement avec un gene des Ig est corrélé, dans
cette étude, a un index de prolifération cellulaire plus élevé (Ki67 de 93% versus 58% pour
les réarrangements avec un autre gene). Le point de cassure de MYC pourrait donc avoir un
impact sur le taux de prolifération des cellules lymphomateuses. Tomita et al. ont également
trouvé un index de prolifération différent en fonction du type de réarrangement MYC-IG (49).
Plus précisément, l'index de prolifération serait plus important dans les DLBCL DH avec

t(8;14) que dans ceux avec réarrangements MYC-IGK/IGL.

Une autre équipe a travaillé sur le partenaire de translocation de MYC et I'a déterminé
pour 54 cas de DH (de novo et transformés). 1l s'agit d'un gene autre que ceux des Ig dans 24
cas soit 44% des DH de I'étude (34). Ce profil cytogénétigue MYC/non-IG, en plus d'étre
associe comme précédemment a un meilleur pronostic, serait corrélé a une morphologie de

type DLBCL et a une absence d'expression de BCL2 en IHC.

Enfin, de facon inattendue, des équipes rapportent une absence de corrélation entre
survie et réarrangement de MYC mais un impact des translocations de MYC uniquement

lorsqu'elles se font avec un partenaire qui est un géne des immunoglobulines (80).

Devant une hétérogénéité importante inter-centre dans l'interprétation de I'expression
de certains marqueurs tels que BCL6, une équipe a proposé un score "immuno-FISH"
associant la recherche de translocations a I''HC (81). L'association d'au moins 2 des 3
marqueurs de type non-GC (positivite de FOXP1 et/ou IRF4/MUML1, réarrangement de

BCL6) est corrélée a une survie globale inférieure sous R-CHOP, indépendamment de I'IP1.
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2.4. DLBCL avec amplification et hyperexpression de MYC

2.4.1. Amplification de MYC

Il existe des patients pour lesquels les techniques de cytogénétique permettent de
mettre en évidence des gains (généralement 3 a 4 copies) ou des amplifications (plus de 4

copies) de MYC sans que soit retrouvé un réarrangement du gene.

Ces variations du nombre de copies du gene MYC semblent avoir des conséquences
cliniques similaires aux réarrangements chromosomiques, c'est ce qui a été rapporté
notamment par Li et al. (59) qui n‘ont pas relevé de différence de survie entre les 2 types de

patients.

Pour d'autres, ces amplifications seraient corrélées a un mauvais pronostic (33) (59),
guant aux gains, pourtant souvent associés a d'autres altérations génétiques et a une
augmentation des ARN messagers de MYC, ils n'auraient aucun impact pronostic et se
rapprocheraient des DLBCL non MYCR (30).

Quant a I'étude publiée par Testoni, elle retrouve plutdét un mauvais pronostic de ces
anomalies de nombre uniquement lorsqu'elles sont associées a certaines altérations génétiques

particulieres (82).
L'augmentation du nombre de copies du géne MYC a donc également été définie
comme un facteur de mauvais pronostic et serait corrélée a une augmentation de l'activité

transcriptionnelle de MYC (30)(83), indépendamment de la présence de translocations.

De la méme maniére, il est concevable que les variations du nombre de copies des

génes BCL2 et BCL6 aient le méme impact pronostic que leurs translocations (59).
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2.4.2. Hyperexpression de c-myc

L’identification des DLBCL MYCR nécessitant des chimiothérapies intensives n’est
pas possible uniqguement sur la morphologie des cellules et nécessite a ce jour le recours aux

techniques de cytogénétique.

Depuis peu, est testé un nouvel anticorps anti-MYC en IHC (anticorps Y69,
Epitomics®) et de nombreuses équipes tentent de corréler I'expression de ce marqueur aux

caractéristiques cliniques et cytogénétiques des patients (figure 17).
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Figure 17 : Immunomarquage par I'anti-MY C (Photographie : A. Moreau)

Concernant la corrélation entre une hyperexpression de c-myc en IHC et la présence
d'un réarrangement de son gene en FISH, une étude récente a montré que tous les DLBCL
MYCR de novo et transformés avaient une forte expression de c-myc dans plus de 50% des
noyaux (61).

D'autres auteurs ne retrouvent pas cette hyperexpression de c-myc dans tous les
DLBCL MYCR (30)(19) et ce profil en IHC est également observé chez une partie des
patients non MYCR, suggérant I’existence d’autres mécanismes d’hyperexpression de c-myc.
Néanmoins, tous ces DLBCL exprimant fortement c-myc en IHC auraient un profil
transcriptionnel montrant une activation de MYC et une survie globale inférieure, y compris

ceux pour lesquels aucun réarrangement de ce géne n’est retrouve en FISH.

Des conséquences cliniques de I'expression de c-myc seraient observées des un seuil

de 40%, et une expression dans plus de 70% des noyaux serait corrélée a la présence de

40



translocations (84). Dans cette etude, la présence d'un index de prolifération élevé observe
avec l'anti-Ki67 est beaucoup moins spécifique des DLBCL MYCR que I’expression de c-myc
en IHC. Le Ki67 n’est donc pas un bon marqueur décisionnel pour déclencher la réalisation

d'un marquage de c-myc.

D'autres auteurs affirment que le marquage de c-myc en IHC permettrait, avec un seuil
de seulement 10%, de différencier un sous groupe de DLBCL au pronostic trés défavorable,
indépendamment du statut du gene MYC (30).

Dans un autre travail est soulignée une fluorescence cytoplasmique de c-myc en
absence de réarrangement de son gene et au contraire une expression nucléaire lorsqu'il existe
un réarrangement (par exemple dans les BL une fluorescence nucléaire exclusive est observée
dans 88% des cas et une fluorescence dans toute la cellule pour les 12% restants). Cette
observation pourrait étre un bon indice pour déclencher une recherche de réarrangements en
FISH (85).

Dans la méme lignée, plusieurs études affirment aujourd’hui que I’expression de c-
myc et BCL2 serait plus prédictive du devenir des patients que le statut de ces génes en FISH
et il est conseillé a 1’avenir un screening des patients en IHC (55). C'est notamment ce que
décrivent Johnson et al. qui rapportent que seules les hyperexpressions combinées de c-myc et
BCL2 ont un impact sur la survie (86). L'entité des DH est donc en voie de s'étendre aux

DLBCL avec hyperexpression de c-myc et BCL2.

Face a un score IPI moins adapté dans le contexte des DLBCL MYCR, les équipes
tentent de découvrir de nouveaux marqueurs pronostiques plus prédictifs du devenir des
patients. C’est le cas des scores obtenus a partir des résultats d'IHC. Par exemple, 1’étude de
Green et al. propose un score sur 2 points en fonction du niveau d’expression de c-myc et
BCL2 en IHC. Un point est attribué pour une forte expression de chacune de ces 2 protéines
(seuils de 70% pour c-myc, 40% pour BCL2). La population étudiée regroupe 29% de
patients ayant un score de 2 / 2 malgré un taux de DH en FISH de 6% seulement. Une
association significative a un mauvais pronostic est retrouvée pour ces patients. Cette
observation est confirmée dans I’étude de Johnson et al. qui retrouve 21% de patients positifs

pour c-myc et BCL2 en IHC et qui conclut a considérer les hyperexpressions c-myc/BCL2
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comme un marqueur predictif de la survie indépendant de la présence d’un réarrangement de
MYC en technique FISH (86).

Horn et al. ont également étudié a la fois l'incidence et I'impact pronostic des
réarrangements des genes MYC, BCL2 et BCL6 ainsi que le niveau d'expression de leurs
produits en IHC (19). Comme dans les travaux précédents, I'hyperexpression de ces
marqueurs est bien plus fréquente que leurs réarrangements (tableau 9).

Réarrangement en FISH Hyperexpression en IHC
MYC 8,8% 31,8%
BCL2 13,5% 79,6%
BCL6 28,7% 82,8%

Tableau 9 : Incidence des réarrangements et de I'hyperexpression des génes MYC, BCL2 et BCL6 (19)

Dans cette cohorte, une hyperexpression de c-myc est retrouvée chez prés de 70% des
patients MYCR ainsi que chez un peu plus de 30% des patients non MYCR. Le réarrangement
de MYC ressort comme un facteur de risque significatif indépendant sur la survie globale. En
revanche les réarrangements indépendants de BCL2 et BCL6 n'ont pas d'impact significatif sur
la survie. Concernant I'expression en IHC, 3 facteurs de risques significatifs et indépendants
sont mis en évidence : I'hyperexpression de c-myc, l'expression de BCL2 et l'absence
d'expression de BCL6. A partir de ces constatations, des scores de risque basés sur les
résultats en IHC de I'expression de c-myc, BCL2 et BCL6 ainsi que sur les résultats FISH de
MYC sont proposés et permettent de séparer une population a IPI semblable en 2 groupes de

risque différent.

Dans la méme idée, Hu et al. publient des résultats sur le point de bouleverser toutes
les certitudes admises jusqu'a aujourd'hui sur les facteurs pronostiques des DLBCL (13). En
effet, a partir de I'observation d'une plus grande fréquence de coexpression c-myc/BCL2 dans
les DLBCL de type ABC, ils affirment que ce profil double positif (DP) est la cause du
mauvais pronostic lié a ce groupe de lymphomes. Dans cette étude, I'nyperexpression isolée
de c-myc ou BCL2 n'a pas d'impact sur la survie et n'est pas plus associée au type GC qu'au
type ABC (figure 18).
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Figure 18 : Survie globale des DLBCL DP comparée aux non DP (A), des DLBCL exprimant uniquement c-myc
comparée aux doubles négatifs (B) et des DLBCL exprimant BCL2 uniquement comparée aux doubles négatifs (C)

(11).

Lorsque les DP sont exclus, il n'existe plus aucune différence de survie entre les types
GC et ABC et, plus troublant, il n'est plus retrouvé de différence de profil d'expression
génique entre ces 2 groupes. La double positivité c-myc/BCL2 représenterait prés d'un tiers
des DLBCL et serait associée a un mauvais pronostic a la fois dans les DLBCL GC et ABC

quels que soient I'lP1, les réarrangements présents et le statut mutationnel de TP53 (figure 19).
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Figure 19 : Survie globale des DLBCL ABC et GC (A), des DLBCL ABC et GC doubles négatifs (B) et des DLBCL
ABC et GC DP (C) (15).
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3. Objectifs de I'étude
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3. Objectifs de I'étude

Devant toutes les remises et question et l'intérét actuel suscité par les DLBCL MYCR,
ce travail a pour but de décrire les caractéristiques cliniques, biologiques, morphologiqgues,
phénotypiques et cytogénétiques des patients diagnostiqués avec un DLBCL MYCR au CHU
de Nantes entre 2000 et 2012.

Des études de survie seront également effectuées pour tenter de dégager des

caractéristiques influant sur le pronostic de ces patients et déterminer le type de traitement qui

semble le plus efficace.
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4. Patients, matériel et methodes
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4. Patients, matériel et méthodes

4.1.Sélection des patients

Les patients inclus dans cette étude sont des adultes ayant un age compris entre 18 et
80 ans, présentant un lymphome B de haut grade non Burkitt de novo avec réarrangement de
MYC.

Ils ont été sélectionnés a partir du logiciel FMP utilisé au laboratoire de cytogénétique
du CHU de Nantes. Plusieurs recherches a partir de différents mots-clés ont permis de
retrouver les patients diagnostiqués avec un réarrangement de MYC entre le ler janvier 2000
et le 31 décembre 2012. Les mots-clés utilisés dans le champ "diagnostic" ont été "haut
grade”, "Burkitt", "DLBCL" et "LMNH". Une recherche des dossiers pour lesquels "myc" est
employé dans la conclusion a permis de compléter la cohorte de patients.

L'examen des courriers et des résultats anatomopathologiques recueillis grace au
logiciel "Clinicom™ a permis d'obtenir le diagnostic retenu pour les patients suivis au CHU de
Nantes. Pour les patients dont les prélevements avaient étés adressés depuis un centre
hospitalier extérieur, les dossiers ont également été consultés afin de pouvoir les inclure a ce
travail.

Les critéres d'exclusion étaient : un age inférieur a 18 ans ou supérieur a 80 ans, le
diagnostic de BL, un antécédent documenté de lymphome de bas grade (Richter), un dossier

incomplet sur le devenir du patient.

Il n’est bien sir pas exclu qu’il y ait, dans cette série, des patients diagnostiqués
d’emblée lors de la transformation d’un lymphome de bas grade, en particulier un lymphome
folliculaire lorsqu’il existe une t(14;18). Ces patients ne peuvent pas étre différenciés des
véritables DH ou TH de novo que ce soit sur la morphologie, 'IHC, la CMF ou encore sur la

cytogénétique.
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4.2.Recueil des données cliniques et biologiques

Les données retenues pour chaque patient étaient : I'dge au diagnostic, le sexe, les
antécédents personnels, le diagnostic anatomopathologique et le matériel tumoral exploité, le
PS, le stade selon Ann Arbor, I'IPI, les localisations extra-ganglionnaires, le traitement

entrepris et I'évolution.

Les données biologiques recueillies étaient : le taux de LDH, le diagnostic
cytologique, le type de matériel étudié et son pourcentage d'envahissement, les résultats de

cytométrie en flux (CMF) et les résultats de cytogenétique.

4.3.Anatomopathologie

Les analyses immunohistochimiques ont été recueillies pour les patients dont les
prélévements avaient été adressés au laboratoire d'anatomopathologie. Les données relevées
étaient, lorsqu'elles étaient disponibles : le type GC ou non-GC du lymphome, I'expression de
BCL2, BCL6, IRF4/MUM1 et MiBL1. Les seuils de positivités utilisés étaient de 20 a 30%
pour BCL2, BCL6 et MUML1.

Des hybridations supplémentaires en IHC ont été effectuées lorsque du matériel était
encore disponible, notamment des hybridations avec l'anticorps ciblant c-myc (Y69). Le

pourcentage de positivité pour cet anticorps est rendu des un seuil de 10%.

4.4.Analyses de cytogénétique

Entre 2000 et 2012, les caryotypes ont été réalisés en bandes R et différents types de
sondes ont été utilisés pour les analyses de FISH. Pour connaitre le statut réarrangé ou non de
MYC, BCL2, BCL6 et les génes des chaines légeres, des sondes de type break-apart ont été
utilisées. Les réarrangements MYC—IGH et BCL2-IGH ont été recherchés avec des sondes de

type double couleur-double fusion.

Afin de compléter les données de cytogénétique et d'essayer de mettre en évidence le

partenaire de translocation de MYC, des hybridations supplémentaires ont été necessaires.
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Elles ont été réalisées sur différents types de prélevements (sang, moelle osseuse, ganglion,
liquide pleural, liquide céphalo-rachidien) conservés dans du fixateur (mélange composé de
3/4 de méthanol et 1/4 d'acide acétique) et congelés a -20°C.

Les sondes utilisées pour ces manipulations supplémentaires sont des sondes locus
specifiques break-apart pour MYC, BCL2, BCL6, IGH, IGK et IGL (Abbott Molecular®,
North Chicago, USA ou Dako®, Glostrup, Danemark). Une sonde centromérique a également
été utilisée pour le chromosome 8 (CEP8, Abbott Molecular®) ainsi qu'une peinture de
chromosome 3 pour pouvoir affirmer le caractére réarrangé de BCL6 chez 2 patients (Cytocell
Agquarius®, Cambridge, UK).

Le mode opératoire suivi pour la FISH est disponible en annexe 2, les références et la
cartographie des sondes utilisées en annexe 3.

La lecture a été effectuée sur microscope a fluorescence et les formules FISH ont été
établies par comptage de 100 cellules au minimum.

La realisation de marquages associant la sonde CEP8 et les sondes IGH a nécessité
quelques tests de mise au point afin de déterminer les proportions dans le mélange pour
chaque anticorps, le tampon et I'eau. 1l a également fallu tester le programme d'hybridation
(température et durée) pour ces sondes habituellement hybridées séparément et selon un
programme différent.

Le premier mélange testé comprenait : 1uL de sonde CEP8, 0,25uL de sonde IgH,
1uL d'eau et 3,5uL de tampon Vysis. Ce mélange a été dénaturé pendant 4 minutes a 75°C
avant d'hybrider pendant 20 heures a 37°C. Le traitement post-hybridation a été celui décrit en
annexe et habituellement utilisé pour ces sondes. A la lecture, ce premier test ne s'est pas
révélé concluant, la fluorescence rouge trop intense du CEP8 empéchant de visualiser la
sonde IGH.

La technique a donc été testée avec les méme quantités de sonde IGH, de tampon et
d'eau mais avec des quantités inférieures de CEP8 : 0,5uL et 0,25uL. Dans le premier cas
avec 0,5uL de CEPS8, les 2 sondes était visibles mais l'intensité forte du CEP8 rendait encore
la lecture tres difficile. Quant au mélange utilisant 0,25uL de CEPS, il s'est réveélé étre le plus
adapté avec un centromeére toujours bien visible et une visualisation correcte des

2 fluorochromes de la sonde break-apart IGH.
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4.5.Cytométrie en flux

Les immunophénotypages, lorsqu'ils ont pu étre réalises, ont été effectués sur des
cytométres Becton Dickinson© (San Jose, USA). Le FACSCalibur™ (cytometre 4 couleurs) a
été utilisé jusqu'en mai 2006, puis le FACSCanto I ™ (6 couleurs) de juin 2006 a février 2007
et enfin le FACSCanto II ™ (8 couleurs) jusqu'a aujourd'hui.

Les échantillons analysés sont de différentes natures selon la localisation du
lymphome : sang, moelle osseuse, liquide pleural, liquide céphalo-rachidien.

Le panel danticorps utilisé regroupe les marqueurs suivants : CD45, CD19, CD5,
CD10, CD20, CD22, CD23, CD79b, FMC7, chaines légeres des lg, CD38, et pour les plus
récents parfois le CD81 et le CD43.

L'interprétation s'est faite sur les logiciels CellQuest™ Pro (pour les
immunophénotypages effectués sur FACSCalibur) ou FACSDiva™ (pour les
immunophénotypages effectués sur FACSCanto | et 11). Le ciblage de la population cellulaire
d’intérét s'est faite sur la morphologie (taille et structure) puis sur I'expression de CD45 et de
CD19.

Le tableau en annexe 4 comporte les valeurs seuils servant a l'interprétation des
mxdfpour chaque anticorps. La RFI est le quotient de la MFI d'un anticorps pour la population

donnée sur la MFI du contréle négatif pour le fluorochrome associé a cet anticorps.

4.6.Analyse statistique

L'ensemble des données a été recueilli a l'aide d'un e-CRF (pour Electronic - Case
Report Form) sur le logiciel Webtrial (Quanticsoft, Nantes, France). Des extractions au format

Excel ont permis les analyses ultérieures de la base validée.

Les différentes analyses statistiques et analyses de survie ont eté realisees a I'aide du
logiciel GraphPad Prism® (GraphPad Software, La Jolla, USA).

La survie globale a été calculée entre la date de diagnostic et soit la date de décés du

patient, soit le dernier point de suivi. Les courbes de survie ont été tracées selon la méthode de

Kaplan-Meier et comparées entre elles avec le test du Logrank.
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Les analyses de comparaison de variables qualitatives ont été effectuées selon les
effectifs avec le test exact de Fisher ou le test du chi-deux.

L'étude de la distribution des variables quantitatives a été réalisée avec les tests de
Mann-Whitney ou, si plus de 2 groupes devaient étre comparés, avec le test de Kruskal-

Wallis.

Les résultats ont été considérés comme significativement différents pour une p-value
inférieure a 0,05 (P < 0,05).
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5. Résultats

5.1.Patients

La recherche, parmi plusieurs centaines de réponses aux différentes requétes
effectuées sur FMP, a permis de retrouver 126 patients présentant un réarrangement de MYC.
Parmi ceux-ci ont été exclus : 34 enfants de moins de 18 ans et 6 adultes de plus de 80 ans.
L'analyse des dossiers cliniques a ensuite permis d'exclure 44 BL et 5 syndromes de Richter.
Tous les dossiers restants ont pu étre consultés a I'exception d'un, exclu car trop incomplet.

La cohorte étudiée regroupe donc au final 36 patients ayant un DLBCL diagnostiqué
entre le ler janvier 2000 et le 31 décembre 2012 et chez qui a été mis en évidence un

réarrangement de MYC.

5.2.Données cliniques

Les caractéristiques cliniques des patients ainsi que leur traitement et leur devenir sont
présentés dans le tableau situé en annexe 5. Les patients étudiés ont un 4ge médian de 65,2
ans avec un age minimum de 36,5 ans et un 4ge maximum de 76,7 ans. Il existe une

prédominance masculine avec un sex ratio de 1,6.

Au diagnostic, les facteurs de mauvais pronostic sont fréquents. Le PS est supérieur a
2 dans 31% des cas, seuls 2 patients ne sont pas diagnostiqués au stade IV selon Ann Arbor
(94,4% de stades 1V) et seul un cas n'a pas un taux de LDH élevé au diagnostic (97% des cas :
taux de LDH supérieur a la normale).

Les localisations extra-ganglionnaires (LEG) sont présentes dans 94% des cas (34/36),
il existe un envahissement médullaire dans 77% des cas et une atteinte méningée dans 36%
des cas. Les autres localisations retrouvées parmi ces patients sont pleurales (5 cas),
abdominales (5 cas), spléniques (5 cas), hépatiques (4 cas), rénales (3 cas), cutanées (3 cas),
surrénaliennes (2 cas), intestinale (1 cas), ovarienne (1 cas) et testiculaire (1 cas).

En prenant en compte ces données, 5 patients ont un IPI intermédiaire faible, 11 un IPI

intermédiaire haut et 16 un IPI haut. Le taux de LDH n'est pas connu pour une des patientes,
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et ne permet donc pas de calculer I'lPI précisément : celui-ci est intermédiaire avec un score
de 2 ou 3.

Parmi les 34 patients pour lesquels les antécédents personnels ont pu étre analysés en
détail, aucun ne présente de déficit immunitaire ou d'infection. Une exposition a I'amiante est
signalée pour 3 d'entre eux et 2 autres ont un antécédent de tumeur solide en rémission
complete : cancer du sein traité par radiothérapie et exérése chirurgicale pour I'un, carcinome

du voile du palais traité par chimiothérapie pour l'autre.

Les chimiothérapies mises en ceuvre sont variables et font appel selon les cas a des
polychimiothérapies classiques ou a des traitements plus intensifs similaires & un traitement
de BL. Parmi les 36 patients, 2 n'ont recu qu'un traitement palliatif et 2 autres n‘ont recu
gu'une cure de COP ou R COP puis sont décédés avant de pouvoir commencer
I'administration d'autres protocoles chimiothérapeutiques. Les chimiothérapies proposées
associent donc des traitements standard de lymphomes comme les polychimiothérapies de
type CHOP, R CHOP, DHAP, DHAC, R DHAC, MTX ou GEMOX pour 13 patients et des
traitements standard de lymphomes agressifs de type COPADEM, R COPADEM, R CEEP,
MTX ARAC, CYM, CYVE ou R CYVE pour 18 patients. Le rituximab a été utilisé chez 28
d'entre eux. Le type de chimiothérapie recue entre le COP et l'autogreffe pour le patient n°1
n'a pas été retrouve. Enfin, 12 patients ont recu une greffe de CSH en premiére ligne de

traitement (6 autogreffes, 3 allogreffes, 3 autogreffes puis mini-allogreffes).

L'évolution du lymphome MYCR a éte fatale pour 31 des 36 patients avec une survie
globale allant de 9 jours a 32,1 mois pour une médiane 5,9 mois. Les 5 autres patients sont
encore en vie au terme d'un suivi allant de 14,4 a 81,6 mois pour une médiane de 29,5 mois.
Ces patients sont en rémission compléte a la date des derniéres nouvelles pour 4 d'entre eux,
le cinquiéme étant en rechute aprés une premiéere rémission compléte et une survie sans

événement d'environ 77 mois.

Parmi les 32 patients traités, 20 ont pu atteindre une rémission partielle ou compléte
avant de rechuter précocement pour 13 d'entre eux. Les 12 autres patients ont été en echec de
traitement avec une progression de la maladie sous chimiothérapie. Le taux de réponse, au

moins partielle et temporaire, au traitement dans cette étude est donc de plus de 60%.
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Pour cette cohorte de patients, comme précedemment décrit pour ce type de DLBCL,
il n'existe pas de corrélation entre I'lPI et la survie (P = 0,40). Il en est de méme en utilisant
I'IPla pour les patients de moins de 60 ans, bien que la courbe semble un peu plus prédictive.
Cette réévaluation permet de reclasser 5 des 14 patient concernés dans un groupe de risque
plus elevé (figure 20, P = 0,11).
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Figure 20 : Survie globale en fonction du risque calculé par I'IP1 et I'lPla

Les caractéristiques cliniques que sont le PS, I'envahissement médullaire ou méningé
et le nombre de localisations extra-ganglionnaires n'ont aucune lien significatif avec la survie
(figures 21 et 22). En particulier, les patients encore en vie au terme du suivi n'ont pas
forcément des caractéristiques de bon pronostic : 2 ont un PS supérieur a 2 au diagnostic, 3

ont plus de 2 localisations extra-ganglionnaires, 4 ont une atteinte médullaire et 3 une atteinte
méningée.
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Figure 21 : Survie globale en fonction du PS et en fonction du nombre de localisations extra-ganglionnaires (LEG)
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Figure 22 : Survie globale en fonction de I'envahissement médullaire (MO) et en fonction de I'envahissement méningé
(SNC).

L'analyse de I'impact d'un envahissement médullaire pour un méme IPl montre une

différence significative uniquement pour les patients ayant un IPI haut, sous réserve des
effectifs faibles (figure 23).
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Figure 23 : Survie globale en fonction de la présence (MO+) ou non (MO-) d'un envahissement médullaire pour un
IPI identique. A : IPI haut. B : IPI intermédiaire haut.

En revanche, l'analyse statistique de la survie selon 2 groupes d'age montre une
différence significative pour un seuil fixé a 65 ans (figure 24). Ce seuil a été choisi car il
correspond a la médiane d'age au diagnostic des patients et permet donc de séparer la cohorte
en 2 groupes de populations égales. La médiane de survie est alors de 9 mois pour les patients
de moins de 65 ans versus 5,1 mois pour les patients plus ages (P = 0,028). Il est a noter que
les 5 patients encore en vie ont tous moins de 65 ans. Les taux de survie globale a 1 et 2 ans

sont respectivement de 39% versus 11% et 25% versus 5,5%. Ces différences de survie ne
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sont pas significatives ni pour un age seuil fixé a 60 ans, tel qu'il I'est dans I'lP1, ni pour un
age seuil fixé a 70 ans (P = 0,12).
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Figure 24 : Survie globale selon I'age (seuils de 60 ans (A) et 65 ans (B))

Pour savoir si ce seuil de 65 ans donne de nouveau une significativité a I'lPI, I'IPla a
été élargi et recalculé pour tous les patients de moins de 65ans (IP1a%). Cette révision de I'lPI
au profit de I'lP1a°® pour les patients agés de 60 & 65 ans ne modifie pas leur groupe de risque

intermédiaire haut ou haut. La courbe de survie reste donc strictement identique a celle
utilisant I'lPla.

Afin de comprendre pourquoi les patients de plus de 65 ans ont une survie globale
inférieure, les différents facteurs de risque cliniques ont été analysés en comparaison avec les
patients de moins de 65 ans.

La comparaison des proportions de patients ayant un envahissement médullaire, un
envahissement méningé, des localisations extra-ganglionnaires multiples ou un PS supérieur
a 2 ne montre pas de différence significative entre patients de plus de 65 ans et patients de
moins de 65 ans (figure 25). Au contraire, hormis pour I'envahissement médullaire, tous ces
facteurs de risque semblent plus rares pour les patients de plus de 65 ans. Le stade selon Ann
Arbor et le taux de LDH étant élevés pour presque tous les patients, la comparaison statistique
en fonction de I'age est inutile.
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Figure 25 : Comparaison de I'incidence en fonction de I'age : A - Envahissement médullaire (MO), B - Envahissement

méningé (SNC), C - localisations extra-ganglionnaires (LEG) et D - PS.

Bien que tous ces criteres qui intégrent le calcul de I'IP1 soient plutét moins présents
chez les patients de plus de 65 ans, leur IPI semble tout de méme plus éleve probablement a
cause du calcul en en lui méme qui attribue des points supplémentaires en prenant en compte

I'dge et le nombre de localisations extra-ganglionnaires (figure 26).
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Quant au traitement, bien que ce soit probablement lié au faible nombre de patients, il
n'y a pas de différence significative entre les proportions de patients traités par chimiothérapie
standard versus chimiothérapie intensive selon I'age (figure 27A). 1l en est de méme pour le

rituximab qui est utilisé largement quelle que soit la classe d'age (figure 27B).
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Figure 27 : Répartition du type de traitement standard versus intensif (A) et avec ou sans rituximab (B) selon I'age.

En revanche, et de facon logique, la greffe de CSH ne concerne que des patients agés

de moins de 65 ans et représente 12 patients sur les 18 de cette classe d'age.

Comme précisé précédemment, 28 des 31 patients traités ont recu une
polychimiothérapie associée a du rituximab. Les courbes de survie globale comparées avec et
sans rituximab montrent une différence de survie significative bien qu'il n'y ait que 3 patients
dans le bras sans rituximab (P = 0,028). Les médianes de survie avec et sans rituximab sont

respectivement de 8,8 et 2,6 mois (figure 28).
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Figure 28 : Comparaison de la survie globale avec et sans rituximab

La survie globale a ensuite été analysée en fonction du type de traitement : standard ou
intensif, puis chacun de ces types de traitement a été comparé seul ou associé a une greffe de
CSH.
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La comparaison traitement standard versus traitement intensif en considérant toute la
population de patients n'est, étrangement, pas significative et les courbes sont méme quasi
identiques. Pourtant, en incluant a cette eétude de survie globale les patients de plus de 65 ans
précédemment qualifiés de plus mauvais pronostic et, ces mémes patients étant a la fois moins
souvent traités par chimiothérapie intensive et jamais greffés, il aurait été légitime de
s'attendre & une nette supériorité du traitement intensif versus traitement standard. Cette

courbe souligne encore le mauvais pronostic de la pathologie quel que soit le traitement
instauré (figure 29A).

En séparant les patients selon les tranches d'ages habituelles (plus ou moins de 65 ans),
il n'y a pas de non plus de supériorité significative de I'un ou l'autre des traitements. De fagon
surprenante, les patients de plus de 65 ans recevant un traitement standard sembleraient méme
survivre plus longtemps (médiane de survie de 7,4 mois) que ceux sous chimiothérapie
intensive (médiane de survie de 2,9 mois) (figure 29B), probablement en raison d'une moindre
résistance aux toxicités. De plus, les 5 patients de cette catégorie d'age ayant atteint une

rémission compléte a un moment donné ont tous été traités par chimiothérapie standard.
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Figure 29 : Comparaison de la survie globale en fonction du type de traitement dans la cohorte entiere (A) et chez les
patients de plus de 65 ans (B)

Pour les 4 patients de moins de 65 ans traités et non greffés, la différence entre
traitement standard et intensif n'est pas non plus significative (P = 0,65) mais on observe des
médianes de survie respectives de 3,9 et 7,5 mois, avec cette fois-ci une tendance a un

avantage de survie sous traitement intensif.
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La comparaison de la survie globale entre patients greffés quel que soit le type de
greffe et patients non greffes n'a d'intérét que chez les patients de moins de 65 ans. En effet,
cette étude sur la cohorte globale reviendrait plus ou moins a comparer de nouveau les

patients selon leur age, les deux tiers des patients étant greffés dans le bras de moins de 65 ans
et aucun dans le bras de plus de 65 ans.

Chez les patients de moins de 65 ans, la différence greffe versus non greffe en terme
de survie globale est tres significative (P = 0,016). Les 5 patients vivants au terme du suivi ont
dailleurs été greffés. La greffe apporte un bénéfice avec une médiane de survie de 18,4 mois
versus 5,7 pour le bras non greffé (figure 30A). Cette observation est renforcée par une survie

similaire des patients non greffés quel que soit leur age avec des courbes de survie qui se
confondent (figure 30B).
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Figure 30 : Comparaison patients greffés versus non greffés chez les moins de 65 ans (A) et comparaison de la survie
des patients non greffés selon leur age (B)

L'étude du type de greffe employé ne montre pas de différences significatives,
probablement & cause du trop faible nombre de patients observés (figure 31). Néanmoins,
pour ces quelques patients, la survie semble meilleure lors de la réalisation d'une séquence de
traitement autogreffe plus mini-allogreffe qu'avec une autogreffe seule ou une allogreffe
d'emblée. Dans ce bras autogreffe plus mini-allogreffe, 2 des 3 patients sont encore en vie au
terme d'un suivi de 14,4 et 29,8 mois. La mediane de survie du groupe des allogreffés n'est
que de 5,9 mois versus 18,4 mois pour celui des autogreffés. Neanmoins, la patiente encore en
vie au terme de prés de 7 ans de suivi a été allogreffée d'emblée.
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Figure 31 : Survie globale en fonction du type de greffe de CSH

Lorsque I'on compare la survie entre un groupe traitement standard seul ou associé a la
greffe, la greffe semble la encore apporter un avantage de survie. Malgré un P non significatif,
les médianes de survie sont respectivement de 24,7 et 7,1 mois pour les patients greffés et non
greffés (figure 32). 1l est a noter que le seul patient de moins de 65 ans non greffé dans ce
groupe de traitement standard a une survie de 3,9 mois contre une médiane de 24,7 mois pour

les 3 patients autogreffés du méme groupe, ce qui renforce la encore le réle de la greffe.
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Figure 32 : Impact de la greffe associée a un traitement standard chez les patients de tous ages

Dans le groupe de traitement intensif, lorsque I'on compare les 3 patients de moins de
65 ans ayant eu une chimiothérapie seule a ceux ayant eu, en plus, une greffe de CSH, la
difference de survie n'est pas significative non plus (figure 33). Cependant, les médianes de
survies respectives de 45,4 mois pour le bras greffé contre 7,5 mois pour le bras non greffée
sont assez parlantes. Avec 50% de survie a un an, ce groupe traitement intensif associé a une
greffe de CSH est celui donnant les meilleurs résultats.

62



100+

S so- —+ Intensif + greffe (n= 8)
8 =+ Intensif seul (n=3)
S 60-
E B
]
O 40
()
2
(/3) 20+
P=0,15
0

0O 10 20 30 40 50 60 70 80
Survie globale (mois)

Figure 33 : Impact de la greffe associée a un traitement intensif chez les patients de moins de 65 ans
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5.3.Anatomopathologie

Des prelevements ont été adressés dans un laboratoire d'anatomopathologie pour 26
patients de la cohorte, permettant de poser dans la plupart des cas le diagnostic de DLBCL ou
de BCLU. Les dossiers des patients pour lesquels il restait du matériel exploitable au CHU de
Nantes ont pu étre complétés, notamment par la réalisation de lI'immunomarquage de c-myc

en IHC. Les résultats sont consultables en annexe 6.

Le type de DLBCL a pu étre déterminé pour 14 patients. 1l s'agit dans la majorité des
cas de DLBCL de type GC (12/14). CD10 est donc positif dans la plupart des cas ainsi que

BCL6. Le marqueur MUML1 quant a lui est le plus souvent négatif.

L'expression de BCL2 est positive dans 12 des 18 cas pour lesquels elle est connue.

L'index de prolifération estimé grace au MiB1 est supérieur a 50% pour les 16 patients
pour lesquels ce marquage a été effectué. La pathologie est le plus souvent tres proliférante

avec une positivité supérieure a 80% pour 13 cas sur 16.

Le marquage anti-MYC a pu étre effectué pour 10 patients mais n'est pas interprétable
pour 2 d'entre eux. Pour les 8 restants, I'expression de c-myc est toujours positive avec un

minimum de 30% pour 2 patients, les 6 autres étant supérieurs a 70%.

La survie globale des 12 patients GC et des 2 patients non-GC est la méme avec des

médianes de survie similaires, respectivement de 8,4 et 9,1 mois.

L'étude de I'impact de I'expression de BCL2 n'est pas significative faute d'un effectif
suffisant. Cependant, il semble gu'il y ait un léger avantage de survie au profit des patients

BCL2 négatifs (figure 34). Les médianes de survie sont de 7,4 mois et 12,1 mois.

L'index de prolifération Ki67 étant supérieur a 50% pour tous les patients chez
lesquels il a été réalisé, la survie a été comparée entre les 3 patients pour lesquels il est
inférieur a 80% et les 13 autres. Il n'y a pas dans cette cohorte de plus mauvais pronostic au-
dela d'un seuil de Ki67 de 80% (P = 0,34).
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Figure 34 : Impact de I'expression de BCL2 sur la survie

De méme, I'expression de c-myc n'est pas corrélée a la survie pour le seuil de 40%
proposé par Thieblemont et al. (84). Ce marqueur étant assez fort chez tous les patients de la
cohorte, il n'est pas possible d'étudier la corrélation entre la survie et le seuil de 10%
récemment proposé par une autre équipe (30). Cependant, si I'expression de c-myc devait étre
un argument décisionnel pour la recherche de réarrangements de MYC, il faudrait d'apres cette
cohorte proposer un seuil assez bas, 2 des 8 patients étudiés ayant une expression de ce
marqueur autour de 30%.

Un marquage associé de c-myc et BCL2 n'a été réalisé que pour 8 patients. La
comparaison entre les 6 patients ayant une coexpression c-myc/BCL2 et les 2 patients
n'exprimant que c-myc est donc difficile. Il est simplement possible d'observer les médianes
de survie qui sont respectivement de 10,7 et 6,5 mois pour les patients n'exprimant que c-myc
et ceux coexprimant a la fois c-myc et BCL2 (P = 0,77).
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5.4.Cytogénétique

Les données de cytogénétique auxquelles s'intéresse cette étude sont les résultats de
FISH pour MYC, BCL6 et la t(14;18), le caryotype et la recherche du partenaire de
translocation de MYC. En associant une ré-analyse détaillée des images de caryotypes et de
FISH réalisés au diagnostic a des hybridations complémentaires en FISH, les dossiers de
cytogénétique ont été complétés au maximum des possibilités (résultats en annexe 7). En
effet, lorsque la disponibilité du matériel le permettait et que, en fonction des premiers
résultats, des manipulations supplémentaires pouvaient s'avérer judicieuses pour apporter les
précisions recherchées, celles-ci ont été effectuées. Des images des différents types de
configurations observées pour les sondes break-apart sont insérées sur la figure 35.

B C

Figure 35 : Exemples de configuration pour des sondes break-apart.
A : Sonde BCLS6. 2 fusions : absence de réarrangement (patiente n°21)
B : Sonde MYC. 1 fusion, 1 orange, 1 vert : réarrangement d'un géne (patiente n°3)

C : Sonde IGL. Absence de fusion, 2 oranges, 2 verts : 2 génes réarrangés (patient n°10)

Dans la cohorte, les 24 patients pour lesquels le caryotype est interprétable ont un
caryotype complexe. Parmi ces 24 patients, il y en a 5 pour lesquels la grande complexité des
anomalies présentes ne permet pas d'établir une formule cytogénétique. Cing autres patients
ont fait I'objet d'une tentative de caryotype qui s'est soldée par un échec en raison d'une
absence de mitoses observables. Pour les 7 cas restants, les caryotypes n'ont pas pu étre
réalisés faute de matériel disponible pour la mise en culture. Ces derniers patients ont en effet
été étudiés, sur des lames d'apposition transmises par les laboratoires de cytologie ou
d'anatomopathologie, permettant la realisation d'hybridations en FISH uniquement. Pour les
patients n°3 et 22, bien que les caryotypes n‘aient respectivement pas été réalisés ou aient
échoué, la présence d'un profil TH permet de leur attribuer un caryotype complexe. De méme

pour le patient 14 chez qui il existe des réarrangements de MYC et IGK ainsi que la perte d'un
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signal pour BCL2 et IGL. Les caryotypes complexes représentent donc au minimum 27

patients sur les 36 étudiés (75%), et probablement beaucoup plus.

Les anomalies retrouvées en dehors des altérations logiquement présentes sur les
chromosomes 2, 3, 8, 14, 18 et 22 sont variables. Certaines sont un peu plus récurrentes et les
chromosomes les plus touchés sont les chromosomes 1, 4, 6, 7, 9, 11 et 13 (trisomies,
additions, délétions, duplications, translocations selon les cas). Aucune délétion 17p du géne
TP53 n'a été mise en évidence parmi les caryotypes dont la formule cytogénétique a pu étre

établie.

Concernant la technique FISH, des résultats complets pour la t(14;18), MYC et BCL6

ont pu étre obtenus suite a des hybridations complémentaires pour 35 des 36 patients.

Pour le cas n°2, la cellularité du matériel restant étant insuffisante, la FISH réalisée a
été un échec. Le laboratoire d'anatomo-pathologie ne disposant pas non plus de matériel, le
statut de BCL2 et BCL6 reste donc indéterminé. Néanmoins, pour cette patiente, la présence
d'anomalies au caryotype sur les loci 3(q25-26) et 14(g32) laisse a penser gu'il sagit

probablement d'un DH voire d'un TH.

Pour les 35 autres cas, la FISH a permis de mettre en évidence 9 cas de SH, 17 cas de
DH et 9 cas de TH. Parmi les 17 cas de DH, 12 ont une t(14;18) et 5 un réarrangement de
BCL6 associés au réarrangement de MYC. Les DH et TH représentent donc 72% des DLBCL
MYCR de novo de cette cohorte. Parmi ces DH et TH, il y a 46% de DH BCL2, 19% de DH
BCL6 et 35% de TH.

Le partenaire de translocation de MYC a pu étre identifié pour 23 patients.
L'observation du caryotype et des mitoses en technique FISH a permis d'affirmer qu'il s'agit
d'un géne des Ig dans 17 cas. Les hybridations complémentaires réalisées pour les besoins de
ce travail ont également permis d'identifier le partenaire comme étant un géne non-Ig pour 6

patients supplémentaires.

Pour le patient n°5, le marqueur de chromosome 8 incluant le gene MYC est situé sur
un grand chromosome pouvant correspondre a un chromosome 2 (et non a un chromosome 8

ou un 22). La sonde 2pll encadrant le géne de la chaine légere kappa a donc été testée.
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L'absence de réarrangement du géne IGK a amené a conclure a la présence d'une translocation
de MYC avec un géne non-Ig.

Concernant les patientes n°7 et n°28, le méme profil est observé. Une premiére
hybridation avec un mélange CEP8-IGH a d'abord permis d'exclure la t(8;14) puisqu'il
n'existe qu'un seul gene IGH réarrangé dans chaque cellule et que celui-ci est impliqué dans la
t(14;18). Le test complémentaire des sondes IGK et IGL a permis de conclure a une
translocation de MYC avec un gene non-lg, les 2 sondes des chaines légeres ne montrant pas
de réarrangement.

Pour le patient n°8, I'observation des mitoses avec le marquage CEP8-IgH a montré
que les fragments de chromosomes 14 réarrangés ne se situaient pas sur les chromosomes 8
(figure 36). Les chromosomes 2 et 22 étant normaux au caryotype, le gene impliqué dans le

réarrangement avec MYC est donc un géne différent de ceux des Ig.

Figure 36 : Marquage CEP8-IgH (patient n°8)

Les 2 chromosomes 8 sont repérés grace aux
CEPS8. Il y en plus : un IgH normal (fusion), un IgH
réarrangé (1 orange + 1 vert) et un dérivé de

Qg weg  chromosome 14 supplémentaire (1 orange).

/e
Orange IgH

Aucun fragment de chromosome 14 n'est situé sur un
a

chromosome 8.
Orange IgH

La configuration du noyau interphasique en haut a

gauche semble étre la méme.

De méme pour le patient n°11, aprés avoir éliminé la t(8;14) en technique FISH, c'est
I'observation de chromosomes 2 et 22 au caryotype qui permet de conclure a un partenaire
non-Ig.

Pour la patiente n°17, il n'y avait pas de réarrangement ni d'IGH, ni des chaines légéres

en technique FISH.

Les hybridations effectuées pour 6 autres patients n'ont pas permis de conclure sur la

nature du partenaire de MYC.
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Par exemple, pour la patiente n°3 porteuse d'un TH, I'nybridation CEP-IGH a montré
un réarrangement de 2 génes IGH dans 45% des cellules. Bien que les génes IGK et IGL ne
soient pas transloqués, en raison de I'absence de mitose, il est impossible de conclure sur la
présence d'un t(8;14). Effectivement, pour cette patiente, un gene IGH est impliqué dans la
t(14;18) mais le deuxiéme peut étre associé a MYC, a BCL6 ou bien encore a un autre géne.

Pour le patient n°10, I'nybridation CEP8-1GH a permis d'exclure la t(8;14), le seul IGH
réarrangé étant impliqué dans la t(14;18) mais malgré I'observation d'un IGL normal et d'un
IGK réarrangé dans une proportion similaire a la proportion de réarrangement de MYC, il est
impossible d'affirmer la t(2;8) en absence de mitoses observables.

De méme pour le patient n°14 porteur d'un profil SH, il n'a pas été retrouvé de
réarrangement IGH et I'analyse des chaines Iégeres a montré la perte d'un signal pour IGL et
un réarrangement de IGK dans 76% des cellules. Malgré cette proportion de cellules
réarrangées proche de la proportion déterminée pour MYC (82%), I'absence de mitose ne
permet pas de conclure formellement a la présence d'une t(2;8).

Pour le patient n°20, malgré I'observation d'un réarrangement du gene IGH,
I'incohérence entre le nombre de signaux observés sur les nouvelles analyses et le nombre de
signaux présents au diagnostic fait suspecter un échantillon inadapté pour la suite des
investigations.

Pour les 2 autres patients testés (n°2 et 22), l'envahissement trés insuffisant des

prélevements congelés n'a pas permis de conclure.

Faute de matériel disponible, 7 patients n'ont pas pu faire I'objet de techniques
complémentaires pour la recherche du partenaire de translocation de MYC.

Le retentissement des caractéristiques cytogenétiques sur la survie a été éetudié en
séparant les patients en différents groupes. La comparaison de répartition de I'dge au
diagnostic pour les profils SH versus DH/TH ne montre pas de différence et en particulier pas
de moyenne d'age plus importante dans le groupe des réarrangements multiples DH/TH
(figure 37A). En individualisant chaque type de réarrangement multiple : DH BCL2, DH
BCL6 et TH, la répartition des ages au diagnostic reste la méme pour tous les groupes
(figure 37B) et tous les profils MYCR sont representés quel que soit I'dge. Contre toute

attente, ce sont méme les SH qui sont le moins représentes chez les patients les plus jeunes.
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Figure 37 : Distribution des ages selon le profil MYCR SH versus DH/TH (A) et selon le profil MYCR détaillé (B)

De méme, pour chacune des 2 classes d'ages précédemment définies, il n'y a pas de
différence dans la répartition des profils MYCR. Les patients de moins de 65 ans comportent 4
SH, 6 DH BCL2, 4 DH BCL6 et 4 TH ce qui est superposable aux patients de plus de 65 ans
qui comportent 5 SH, 6 DH BCL2, 1 DH BCL6 et 5 TH.

L'étude des courbes de survie en fonction des réarrangements présents ne montre pas
de différence significative sur la cohorte globale (figure 38). Chaque bras : SH, DH BCL2,
DH BCL6 et TH comporte au moins un patient encore en vie au terme du suivi. Cependant,
lorsque I'on s'intéresse aux médianes de survie, elles sont plus faibles pour les DH BCL2 et les

TH (respectivement 3,5 et 4,9 mois) que pour les SH et DH BCL6 (respectivement 9,3 et
7,5 mois).
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Figure 38 : Survie selon le profil MYCR SH vs DH/TH (A) et selon le profil MYCR détaillé (B)

L'individualisation des patients en groupes de traitement homogenes ne montre pas
non plus de différence de survie significative entre les différents profils de réarrangement de

MYC. Ceci est illustré par la figure 39 pour les patients traités par chimiothérapie associée au
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rituximab et par la figure 40 pour les patients greffés. Dans le groupe des patients traités par
chimiothérapie seule, hormis une médiane de survie légerement supérieure pour les SH et les
DH BCL6 (respectivement 9 et 6,7 mois) que pour les DH BCL2 et les TH (5,2 mois et 4,9
mois), il n‘apparait pas de différence entre les groupes. La séparation de ces groupes selon le
type de traitement standard ou intensif est difficile compte tenu du faible nombre de patients
(figures 39 B et C). De facon étrange, les medianes de survie sont similaires quel que soit le
traitement pour les SH et les DH BCL6 avec méme un léger avantage pour le traitement
intensif, alors que celles associées aux DH BCL2 et aux TH sont moins élevées lorsqu'un
traitement intensif est instauré. Cependant, compte tenu du trés faible effectif présent dans

chaque bras, il est difficile de conclure sur ces observations.

100- 100+ 100
- —— SH (n=6) _ — SH(n=2) . — SH (n=4)
& 80 — DHbcl2 (n=4) & 801 —=— DH bcl2 (n=3) 8 804 — DHbcl2 (n=1)
8 o —— DH bcl6 (n=2) 3 © —— DH bcl6 (n=2) 8 — DHbel6 (n=1)
2 — TH (n=4) g — TH0=2) 2™ — TH(=2)
S a0 3 4 3
o 2 2
> > >
2 A z | z
g 2 \_l g 2 B g 20 C
o T T P =078, 0 T T =078 0 r T P=033
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40 0 5 10 15
Survie (mois) Survie (mois) Survie (mois)

Figure 39 : Survie en fonction du profil MYCR pour des groupes de traitement homogénes.

A : Toutes chimiothérapies + rituximab. B : Chimiothérapie standard + rituximab. C : Chimiothérapie intensive +
rituximab.

Pour les patients greffés, l'avantage de survie semble revenir, encore une fois, aux SH
et aux DH BCL6 avec des médianes de survie respectives supérieure a 16,6 mois et égale a
24,7 mois contre 12,1 et 9,1 mois pour les DH BCL2 et les TH (figure 40).
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Figure 40 : Survie des patients greffés en fonction de leur profil MYCR.

Concernant I'étude des caracteristiques cliniques que sont I'envahissement méningé,

I'envahissement médullaire, le nombre de localisations extra-ganglionnaires, le PS et I'IP1 en
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fonction du profil MYCR, il n'existe pas non plus de différence statistiquement significative

entre les différents groupes cytogénétiques.

Néanmoins, lorsque lI'on observe chacune des courbes, sauf pour I'envahissement

médullaire qui est similaire dans tous les groupes, des tendances semblent exister (figures 41

et 42). Concernant I’envahissement méningé, il semble plus fréquent dans les groupe DH

BCL2. De méme, le nombre de localisations extra-ganglionnaires apparait plus important dans

ce groupe. Les TH quant a eux semblent se détacher et se rapprocher des DH BCL2 au niveau

du PS et de I'IPI. Les SH et DH BCL6 paraissent, a chaque fois, avoir des caractéristiques

cliniques similaires et moins séveres que les 2 autres groupes. Ces marqueurs d'agressivité

clinique plus sévéres pour les DH BCL2 et les TH concordent avec I'observation de médianes

de survie inférieures a celles des autres profils cytogénétiques.
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Nombre de localisations
extraganglionnaires

B LCR+
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SH DHbcl2  DHbclé TH
Profil mycR
C .
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Figure 41 :

Profil mycR
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Caractéristiques cliniques selon le profil MYCR. A : envahissement méningé, B

médullaire, C : nombre de localisations extra-ganglionnaires, D : PS.
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Figure 42 : IPla selon le profil MYCR.

Le partenaire de translocation de MYC a été déterminé chez 23 patients et s'avere étre
le gene IGH pour 11 patients (48%), IGK pour un patient (4%), IGL pour 5 patients (22%) et

un géene autre qu'un géne des Ig pour 6 cas (26%).

Lorsque I'on classe les differents types de translocations de MYC en fonction de I'age
des patients, il apparait une proportion plus importante de t(8;14) chez les patients de moins
de 65 ans (64% versus 33%) (figure 43). Cette diminution de la proportion de translocations
classiques MYC-IGH chez les plus de 65 ans se fait au profit d'une augmentation de la
proportion de réarrangements impliquant les genes des chaines Iégeres ou un gene autre qu'un

géne des Ig (33% versus 18% pour les moins de 65 ans).

3 Nonlg
3 (8;22)
1313 1(2:8)

t(8;14)  t(2;8)  t(8;22) Nonlg @@ s14) Po02

104

< 65 ans 64% 9% 9% 18%

Nombre de patients

>65ans 33,3% 0% 33,3% 33,3%

< 65ans > 65ans

Figure 43 : Proportions de chaque type de translocation selon I'age et représentation graphique.

Lorsque I'on compare la survie globale entre ces 4 groupes de translocation, elle n'est
pas différente de facon significative (figure 44). On peut simplement noter les médianes de
survie qui sont de 9,1 mois pour la t(8;14), 7,7 mois pour le seul patient ayant une t(2;8), 4,9
mois pour la t(8;22) et 5,4 mois pour les translocations MYC-nonlG. Cette tendance n'est pas

modifiée méme en séparant les SH, les DH ou les TH.
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Figure 44 : Survie globale en fonction du géne partenaire de MYC

Quel que soit le groupe d'age concerne, le groupe le plus favorable est celui de la
t(8;14) qui affiche des médianes de survie plus élevées que les autres partenaires de MYC.
Chez les patients de moins de 65 ans, la différence de médiane de survie est un peu plus
importante lorsque I'on regroupe les partenaires de MYC en 2 catégories Ig versus non Ig avec
des chiffres respectifs de 9,1 et 4,9 mois. Les médianes de survie de ce groupe pour les
catégories IgH versus non IgH sont de 9,1 et 6,8 mois. Quant aux patients de plus de 65 ans,
ils n‘ont pas de médiane de survie différente si on les sépare selon le type de translocation Ig
et non Ig (5,2 versus 5,8 mois). La différence est un peu plus marquée entre IGH versus non

IGH avec des médianes de survie de 7,4 versus 4,9 mois.

De méme que pour la survie, les réarrangements associés a celui de MYC et la nature
de son partenaire de translocation n'ont pas d'impact significatif sur le taux de rémission
compléte (P =0,91 pour la comparaison selon le profil SH, DH et TH, P = 0,56 pour la

comparaison selon le partenaire impliqué dans la translocation).

Si l'on s'intéresse a la nature du partenaire de translocation de MYC en fonction du
profil SH, DH BCL2/BCL6 ou TH, il ne ressort pas de différence majeure. Les seuls faits
remarquables sont I'absence de partenaire non Ig dans le groupe des SH et la plus grande
fréquence de partenaires autres qu'lgH dans le groupe des TH. Le partenaire de MYC ne
permet cependant pas d'expliquer la sévérité des DH BCL2 comparés aux SH et DH BCL6
(figure 45).
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Figure 45 : Partenaire de MYC en fonction du profil SH, DH ou TH

L'analyse de la survie en fonction du partenaire de MYC selon des groupes de

traitement homogeénes n'est pas réalisable en raison du trop faible effectif de la population.

Les données d'IHC ont également été comparées au profil cytogénétique. Ainsi,
I'nyperexpression de BCL2 apparait, de facon logique, bien plus fréquente lorsqu'il existe une
translocation du géne (dans les DH BCL2 et les TH), mais existe également en absence de
réarrangement évident de BCL2 (figure 46A). Cependant, la courbe de survie en fonction de
I'expression de BCL2 et en absence de réarrangement de son géne ne montre aucune
différence entre les patients exprimant fortement BCL2 et ceux ne I'exprimant pas
(figure 46B). Ceci est en faveur d'un mauvais pronostic associé a la translocation du gene et
n'existant pas avec les autres mécanismes d'hyperexpression de BCL2.
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Figure 46. A : Expression de BCL2 en IHC en fonction de la présence ou non d'un réarrangement de son géne.
B : Survie globale en fonction I'expression de BCL2 en absence de réarrangement du géne.

La positivité de BCL2 en IHC en fonction du partenaire de translocation de MYC est
analysable pour 8 patients. Aucune tendance ne semble ressortir, BCL2 est positif pour un
patient ayant une t(8;14), 2 ayant une t(8;22) et 3 ayant une translocation de MYC avec un

géene non Ig. Ce marqueur est négatif pour 2 patients ayant une t(8;14).
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L'expression de MiB1 et c-myc n'est pas différente en fonction du profil SH, DH ou
TH. Chacun de ces profil est associé a un index de prolifération élevé et a une positivité de c-

myc variable.

Les comparaison entre la positivité de MiB1 et le partenaire de translocation de MYC
n'est possible que pour 7 patients. Les partenaires concernés sont variés : une t(8;14), 3 t(8;22)
et 3 genes non-1g. Aucune différence d'intensité de MiB1 n'est décelable pour ces patients, ils

affichent tous un index de prolifération élevé.

L'analyse de la nature du partenaire de MYC en fonction de l'intensité de c-myc en
IHC n'est disponible que pour 5 patients. L& encore, aucune différence ne ressort. La
positivité de c-myc est forte pour un patient porteur d'une t(8;14) et 2 patients porteurs d'une
t(8;22). Les pourcentages les plus faibles correspondent a une autre t(8;14) et a une

translocation avec un géne non Ig.
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5.5.Immunophénotypage

L'immunophénotypage a été effectué et est interprétable pour 26 des patients. Les

résultats disponibles par patient et par marqueur sont en annexe 8.

La population ciblée est donc une population lymphocytaire mature CD45 fort et
CD19 positif. Dans un contexte de DLBCL, I'expression de CD19 est connue pour étre
fréquemment diminuée par rapport aux lymphocytes normaux. Ceci a été vérifié dans ce

travail.

CD5 est genéralement absent, seuls 4 patients soit 15% des cas expriment fortement
CD5. L'expression de CD10 est variable : parmi les 23 patients pour lesquels ce marqueur est
disponible, il est positif dans environ 60% des cas dont 2 patients (9%) pour lesquels il est
partiel. Ce pourcentage de patients positifs pour CD10 est plus important que la moyenne des

LNH dans lesquels cette caractéristique n'est retrouvée que dans 17% des cas environ.

L'expression de CD20 est le plus souvent diminuée dans cette cohorte (RFI
intermédiaire pour 68% des patients) et méme absente pour 2 patients (8% des cas). A noter
gue ce marqueur est partiel pour 5 patients. CD22 est positif dans tous les cas sauf un, le plus
souvent intermédiaire (17 patients), parfois fort (6 patients) et partiel pour un des patients.
CD23 est presque toujours absent (90% des cas), sauf pour 2 patients pour lesquels il est trés
faible.

L'expression de CD79b est négative pour un patient, intermédiaire pour 10 d'entre eux
et forte pour les 14 autres (56% des patients). La présence de Fmc7 est trés variable
également : ce marqueur est absent, faible ou fort respectivement pour 5 (25%), 9 (45%) et 6
patients (30%).

Les slg ont des MFI fortes pour 14 patients sur 26 (54%), elles sont faibles pour 10

autres (38%) et méme négatives pour 3 patients.

CD38 est toujours présent, et méme fortement le plus souvent (60% des cas).
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Enfin, pour CD81 et CD43, dont la recherche a été introduite dans le panel en 2009,
on trouve une expression de CD81 constamment forte pour les 8 patients testés et celle de
CDA43 est a priori trés variable sur les 5 patients testés (3 forts, 1 faible et 1 négatif).

Il est intéressant de confronter la positivité de différents marqueurs avec le type de
profil MYCR en cytogénétique.

Il n'existe aucune différence d’intensité entre SH et DH/TH pour CD5, CD10, CD22,
CD23, Fmc7, CD38, CD81 et CD43.

Concernant CD20, tous les patients pour lesquels I'expression de ce marqueur est
partielle sont des DH ou TH. De plus, lorsque I'on compare la répartition des RFI selon le
profil SH ou DH/TH, tous les patients DH et TH sauf un sont CD20 négatif ou faible,
contrairement aux SH pour lesquels CD20 est beaucoup plus fort (figure 47). Pour rappel, le

seuil entre CD20 intermédiaire et fort et fixé pour une RFI de 90.

La méme observation est faite pour CD79b qui est le plus souvent intermédiaire dans
le groupe des DH/TH et fort dans celui des SH (figure 47). Pour ce marqueur, le seuil entre

RFI intermédiaire et forte est fixé a 20.
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Figure 47 : Répartition des RFI de CD20 et de CD79b en fonction du profil MYCR

Les slg affichent le plus souvent une clonalité de type kappa (16 patients kappa pour 8
lambda). Compte tenu du faible effectif, il n'apparait pas de différence significative de MFI
selon le profil MYCR. Cependant, les 3 patients ayant des Ig de surface négatives sont des DH
et on retrouve des slg faibles chez 9 patients sur 17 dans le groupe des DH/TH versus 1 sur 5
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seulement dans le groupe des SH. Les slg semblent donc plus faibles dans les cas de DH et
TH (figure 48).
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Figure 48 : Interprétation des slg en CMF en fonction du profil MYCR

La comparaison des différents marqueurs en isolant les sous-types DH BCL2, DH

BCL6 et TH ne fait apparaitre aucune différence entre eux.

Le profil en CMF des DLBCL MYCR de cette cohorte correspond aux quelques
observations publiées dans la bibliographie : CD45*, CD19" ® %™ CD22+, CD23- et CD38
fort. Sont retrouvées en plus d’autres caractéristiques récurrentes : un CD81 fort quel que soit
le profil MYCR et, dans le cas des DH et TH uniquement : CD20 diminué, slg faibles et
CD79b diminué. Les phénotypes de 2 patients, un SH et un DH, sont insérés en annexes 9
et 10.
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6. Discussion

Ce travail a permis de caractériser 36 patients atteints de DLBCL de novo avec
réarrangement de MYC a la fois sur le plan clinique, morphologique, phénotypique et

cytogenétique.

Il en ressort la mise en évidence, comme décrit dans la littérature, d'une pathologie
hautement agressive avec une médiane de survie de 5,9 mois et des chiffres de survie globale
a un an et deux ans de 28% et 14%. Cependant, il existe naturellement un biais de recrutement
dans cette cohorte puisque c'est I'agressivité clinique initiale de la pathologie qui a fait
suspecter la présence d'un réarrangement de MYC et amené a sa recherche.

De plus, la prise en charge tardive de ces patients ne permet que rarement leur
inclusion dans des protocoles cliniques et entraine une sous-estimation de cette population.
Des études de cohortes non sélectionnées de DLBCL pourraient donc étre plus adaptées pour

comprendre I'impact réel d'un réarrangement de MYC.

Les caractéristiques cliniques refletent également cette agressivité avec une
dissémination extra-ganglionnaire, médullaire et/ou méningee fréquente, un taux de LDH
supérieur a la normale dans la quasi-totalité des cas, un stade clinique et un IPI élevés. Aucun
de ces facteurs isolés ou associés dans le calcul de I'IPI n'est prédictif du devenir des patients,
méme en séparant les différents profils SH, DH et TH. En revanche, un age supérieur a 65 ans

est associé de maniére significative a un plus mauvais pronostic.

Les données cytogénétiques sont compatibles avec celles de la bibliographie avec la
présence de doubles ou triples translocations dans 72% des cas de cette cohorte de DLBCL
MYCR de novo et lI'association permanente a un caryotype complexe. Comme dans les séries
publiées, le profil le plus fréquent est DH BCL2 puis les TH et enfin les DH BCL6. L'age
moyen des patients inclus est de 63,1 ans et bien qu'il existe dans cette série quelques patients
de moins de 50 ans, l'incidence des DLBCL MYCR semble augmenter avec l'dge. En
revanche, I'apparition des translocation associées a MYC ne semble pas liée a I'age et contre

toute attente, I'age médian le plus élevé est celui des SH.
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Il semble exister une tendance a un plus mauvais pronostic pour les DH BCL2 et les
TH et cette survie inférieure apparait liée a des caractéristiques cliniques plus sévéres dans ces

2 groupes.

Le partenaire de MYC est un géne des Ig dans 74% des cas et il s'agit alors le plus
souvent de géne IGH puis IGL et enfin IGK. Les partenaires de MYC autres que IGH ne sont
retrouvés dans cette série que dans les DH et TH. La corrélation entre partenaire de MYC et
survie dégage une tendance (non significative) a un survie légérement supérieure lorsque le
partenaire de MYC est un geéne des Ig, et notamment IGH. Ceci n'est pas dd a un biais lié a
I'dage bien que la fréquence de translocations avec des génes autres que IGH soit plus
importante chez les patients de plus de 65 ans. En effet, méme dans ce groupe d'age, les
médianes de survie sont plus importantes lorsque MYC est impliqué dans une t(8;14). Cette
observation de devenir plus favorable lorsque le partenaire de MYC est un géne des Ig est en
accord avec la répartition de ces genes partenaires en fonction du profil SH, DH ou TH et de
la sévérité plus importante observée dans les cas de DH et TH comparés aux SH.

En revanche, ces observations s'opposent aux quelques cas publiés dans la littérature,

peut-étre a cause d'une sous-estimation du nombre de cas de réarrangements MYC-non IG.

Le phénotype de ces DLBCL MYCR est presque exclusivement de type GC et il ne
semble pas exister de différence de pronostic entre GC et non-GC dans cette cohorte. Le bon
pronostic habituellement lié au type GC est annulé par la présence des anomalies génétiques.
Cette pathologie est hautement proliférante, comme le montre I'index de prolifération toujours
supérieur a 50% et méme tres élevé pour 13 des 16 patients pour lesquels il est disponible.
L'expression de BCL2 est forte dans de nombreux cas, il existe une corrélation avec la
présence du réarrangement de son géne mais il existe également dans cette série de cas
quelques patients pour lesquels, bien qu'aucune translocation n'ait été mise en évidence,
I'expression de BCL2 est tres élevée. Ces patients représentent 43% des patients ayant un
géne BCL2 non réarrangé et 19% des DLBCL MYCR pour lesquels I'immunomarquage de
BCL2 est disponible. Cependant, le mauvais pronostic lié a BCL2 ne semble exister qu'en
présence d'une translocation de son gene puisque cette tendance n'existe plus lorsque sont

exclus les patients présentant un réarrangement de BCL2.
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Il n'existe pas, dans cette cohorte, de lien entre le profil SH ou DH/TH ou entre le
partenaire de translocation de MYC et la positivité des marqueurs associés a un mauvais
pronostic tels que BCL2, Ki67 ou c-myc.

L'expression de c-myc est positive pour tous les patients pour lesquels le marquage a
pu étre réalisé, néanmoins elle reste assez faible pour 25% des patients testés pourtant tous
porteurs d'un réarrangement du gene. Il faudrait comparer cette positivité de c-myc avec un
marquage sur des prelevements de DLBCL non-MYCR pour juger de l'intérét de cet anticorps

dans la détection des réarrangements et pour juger de sa valeur pronostique.

L'immunophénotypage est assez remarquable dans ces DLBCL MYCR. lls ont
généralement en commun un profil CD45 fort, CD19+, CD10+, CD5-, CD22+, CD23-,
CDa38 fort, CD81 fort. Les DH et TH sont fréquemment, a la difféerence des SH, CD20,
CD79b et slg plus faibles, voire partiels ou négatifs. Cette anomalie portant sur CD79b n'a
encore jamais été décrite dans la littérature. L'association de ces caractéristiques doit faire
évoquer la possibilité d'un DLBCL DH ou TH.

La réponse au traitement est difficile a obtenir, avec une rémission le plus souvent
partielle et transitoire atteinte dans un peu plus de 60% des cas seulement. La résistance a la
chimiothérapie, quelle gu'elle soit, est classique dans cette pathologie ainsi que les rechutes
fréquentes.

Néanmoins, malgré les affirmations de certaines publications et bien que I'effectif de
la cohorte soit assez petit, il ressort un impact favorable significatif de l'association de
rituximab au traitement ainsi que de la greffe de CSH. 1l est difficile en revanche de conclure
a un bénéfice du traitement intensif, qui ne semble pas plus efficace que les traitements

standards notamment chez les patients de plus de 65 ans et dans les cas de DH BCL2 et TH.

D'autres marqueurs potentiellement prédictifs de la survie ont été imaginés,
notamment STATS3, ID3 et CSELL. STAT3 est un facteur de transcription dont l'activité est
augmentée dans les DLBCL de type non-GC. ID3 quant a lui est un inhibiteur de la liaison a
I'ADN des facteurs de transcription impliqué dans le contrdle de la prolifération, de la survie
et de la différentiation cellulaire. Son expression élevée dans les tumeurs solides entraine une
résistance a l'apoptose induite par la chimiothérapie. Enfin, CSE1L intervient dans le transport

nucléaire de protéines impliquées dans la prolifération cellulaire, notamment des oncogenes et
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des génes suppresseurs de tumeurs. Son expression est augmentée dans un certain nombre de
carcinomes et dans les LNH de haut grade. ID3 et CSE1L seraient plus fréquemment associés
au BL et & des survies supérieures. Au contraire, STAT3 est plus souvent élevé dans les
DLBCL et plus particuliérement ceux de type non-GC. L'équipe de Soldini propose un
algorithme diagnostique assez simple pour definir un profil plutoét de type BL ou de type
DLBCL corrélé a la survie en fonction de la positivité de STAT3 et CSELL en IHC ainsi que
de la présence de réarrangement de MYC en FISH (87). Cette classification des lymphomes de
haut grade montre un intérét a la prescription d'un traitement intensif pour les DLBCL de type

BL selon I'algorithme.

Face a la difficulté pour individualiser des facteurs prédictifs de survie dans les
DLBCL MYCR, la mise au point de nouveaux protocoles thérapeutiques est également un
enjeu majeur. De nombreuses études comparent différents types de chimiothérapies
intensives, sans succes (16)(31)(41)(57).

Au stade expérimental, des essais d'inhibition de I'expression de c-myc chez I'animal
via différentes stratégies semblent prometteurs (20). Ces stratégies ont pu permettre une
régression tumorale, une différenciation des cellules lymphomateuses en cellules matures et
parfois, lors de la réactivation de c-myc, une absence de nouvelle progression tumorale avec
au contraire une élimination des cellules exprimant c-myc par apoptose. Dans d'autres études,
un nouveau développement tumoral est apparu a l'arrét de I'intervention thérapeutique.

ID3 et STAT3 sont également des cibles thérapeutiques potentielles. Les inhibiteurs
du protéasome tels que le bortezomib pourraient également s'avérer intéressants dans les
DLBCL de type ABC afin d'inhiber la destruction de protéines inactivatrices de la voie
NF-«B (88).

84



7. Conclusion

85



7. Conclusion

Le mauvais pronostic et I'agressivité clinique associés aux DLBCL avec
réarrangement de MYC ne sont plus a prouver, cette étude le demontre une fois de plus. 1l est,
pour cette raison, important de bien caractériser ces lymphomes autant cliniquement que sur
les plans morphologique et phénotypique afin d'instaurer au plus vite un traitement adapteé.

En revanche, il subsiste un doute quant & l'impact additionnel des secondes et
troisiemes translocations. Bien qu'incluant un faible effectif de patients et de ce fait la
significativité statistique n'étant pas atteinte, il semble que les DH BCL2 et les TH soient
encore plus défavorables que les SH et les DH BCL6 a la fois sur le plan de la survie et de
I'agressivite clinique.

Les autres facteurs impactant la survie sont l'addition du rituximab au traitement et la
réalisation d'une greffe de CSH.

La proposition de certains auteurs d'individualiser une catégorie de lymphomes avec
hyperexpression de c-myc et de BCL2 est encore a debattre. L'impact pronostique de
I'expression de c-myc n'est pas évaluable dans cette étude mais celle de BCL2 en dehors de
toute translocation de son géne ne semble pas prédictive d'une survie inférieure.

Cette entité des lymphomes MYCR nécessite d'étre étudiée précisément et caractérisee
sur de plus larges cohortes afin de définir de nouveaux marqueurs pronostiques et d'améliorer

la prise en charge thérapeutique.
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Annexe 1 : Caryotypes (1/3)

Translocation MYC-IGH : t(8;14)
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Annexe 1 : Caryotypes (2/3)

Translocation MYC-IGK : t(2;8)
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Annexe 1 : Caryotypes (3/3)

Translocation MYC-IGL : t(8;22)
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Annexe 2 : Mode opératoire FISH

Préparation et étalement sur lames

Sortir les échantillons du congélateur a -20°C environ 30 minutes a 1’avance.
Centrifuger 10 min a 1000 RPM, puis oter le surnageant.

Ajouter du fixateur frais pour obtenir une suspension légérement opalescente.

Essuyer et identifier les lames dégraissées dans 1’éthanol absolu pendant 8 jours.

Graver ’emplacement du spot au verso.

Poser les lames sur un papier absorbant imbib¢ d’eau.
Laisser tomber une goutte d’échantillon ou 5 uL si culot cellulaire pauvre.
Laisser sécher a température ambiante, sécher le verso avec un papier absorbant.

Transvaser le reste de suspension dans un tube sérotheque et recongeler a -20°C.

Prétraitement des lames avant hybridation

1- Vieillissement des lames pendant 20 minutes dans du 2X SSC préchauffé au bain-
marie a 37°C.

2- Rincage des lames dans du PBS 1X pendant 2 minutes & température ambiante.

3- Déshydratation par bains successifs d’éthanol a température ambiante : 70% 1 minute,
85% 1 minute, 100% 1 minute.

4- Laisser sécher a température ambiante.

Préparation des sondes

Sondes Abbott Vysis

Décongeler les sondes a température ambiante et a 1’obscurité.
Vortexer et centrifuger quelques secondes.
Préparer 5 pL de solution par spot dans un eppendorf.

Vortexer et centrifuger le mélange. Placer les eppendorfs dans I’obscurité.
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- Sondes locus spécifiques

Pour 1 spot Pour 2 spots Pour 1 spot & 2 sondes
Sonde 0,5 uL 0,5 uL 0,5uL +0,5puL
Tampon Vysis 3,5 uL 7uL 3,5 uL
H20 lpuL 2,5puL 0,5 pL

- Sondes centromériques : 1L de sonde + 4L de tampon WCP

Sondes Dako
Sortir du réfrigérateur.
Vortexer et centrifuger quelgques secondes.
Pipeter 5uL de sonde par patient et transférer dans un eppendorf.

Placer les eppendorfs a I’obscurité.

Peintures Cytocell Aquarius

Décongeler les sondes a température ambiante et a 1’obscurité.
Vortexer et centrifuger quelgques secondes.

Pipeter SuL de sonde par patient et transférer dans un eppendorf.. Le placer a I’obscurité.

Mélange de sondes CEP8 + IGH

Décongeler les sondes a température ambiante et a 1’obscurité.

Vortexer et centrifuger.

Dans un eppendorf, mélanger pour un spot : 0,25uL de sonde CEPS8, 0,5uL de sonde break-
apart IGH, 1pL d'eau et 3,5uL de tampon Vysis.

Dénaturation et hybridation conjointes des lames et des sondes

Déposer 5 pL de sonde sur le spot correspondant.

Déposer une lamelle 22x22, attendre la diffusion de la sonde sur le spot et sceller la lamelle
au rubber cement. Chasser les bulles d'air avec une pince.

Déposer les lames scellées sur la plaque, compleéter si besoin avec des lames blanches.

Laisser incuber 5 min a 37°C.

Lancer le programme approprié au type de sonde :
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- Sondes Vysis et mélange CEP8-IGH : denaturation a 75°C pendant 4 minutes puis
hybridation a 37°C pendant 20 heures.

- Sondes centromériques : dénaturation a 73°C pendant 1 minute puis hybridation a
37°C pendant 20 heures.

- Sondes Dako : denaturation a 78°C pendant 5 minutes puis hybridation a 37°C
pendant 20 heures.

- Sondes peintures : dénaturation a 75°C pendant 2 minutes puis hybridation a 37°C
pendant 20 heures.

- Pour le mélange CEP8 + IgH, le programme utilisé a été le méme que celui des sondes
Abbott Vysis.

Laisser les lames au moins 5 min a 37°C apres la fin de la phase d’hybridation.
Stopper le programme d’hybridation.

Retirer les lames et les placer en chambre humide a I’étuve a 37°C pendant une nuit.

Traitement post-hybridation des lames

Sortir les lames de la chambre humide.

Enlever le rubber cement avec une pince et décoller la lamelle.

1% lavage : 2 minutes dans le 0,4X SSC / 0,3% triton a 73°C
Ou, pour les peintures : 2 minutes dans le 0,4X SSC a 73°C.

2° lavage : 30 secondes a 1 min dans le 2X SSC / 0,1% triton a température ambiante
Ou, pour les peintures : 30 secondes a 1 min dans le 2SSC tween20 a température
ambiante.

3° lavage : un aller-retour dans 1’eau distillée température ambiante, sauf pour les peintures.

Laisser sécher a 1’obscurité a température ambiante.

Déposer une goutte de DAPI sur le spot et recouvrir avec une lamelle 24x60.

Si lecture différée : mettre les lames a 4°C.
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Annexe 3 : Références et cartographie des sondes utilisées (1/2)
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Annexe 3 : Références et cartographie des sondes utilisees (2/2)

Sonde break-apart Vysis LS| BCL2 (Abbott Molecular®)
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Annexe 4 : Interprétation des RFI et MFI en CMF

Marqueur Valeurs seuils
RFI <3 >3
CD5
Interprétation NEG POS
RFI <2 >2
CD10
Interprétation NEG POS
RFI <2 2a90 > 90
CD20
Interprétation NEG INT FORT
RFI <2 2a90 >90
CD22
Interprétation NEG INT FORT
RFI <3 >3
CD23 i
Interprétation NEG POS
RFI <2 2a20 > 20
CD79%
Interprétation NEG INT FORT
RFI <2 22135 > 135
FMC7 i
Interprétation NEG INT FORT
| MFI <6900 ou 9400 | Kappa > 6900 | Lambda > 9400
sig
Interprétation FAIBLE FORT FORT
RFI <2 2a90 >90
CD38 i
Interprétation NEG INT FORT
MFI <1100 > 1100
CDh81 i
Interprétation FAIBLE FORT
RFI <2 228 >8
CD43 i
Interprétation NEG INT FORT
NEG : Négatif

INT : Intermédiaire

POS : Positif
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Annexe 5 : Caractéristiques cliniques des patients (1/2)

N°  Sexe (ﬁg:) PS  Stade ';‘g?_‘gg LDH MO SNC o ;
1 M 55,8 4 \V4 3 >N + + 4/3
2 F 70,3 1/2 \V4 2 >N + - 4
3 F 69,5 1/2 v 4 >N + + 4
4 F 69,0 3 v 1 >N + - 4
5 M 47,7 2 \V4 1 >N + - 212
6 M 36,5 1 v 3 >N + + 3/2
7 F 66,0 3 V4 1 >N - - 4
8 M 62,2 1 \V4 1 >N + - 3
9 F 54,6 1 1 0 >N - - 2/2
10 M 73,1 4 \V4 1 >N + - 4
11 M 72,9 1 \V4 2 >N + NR 4
12 M 55,3 4 \V4 2 N + + 2/2
13 M 59,7 4 \V4 4 >N + 4/3
14 M 59,9 3 \V4 1 >N + - 3/3
15 F 494 0 \V4 3 >N + + 3/2
16 M 69,1 2 \V4 1 >N - - 3
17 F 76,7 1 \V4 1 NC + NR 2o0u3
18 M 70,4 2 \V4 1 >N + - 3
19 M 58,1 0 \V4 0 >N - - 2/2
20 M 75,2 1 \V4 1 >N + - 3
21 F 65,6 1 IV 1 >N + NR 3
22 M 63,9 4 \V4 1 >N + 4
23 F 73,2 0 | 1 >N - - 2
24 M 64,8 3 \V4 1 >N - + 4
25 M 54,2 1 v 4 >N + + 3/2
26 F 68,1 3 \V4 1 >N + - 4
27 M 66,5 1 IV 2 >N + - 4
28 F 70,3 1 \V4 2 >N + - 4
29 M 75,9 2 WV, 2 >N + - 4
30 F 445 2 \V4 4 >N + + 3/2
31 F 57,1 1 WV, 2 >N - - 3/2
32 F 63,7 1 A\V4 1 >N + - 3
33 M 76,2 1 \V, 5 >N NR + 4
34 M 455 3 A\V4 3 >N + - 4/3
35 M 55,8 1 v 2 >N - + 3/2
36 M 73,5 0 v 3 >N + + 3

N° : Identification du patient; MO : envahissement médullaire; SNC : envahissement méningg;
M : masculin; F : féminin; > N : supérieur a la normale, N : normal; NC : non connu;

+ : envahi; - : non envahi; NR : BOM ou ponction lombaire non réalisée
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Annexe 5 : Caractéristiques cliniques des patients (2/2)

. _ RC _ Survie
N Traitement atteinte? Evolution %lrzg?sl)e
1 COP, ?, autogreffe Oui Déces 7,7
2 CHOP Oui Déces 8,7
3 COP, COPADEM Non Déces 2,0
4 R CHOP Non Déces 49
5 R CEEP, allogreffe - rechute : RCHOP Oui Déces 5,9
6 COP, COPADEM, R CEEP, allogreffe Oui Déces 3,4
7 R CHOP Oui Déces 16,3
8 R DHAP, GEMOX Non Déces 3,9
9 R CEEP, MTX ARAC, autogreffe Oui Déces 8,9
10 R CHOP Non Déces 7.4
11 Palliatif NA Déces 3,5
12 R COP, COPADM puis palliatif Non Déces 3,0
13 R COP NA Déces 0,5
14 COP, R CEEP, R MTX ARAC, R CHOP Oui Déces 12,0
15 R Cgpﬁiﬁ’ei:éﬁiﬁrﬁﬂ?ﬁe Oui  Rechute 816
16 COP, R COPADEM, R CHOP Non Déces 9,5
17 R COP, R CHOP Non Déces 6,7
18 R COP, R mini-CHOP, R DHAC Non Déces 9,3
19 R CHOP, R DHAC, autogreffe — rechute : COP Oui Déces 24,7
20 COP, RCHOP Oui Déces 32,1
21 COPADEM Non Déces 2,6
22 COP NA Déces 0,7
23 R CHOP, R COPADEM, CYM Non Déces 2,9
COP, R CHOP, R COPADM, R CHOP + MTX, .
5 autogreffe — rechute : R CHOP, R DHAC, rituximab o RE A
o5 R CHOP, R COnF:QEéll\I/:b;g:f;(eVE, autogreffe, Oui RC 20.8
26 R COP, R COPADEM Non Déces 2,6
27 COP, R CHOP Oui Déces 8,6
28 COP, R CHOP, R CHOP MTX Non Déces 4,8
29 COP, R CHOP Non Déces 2,3
30 R COPADEM, R CHOP Oui Déces 75
31 R CHOP, autogreffe — rechute : DHAC Oui Déces 12,1
32 COP, R CHOP, autogreffe Oui RC 16,6
33 Palliatif NA Déces 0,3
34 COP,R COPAmIZi)rI]EiI_\QI,ICI?g(r:eI;(e)P, autogreffe, Oui RC 14.4
35 COP, R COPADM, CYVE, autogreffe, mini-allogreffe Oui Décés 9,1
36 COP, R CHOP, MTX Oui Déces 54

N° : Identification du patient; ? : traitement inconnu; RC : Rémission Compléte; NA : Non Applicable
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Annexe 6 : Résultats d'anatomopathologie
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Annexe 7 : Résultats de cytogénétique (1/5)

Patient Matériel FISH FISH FISH Profil Partenaire
MYC t(14;18) BCL6 MYCR MYC
1 Sang Positif Positif Négatif DH BCL2 t(2;8)
2 Moelle Positif Ql Ql Indéterminé  Non identifié
3 Pleural Positif Positif Positif TH Non identifié
4 Moelle Positif Positif Positif TH 1(8;22)
5 Sang Positif Positif Positif TH Geéne non Ig
6 Moelle Positif Positif Négatif DH BCL2 1(8;14)
7 Pleural Positif Positif Positif TH Geéne non Ig
8 Moelle Positif Négatif Positif DH BCL6 Geéne non Ig
9 Empreinte ganglion  Positif Negatif Négatif SH Pas de matériel
10 Moelle Positif Positif Négatif DH BCL2 Non identifié
11 Ganglion Positif Positif Négatif DH BCL2 Geéne non Ig
12 Moelle Positif Positif Négatif DH BCL2 1(8;14)
13 Cytospin LCR Positif Positif Négatif DH BCL2 Pas de matériel
14 Sang Positif Négatif Négatif SH Non identifié
15 Moelle Positif Positif Positif TH £(8;22)
16 Sang Positif Négatif Négatif SH 1(8;14)
17 Moelle Positif Négatif Positif DH BCL6 Géne non Ig
18 Moelle Positif Négatif Négatif SH t(8;14) atypique
19 Moelle Positif Négatif Positif DH BCL6 t(8;14)
20 Sang Positif Positif Négatif DH BCL2 Non identifié
21 Moelle Positif Positif Négatif DH BCL2 t(8;14)
22 Moelle Positif Positif Positif TH Non identifié
23 Empreinte tumeur Positif Négatif Négatif SH Pas de matériel
24 Empreinte tumeur Positif Positif Négatif DHBCL2  Ppas de matériel
25 Sang Positif Négatif Négatif SH t(8;14)
26 Moelle Positif Positif Positif TH 1(8;22)
27 Moelle Positif Négatif Négatif SH t(8;22)
28 Moelle Positif Positif Positif TH Geéne non Ig
29 Ganglion Positif Positif Négatif DH BCL2 1(8;22)
30 Moelle Positif Négatif Positif DH BCL6 1(8;14)
31 Empreinte tumeur Positif Positif Négatif DHBCL2  Ppas de matériel
32 Empreinte tumeur Positif Négatif Négatif SH Pas de matériel
33 Empreinte ganglion ~ Positif Positif Négatif DHBCL2  Ppas de matériel
34 Sang Positif Négatif Positif DH BCL6 1(8;14)
35 LCR Positif Positif Positif TH t(8;14)
36 Sang Positif Négatif Négatif SH 1(8;14)
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Annexe 7 : Résultats de cytogénétique (2/5)

Patient

Caryotype et formules FISH

47,XY, -2, add(3)(g27), der(8)t(2;8)(p12;q24), add(9)(q34), t(14,18),(932;921), +17,
+mar[10]]/46,XY[10]

nuc ish 8g24(MYC3'%x2, MYC5'%2)(MYC3' sep MYC5' x1)[74%]

nuc ish 14932 (IgHx2)(bcl2 con IgH x1),18921(bcl2x2)[83%]

nuc ish 3927 ( BCL6-3'x2, BCL6-5'x2)

nuc ish 2p11( [gK3’x2, IgK5’x2)(IgK3’ sep IgK5’ x1)[72%]

50,XX,t(1;4)(p11;p16),add(3)(q25-26),+5,-6,dup(8)(q13g24),+10,+13,add(14)(q32),
add(15)(g21),+18,add(19)(p13),+mar[17]/46,XX[3]
nuc ish 8g24 (MYC3'x2, MYC 5'x2)(MYC3' sep MYC5' x1)[84%)]

Caryotype NR

nuc ish 8924 (MYC3'x2, MYC5'x2)(MYC3' sep MYC5' x1)[76%]

nuc ish 14932 (IgHx2)(bcl2 con IgH x1),18921(bcl2x2)[90%]

nuc ish 3927 (BCL6-3'x2, BCL6-5'x2)(BCL6-3' sep BCL6-5' x1)[84%)]
nuc ish 14932 (IgH3'x2, IGH5' x2)(IgH3' sep IGH5' x2)[45%]

nuc ish 2p11( Igk3°x2, IgK5°x2)

nuc ish 22q11( Igl.3’x2, Igl.5°x2)

74-75,XX,+X,add(X)(q2?5),+iso(1q),+2,+3,+3,der(3)(3pter->3927::8q13->8q24::22q11-
>22q ter),+4,+4,t(4,7)(q24-
25;035),+5,+6,+7,+7,1(8;22)(q24;911),+9,+9,+11,+12,+12,+13,1(14;18)
(932;921),+15,+16,+16,+17,add(17)(p12),+18,+19,+20,+21,+21,+marl,+mar2,+mar3[20]
nuc ish 14932 (IgHx2)(bcl2 con IgH x1),18g21(bcl2x2)

nuc ish 8924 (MYC3'x2, MYC5'x2)(MYC3' sep MYC5' x1)

nuc ish 3g27 (BCL6-3'x3, BCL6-5'x4)[28%]

Caryotype complexe : formule impossible a établir

nuc ish 14932 (IgHx3)(bcl2 con IgH x1),18921(bcl2x2)[38%]
nuc ish 8g24(MYC3'x2, MYC5'x2)(MYC3' sep MYC5' x1)[44%]
nuc ish 3g27( BCL6-3'x2, BCL6-5'x1)[46%]

nuc ish 2p11( IgK3°x2, [gK5°x2)

52, XY, +X, +Y, +7, del(9)(p13p24), t(8.14), add(14)(q32), add(18)(g21), +20,
+der(2D)t(1;21)(q11,p11)

nuc ish 14932 (IgHx2)(bcl2 con IgH x1),18g21(bcl2x2)

nuc ish 8g24 (MYCx2) (MYC con IgH x2),14932(IgHx2)

nuc ish 3g27 ( BCL6-3'x2, BCL6-5'x2)

48~50,XX,add(3)(g27),+3,is0(6)(p10),-8,add(9)(p12-13),-
14,add(18)(g21),+marl,+mar2,+minl,+min2,inc[cp10]/46,XX[5]

nuc ish 8g24(MYC3'x2, MYC5'x2)(MYC3' sep MYC5' x1)[66%]

nuc ish 14932 (IgHx2)(bcl2 con IgH x1),18q21(bcl2x2)[85%)]

nuc ish 2p11( IgK3°x2, IgK5°x2)

nuc ish 22q11( IgL3°x2, IgL.5’x2)

nuc ish 3g27( BCL6-3'x2, BCL6-5'x2) (BCL6-3' sep BCL6-5' x1)[77%]

46,XY ,add(3)(q27)x2,add(4)(qgter),+add(7)(p12),add(8)(g24),add(14)(q32),-
16,add(17)(p11),del(18)(g21)[20]

nuc ish 8g24(MYC3'%x2, MYC5'%2)(MYC3' sep MYC5' x1)[70%]

nuc ish 3g27( BCL6-3'x2, BCL6-5'x2) (BCL6-3' sep BCL6-5' x1)[80%]
nuc ish 14932 (IgH3'x3, IGH5' x2)(IgH3' sep IGH5' x2)[90%]

nuc ish 14932 (IgHx2),18921(bcl2x2)
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Annexe 7 : Résultats de cytogénétique (3/5)

Caryotype non réalisé

nuc ish 14932(lgHx2),18921(bcl2x3)

nuc ish 8q24( MYC3’x2, MYC5'x3)(MYC3’ sep MYC5”)
nuc ish 3g27( BCL6-3’x2, BCL6-5"x2)

10

Echec du caryotype

nuc ish 14932(lgHx2)(bcl2 con IgH x1),18q21(bcl2 x2)[27%)]
nuc ish 8g24(MYC3'%x2, MYC5'%2)(MYC3' sep MYC5' x1)[22%]
nuc ish 3g27( BCL6-3'x2, BCL6-5'x2)[100]

nuc ish 2p11( [gK3’x2, IgK5°x3) (IgK3' sep IgK5' x[24%]

nuc ish 22q11( IgL.3°x2, Igl.5’x2)

11

47,XY,add(4)(p13-15),+7,1(14;18)(932;0921)[18]/48,idem,+mar[2]
nuc ish 14932 (IgHx2)(bcl2 con IgH x1),18921(bcl2x2)[98%]

nuc ish 8q24( MYC3’x2, MYC-5"x2)(MYC-3’ sep MYC-5" x1)[90%]
nuc ish 3g27( BCL6-3’x2, BCL6-5"x2)[91]

12

Caryotype complexe : formule impossible a établir

nuc ish 14932 (IgH x2 ou x3) (bcl2 con IgH x1),18g21(bcl2x2)[82%]
nuc ish 8¢q24( MYC3’x2, MYC5’x2)(MYC3’ sep MYC5)[70%]

nuc ish 8q24(MYCx2),14932(IgH x2 ou x3)(MYC con IgH x1)

13

Caryotype non réalisé

nuc ish 8q24( MYC3’x2, MYC5’x2)(MYC3’ sep MYC5°)[49/50]

nuc ish 14932(IgH x3 ou x4),18921(bcl2 x3 ou x4)(IgH con bcl2 x2)[18]
nuc ish 3g27( BCL6-3'x2, BCL6-5’x2)[99/100]

14

Caryotype non réalisé

nuc ish 14932(IgHx2),18921(bcl2x1)[71%]

nuc ish 14932(lgHx2),18921(bcl2x1)

nuc ish 8g24(MYCx2)(MYC3' sep MYC5' x1)[82/100]

nuc ish 3927 ( BCL6-3'x2, BCL6-5'x2)

nuc ish 2p11( IgK3’x2, IgK5°x3) (IgK3' sep IgK5' x1)[76%]
nuc ish 22q11( IgL3’x1, IgL.5’x1)

15

65~72,XX,+X,+del(1)(p21)x2,+2,1(3;22)(q27;q11),+5,+7,+7,+8,1(8;22)(q24;911),+9,+13,
t(14;18)(q32;q21),+der(14)t(14;18)(932;921),+17,?+18,+21,+21,+mar
X2,inc[14]/46,XX[6]

nuc ish 14932 (IgH x2 ou x3) (bcl2 con IgH x2 ou x3),18¢21(bcl2 x2 ou x3)

nuc ish 8g24 (MYCx2) (MYC con IgL x1), 22q11 (IgL x2)

nuc ish 3927 (BCL6x2) (BCL6 con IgL x1), 22q11 (IgL x2)

16

Caryotype complexe : formule impossible a établir

nuc ish 8g24(MYCx2)(MYC3' sep MYC5' x1)[78%)]
nuc ish 14932(IgH x3 ou x4),18921(bcl2 x3 ou x4)[74%]
nuc ish 3g27(BCL6x3 )[70%]

17

Caryotype complexe : formule impossible a établir

nuc ish 8g24(MYCx2)(MYC3' sep MYC5' x1)[78%)]

nuc ish 14932(IgH3' x2, IgH5' x2)

nuc ish 14932 (IgHx2), 18qg21 (bcl2x2)

nuc ish 3927( BCL6-3'x2, BCL6-5'x2) (BCL6-3' sep BCL6-5' x1)
nuc ish 2p11( IgK3°x2, IgK5°x2)

nuc ish 22q11( IgL.3°x2, IgL.5’x2)

18

46,XY,add(2)(p2?73),der(8)?t(8;14)(g24;932)?inv(8)(p12g24),der(14)
t(8;14)(q24;932)[cp4]/46,XY[16]
nuc ish 8g24(MYCx2)(MYC3' sep MYC5' x1)[9%]/8g24(MY Cx2)[91%]
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Annexe 7 : Résultats de cytogénétique (4/5)

19

49,XY,-3,+4,add(6)(q23),del(7)(q22936),+del(7)(q22936),t(8;14)(q24,;932),
add(11)(g24), +marx2[3]/50,sl,+13[5]/49,sdl1,-21[11]/46,XY[1].

nuc ish(MYCx2)(MYC3' sep MYC5' x1)[85%]

nuc ish(IGHx3),(BCL2x4)[90%)]

nuc ish(BCL6x2)(3’BCL6 sep 5’BCL6x1)[80%]

20

Echec du caryotype

nuc ish 8q24(MYCx2)(3’MYC sep 5’MYCx1)[70%]

nuc ish 14932(IgHx4),18g21(bcl2x3),(bcl2 con IgH x2)[61%]
nuc ish 3q27(BCL6x2)

21

48,XX,+i(1)(g10),t(3;9)(921;p2?2),t(8;14)(q24;032),t(14;18)(932;921),
add(16)(p13),+der(18)t(14;18)(932;021)[14]/46,XX[6]

nuc ish 8q24(MYCx2)(3’MYC sep 5’MYCx1)[67%]

nuc ish 14932(IgHx5),18q21(bcl2x4),(bcl2 con IgH x3)[73%]

nuc ish 3g27 ( BCL6-3'x2, BCL6-5'%2)

22

Echec du caryotype

nuc ish 8q24(3’MYCx6)(5’MYCx5)(3’MYC con 5’MYCx4)[35%]
nuc ish 14932(IgHx6),18q21(bcl2x5),(bcl2 con IgHx4)[23%]

nuc ish 3q27(5’BCL6x4)(3’ BCL6x3)(3’BCL6 con 5’BCL6x2)[44%)]

23

Caryotype non réalisé

nuc ish 8q24(MYCx2)(3’MYC sep 5’MYC x1)[50%]
nuc ish 14932(IgHx2),18021(bcl2x2)[100%]

nuc ish 3q27(BCL6x2)[100%]

24

Caryotype non réalisé

nuc ish (5’MYCx3)(3’MYCx2)(3’MYC con 5’MYC x1)
nuc ish(lgHx4),(BCL2x3),(BCL2 con IgH x2)

nuc ish(BCL6x2)

25

47,X,-Y,add(3)(p25),add(4)(p15),t(8;14)(g24,q32),-10,-11,i(18)(q10),-
19,add(19)(qgter),+marl,mar2,mar3,mar4,inc[cp12] surexpression bcl2
nuc ish 8q24(MYCx2)(3’MYC sep 5’MYCx1)[80%]

nuc ish 14932(1gHx3),18921(bcl2x6)[74%]

nuc ish 3927(BCL6x3)[64%]

26

47,XX,add(1)(p36),t(3;9)(927;p12),del(3)(p1?3p25),add(4)(p16),del (6)(q1?76q24),
t(8;22)(q24;911),+der(8)t(8;22)(q24;911),t(14;18)(q32;921)[6]/48,idem,
+mar[3]/46,XX[11]

nuc ish (5’MYCx3)(3’MYCx2)(3’MYC con 5’"MYCx1)[68%]

nuc ish(lgHx3),(BCL2x3),(BCL2 con IgHx2)[76%)]

nuc ish(BCL6x2)(3’BCL6 sep 5’BCL6x1)[65%]

27

71<3n>,XX,-Y,+1,del(5)(q21g34),+del(5)(q21034),t(8;22)(q24;911)x2,
del(11)(g14),+12,-13,-14,-15,-18,-19,+20,-21,+22,+marl,+mar2x2[8]/46,XY[8]
nuc ishMYCx3)(3°’MYC sep 5’MYCx2)[18%]

nuc ish(IGH,BCL2)x2[95%]

nuc ish(BCL6x3)[18%]

28

Caryotype complexe : formule impossible a établir

nuc ish (MYCx2)(5’MYC sep 3’MYC x1)[49%]

nuc ish (IGHx2 a x4),(BCL2x3),(BCL2 con IGHx1)[81%]
nuc ish (BCL6x2)(5’BCL6 sep 3’ BCL x1)[90%)]

nuc ish 2p11( IgK3°x2, IgK5°x2)

nuc ish 22q11( IgL3°x2, IgL.5°x2)
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Annexe 7 : Résultats de cytogénétique (5/5)

29

48~49,XY,del(6)(q11),t(8;22)(924;q11),-9,-10,?der(11)t(1;11)(q21;p14),+12,
t(14;18)(q32;921),-15,+21,+mars,inc[10].

nuc ish (IgLx2)(5’IgL sep 3’IgL x1)[88%)]

nuc ish 14932(1GHx3),18921(BCL2x3),(BCL2 con IGH x2)[nombreux noyaux]
nuc ish 8q24( MYCx2)(3’MYC sep 5’MYC x1)[nombreux noyaux]

nuc ish (BCL6x2)[majorité des noyaux]

30

48,X,-X,dup(1)(9259?43),1(3;8;14)(927;924,932),+6,+7,+12[18]/46,XX[2]
nuc ish(MYCx2)(3’MYC sep 5’MYCx1)[20/100]

nuc ish(IgHx3),(BCL2x2)[16/100]

nuc ish(BCL6x2)(3’BCL6 sep 5’BCL6x1)[10/100]

nuc ish(IgHx2)(3’IGH sep 5’ IGHx1)[20/100]

31

Caryotype non réalisé

nuc ish 8q24( MYCx2)(3’MYC sep 5’MYC x1)[nombreux noyaux]
nuc ish(lgHx3),(BCL2x3 ou x4),(BCL2 con IgH x2)[nombreux noyaux]
nuc ish (BCL2x2 ou x3)(5’BCL2 sep 3’BCL2 x1)[nombreux noyaux]
nuc ish(BCL6x2)[nombreux noyaux]

32

Caryotype non réalisé

nuc ish 8q24( MYC x2)(3’°MYC sep 5’MYC x1)[70/100]
nuc ish 14932(1GHx3),18q21(BCL2 x2)[63/100]

nuc ish 3g27(BCL6x2 )[96/100]

33

Caryotype non réalisé

nuc ish(BCL2x1)(5’BCL2 sep 3’BCL2x1)[67/100]

nuc ish(BCL6x2)[100]

nuc ish( MYCx2)(3’MYC sep 5’MYCx1)[66/100]

nuc ish(IGHX5),(BCL2x2),(IGH con BCL2x2)[56/100]

34

46,XY,t(8;14)(q24;932)[1]/46,XY ,del(1)(p32p36),+1,der(3)t(3;14)(q27;032),
del(6)(q15),der(1;14)(q10;910)t(3;14)(q27;932),t(8;14)(924,;932)[ 7]/46,XY (15]
nuc ish (MYCx2)(3’MYC sep 5’MYCx1)[90/100]

nuc ish (BCL6x2)(3’BCL6 sep 5’BCL6x1)[89/100]

nuc ish ( IGHX4),(BCL2x2) [90/100]

35

45~46,dup(1)(q10qgter),add(3)(q25),t(8;14)(g24;932),del (13)(q13qg22),add(14)(g32),
add(18)(g21),inc[10]

nuc ish(MYCx2)(3’MYC sep 5’MYCx1)[85/100]

nuc ish(lgHx4),(BCL2x3),(BCL2 con IgHx2)[84/100]

nuc ish(BCL6x2)(3°BCL6 sep 5’BCL6x1)[80/100]

36

46,XY,1(7;13)(g11;p11),-8,t(8;14)(g24;032),der(9)t(1;9)(q21;p23),del(11)(p1?3p14),
i(18)(q10), -22,+marl,+mar2[14]/46,XY[6] .

nuc ish(MYCx2)(3’MYC sep S’MYCx1)[90/100]

nuc ish(lgHx4),(BCL2x3),(BCL2 con IgHx2)[84/100]

nuc ish(BCL6x2)(3’BCL6 sep 5’BCL6x1)[80/100]
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Annexe 8 : Résultats de cytométrie en flux (1/3)
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Annexe 8 : Resultats de CMF (2/3)
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Annexe 8 : Résultats de CMF (3/3)

N° CD81 CD43
MFI | Interprétation]RFI1| Interprétation

191 7580 FORT 7 FORT

20

21112585 FORT

25

26129890 FORT 21| FORT

27

28114046 FORT

291 3300 FORT - | NEG

30

3122557 FORT 55 | FORT

34115915 FORT

35

36§ 4117 FORT 2 | FAIBLE
N° : Identification du patient, NEG : Négatif
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Annexe 9 : Phénotype du patient 19 (DH)
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CD45 PerCP-A
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Interprétation
Ciblage de la population CD19+ CD45+

en fonction de la structure (SSC).
CD34- CD20 diminué

CD79b intermédiaire, Fmc?7 faible
slg kappa faibles, CD43+, CD81 fort
CD38+, CD10-



Annexe 10 : Phénotype du patient 36 (SH)
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CD19 APC-A

50 100 150 200 250
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P3

103 104 105

CD79b PE-A
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Interprétation
Ciblage de la population CD19+ CD45+ en

fonction de la structure (SSC).
CD34- CD20 fort

CD79b fort, Fmc7 fort

slg kappa fortes, CD43+, CD81 fort
CD38+, CD5-
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