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Introduction

La classification OMS des lymphomes B isole les lymphomes folliculaires (LF) et les
divise en 3 grades histologiques (1, 2 et 3) en fonction de leur richesse croissante en
centroblastes. Elle subdivise également les LF de grade 3 en 3a (LF3a) et 3b (LF3b) selon les
critéres de Mann et Berard. Récemment, des équipes européennes et asiatiques ont rapporté
des différences biologiques entre les LF de hauts grades (grade 3) et de bas grades (grades 1 et
2). Les premiers semblent en effet exprimer moins fréquemment les protéines CD10, bcl2 et
bcl6, présenter moins souvent une translocation t(14 ;18) et posséder un index de prolifération
et une fréquence de réarrangement bc/6 supérieurs. Par contre, alors que certains auteurs
décrivent un comportement particulier des LF3b et que certains centres traitent ce sous-
groupe différemment des LF3a, les données sur d’éventuelles différences de comportement
biologique entres LF3a et LF3b sont moins nombreuses et plus controversées. Notre étude a
donc tenté de savoir, sur une large cohorte de LF de grades 3, si les LF3a et LF3b
constituaient des entités biologiquement distinctes. Pour cela, nous avons comparé
I’expression protéique de CDI10 et bcl2, I'index de prolifération et les fréquences des
translocation t(14 ;18) et réarrangement bcl6 dans ces 2 sous-groupes.

Quelques généralités sur les LF donneront tout d’abord 1’occasion de préciser
I’historique de ces lymphomes, leur épidémiologie, leur clinique, leur évolution, leurs facteurs
pronostiques, leurs aspects anatomopathologiques, leurs principaux diagnostics différentiels et
leurs particularités cytogénétiques. Nous exposerons ensuite le matériel utilis€ dans cette
¢tude rétrospective d’une large série de cas ayant fait ’objet d’une double relecture pour
validation du grade histologique et dont la plupart proviennent des archives du service
d’Anatomie Pathologique de I’Hotel Dieu, CHU de Nantes. Nous préciserons les méthodes
d’immunohistochimie et de FISH sur coupes déparaffinées utilisées, cette derniére technique
ayant été validée par comparaison de ses résultats avec ceux de la cytogénétique moléculaire
réalisée en routine. Nous détaillerons ensuite les résultats obtenus. Nous commenterons enfin
ces derniers tout en les comparant aux données de la littérature et tenterons de répondre a la

question d’une éventuelle différence biologique entre les LF3a et les LF3b.



Géneraliteés sur les lymphomes folliculaires

Cette étude n’a pas concerné les lymphomes folliculaires primitifs cutanés, individualisés par la
classification OMS 2001 comme « primary cutaneous follicule center lymphoma », entité partageant certaines
caracteéristiques avec les lymphomes folliculaires mais dont la biologie semble étre différente comme en
téemoigne [’absence habituelle de translocation t(14 ;18) et d’expression de bcl2. Les lymphomes folliculaires de
l’enfant et ceux intéressant les testicules apparaissent également comme des entités a part et ne seront pas

discutés ici.

1- Historique

Les lymphomes folliculaires (LF) sont des proliférations cellulaires malignes
monoclonales dérivant des lymphocytes B des centres germinatifs des follicules lymphoides
(Jaffe ES et al, 1974). C’est dans la littérature allemande, en 1901, que Becker évoque le premier
cette affection (Becker E, 1917) dont Brill fera le premier une entité en 1938 dans le Journal of
the American Medical Association (Brill NE et al, 1925). Cette méme année, Symmers rapporte
une pathologie caractérisée morphologiquement par une lymphadénopathie a follicules géants
pouvant atteindre la rate (Symmers D, 1938), mais ce n’est qu’en 1942 que Gall et Mallory
décrivent le « lymphome a follicules géants » (« giant follicule lymphoma ») qui deviendra
alors une entité morphologiquement et cliniquement spécifique et identifiée comme telle (Gall
EA et al, 1942).

L’entit¢ «lymphome folliculaire » n’apparait pourtant pas dans la premicre
classification des lymphomes, purement morphologique, proposée en 1956 par Rappaport et
améliorée jusqu’a sa publication en 1966 (Rappaport H, 1966). Les LF se retrouvent en effet
divisés en  «lymphosarcomes lymphocytiques nodulaires peu  différenciés »,
«lymphosarcomes mixtes lymphocytiques-histiocytaires », « lymphosarcomes histiocytaires »

et « lymphosarcomes indifférenciés ». Dans les classifications suivantes, les LF se trouverent



divisés en « lymphome folliculaire centroblastique/centrocytique », « lymphome folliculaire
et diffus », « lymphome centroblastique » et « lymphome folliculaire » dans la classification
de Kiel en 1974 (Gerard-Marchant R et al, 1974) ou en « lymphome a petites cellules clivées »,
« lymphome a grandes cellules clivées », « lymphome a petites ou grandes cellules centro-
folliculaires non clivées » dans celle de Lukes-Collins en 1977 (Lukes RJ, Collins RD, 1977). Ce
n’est qu'en 1982, dans la classification de la Working Formulation, que les LF sont
individualisés en tant qu’entité ([3], 1982). Cette classification est née d’une grande étude
coopérative internationale débutée dans la fin des années 70 a I’initiative du National Cancer
Institute pour améliorer la concordance entre les nombreuses classifications pré-existantes.
S’avérant finalement plus pratique que celles-ci, la classification de la Working Formulation
les a remplacées. Cette classification est €¢galement purement morphologique et individualise
les « lymphomes folliculaires a petites cellules (classe B) » (comportant moins de 25% de
grandes cellules) et les « lymphomes folliculaires mixtes, a petites et grandes cellules (classe
C) », classés dans le groupe de malignité faible et les « lymphomes folliculaires a grandes
cellules (classe D) » (comportant au moins 50% de grandes cellules) classés dans le groupe de
malignité intermédiaire. La classification suivante, celle de « Kiel actualisée » parue en 1988
(Stansfeld AG et al, 1988) a été essentiellement utilisée en Europe et en Asie. Prenant en compte
les critéres morphologiques et immunologiques, elle est la premiére a diviser les lymphomes
B des lymphomes T. Les LF y sont séparés en « lymphomes centroblasto-centrocytiques
folliculaires et/diffus » et en « lymphomes centrocytiques » classés dans le groupe de faible
malignité et en «lymphomes centroblastiques » classés dans le groupe de malignité
intermédiaire. En 1994, la classification REAL (Revised European American Lymphoma)
(Harris NL et al, 1994), réalisée par le Groupe International d’Etude des Lymphomes rassemblant
des pathologistes experts américains et européens, a eu pour but de créer un consensus autour
d’entités considérées comme reconnues et diagnostiquables en techniques de routine.
Intégrant les données cliniques, morphologiques, immunologiques et génétiques, elle a été la
base de la classification actuelle de I’OMS. Les lymphomes y sont regroupés par entités et
non plus par groupes pronostiques. Les LF y apparaissent sous la dénomination de
« lymphomes centro-folliculaires ». Pour la premicre fois, les experts recommandent de
grader ces LF en « grade I» (prédominance de petites cellules), « grade II » (mélange de
petites et grandes cellules) et « grade III » (a prédominance de grandes cellules). Les auteurs
précisent qu’ils ne sont cependant « pas aptes a recommander des criteéres spécifiques pour les
grading » mais suggérent que « comme pour d’autres tumeurs, chaque pathologiste ou

institution doit adopter un schéma de grading et l’utiliser rigoureusement avant que des
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données soient disponibles pour suggérer une méthode uniforme». Ces auteurs citent toutefois
les critéres de Mann et Berard (Mann RB, Berard CW, 1983) qui recommandent le grading des LF
selon le nombre moyen de grandes cellules (centroblastes) dans 10 follicules néoplasiques
représentatifs et non sélectionnés pour leur richesse en grandes cellules (cf détail de ce
compte dans le chapitre « Morphologie » p. 21). La classification suivante fut celle de I’OMS,
réalisée en 1997 par 1I’Association Européenne d’Hématopathologie (EAHP) et la Société
américaine d’Hématopathologie (Harris NL et al, 2000). Cette classification adopte la
classification REAL de 1994. Le terme de «lymphome folliculaire » (« follicular
lymphoma ») remplace celui de «lymphome centro-folliculaire » (« follicle center
lymphoma »). Les critéres de Mann et Berard sont ceux retenus pour le grading de ces LF.
Les auteurs précisent que les LF forment deux sous-groupes, 1’un comportant les LF de grades
1 et 2, ’autre les LF de grade 3. Leur justification est que, sur des biopsies itératives, le
passage du grade 1 vers le grade 2 ou du grade 2 vers le grade 1 est observable alors qu’il est
exceptionnel de voir le passage d’un grade 1 vers un grade 3. De plus, le délai avant la rechute
est plus court dans les LF de grade 3 par rapport aux LF de grades inférieurs. Les auteurs
soulignent que les LF de grade 3 ne sont cependant pas des lymphomes B diffus a grandes
cellules (LBDGC) puisqu’ils ont un taux de rechute plus important et une meilleure survie
globale. S’il existe des plages diffuses, elles doivent étre mentionnées et quantifiées selon les
recommandations de la REAL : LF « a prédominance folliculaire», « folliculaire et diffus » ou
« & prédominance diffus » pour une architecture folliculaire représentant respectivement plus
de 75%, entre 25% et 75% ou moins de 25% de la surface ganglionnaire. Dans les LF de
grade 3, ces plages diffuses doivent étre considérées comme du lymphome B diffus a grandes
cellules et inciter a un traitement plus agressif. Une nouvelle édition de cette classification a
été publiée en 2001 (cf « Annexe » page 88) (Jaffe ES er al, 2001) dans laquelle les auteurs
proposent la subdivision des LF de grade 3 en LF de grade 3a (LF3a) et LF de grade 3b
(LF3b). Dans les LF3a, on compte plus de 15 centroblastes par champs a fort grossissement
mais il persiste des centrocytes alors que les LF3b comportent uniquement des centroblastes

(cf fagon de compter dans le chapitre « Morphologie », p. 21).
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2- Epidémiologie.

Les LF représentent 35% des lymphomes malins non-Hodgkiniens (LMNH) aux Etats-
Unis et 22% dans le monde entier (Jaffe ES et al, 2001) ce qui en fait le deuxieme LMNH le plus
fréquent derriére les LBDGC (40%). Ce sont les lymphomes de bas grade les plus fréquents
(70% dans une étude américaine (Glass AG et al, 1997)). Depuis plusieurs années, leur fréquence
semble réguliérement augmenter sans que l'on sache s’il s'agit d'une épidémiologie
particuliere ou d'une meilleure reconnaissance de cette entité. Le lymphome folliculaire est
rare avant 40 ans et s'observe avec un pic de fréquence entre 55 et 60 ans. Il touche autant les
hommes que les femmes.

Ces lymphomes sont rares dans les pays en voie de développement, notamment en
Afrique et dans les pays d’Europe de I’Est (Miiller AM et al, 2005). IIs sont également plus rares
dans les pays asiatiques ou ils représentent 3 a 12% des lymphomes non-Hodgkiniens (Biaggi
JJ et al, 2002) avec, par exemple, des taux de 3,8% en Thailande (Intragumtornchai T et al, 1996) et
de 6,7% au Japon ([4], 2000).

De légeres différences dans la répartition des grades histologiques sont également
observées selon la zone géographique avec des grades 3, et notamment 3b, un peu plus
fréquemment rapportés dans les pays asiatiques. Ainsi, alors qu’une étude anglaise de Chau et
al sur 215 LF européens rapporte la distribution suivante : grade 1: 43%, grade 2 : 32% et
grade 3 : 25% avec un ratio 3a/3b de 4/1 (Chau I et al, 2003), 2 études japonaises de Miyazato et
al (Miyazato H et al, 2002) et Guo ef al (Guo Y et al, 2005) rapportent les distributions respectives
suivantes : grade 1 : 38% et 26%, grade 2 : 29% et 48%, grade 3 : 33% et 26% avec un ratio
3a/3b de 2/1pour I’équipe de Guo et al. Une étude malaisienne de Peh et al rapporte : grade
1:22%, grade 2 : 39%, grade 3 : 39% avec un ratio 3a/3b de 3,8/1 (Peh SC et al, 2004) et une

étude coréenne : grade 1 : 30%, grade 2 : 13% et grade 3 : 57% avec un ratio 3a/3b de 2,2/1
(Lee D et al, 2008).

Les causes et facteurs de risque des LF restent mal connus. Une étude a rapporté une
corrélation positive entre le risque de développer un LF et le tabac mais la force de cette
association n’augmente pas avec la durée d’exposition au tabac et son intensité, amenant les
auteurs a conclure que la relation entre tabac et LF reste incertaine (Herrinton LI et al, 1998).

Globalement, des auteurs suggerent que I’exposition environnementale a des solvants et a
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certains produits chimiques jouerait un role dans de nombreux cancers, dont le LF (Vitolo U et

al, 2008).

3- Clinique

Le LF touche essentiellement des sujets 4gés ou d’age moyen méme s’il peut étre
diagnostiqué dés la 3°™ décade. Cliniquement, les patients atteints sont longtemps
asymptomatiques et le diagnostic est souvent porté aprés plusieurs mois ou années
d’évolution. La présentation clinique est alors en général celle d’un tableau de
polyadénopathies superficielles (principalement cervicales, axillaires et inguinales) et
profondes (thoraciques et abdominales). Ces adénopathies sont peu symptomatiques, non
inflammatoires, elles évoluent par poussées et peuvent régresser (Horning SJ et al, 1984). Elles
peuvent également étre responsables de douleurs abdominales ou dorsales (en cas de
volumineux ganglions abdominaux, principalement para-aortiques) ou de signes de
compression, notamment des uretéres par des ganglions rétropéritonéaux (Solal-Céligny PH et al,
1997). L’état général est le plus souvent conservé, seuls environ 20% des patients présentant
des symptomes systémiques comme une fiévre, des sueurs nocturnes ou une perte de poids
(sympt()rnes B) (Warnke RA et al, 1994 ; Solal-Céligny PH et al, 1997).

Les lymphomes folliculaires se présentent le plus souvent comme une pathologie
disséminée, environ 2/3 étant de stade III ou IV de Ann Arbor lors de leur mise en évidence
([1], 1997). La moelle osseuse est envahie dans 40 a 60% des cas (Coller BS et al, 1977 ; Salles AG,
2007). Une atteinte splénique, associée ou non a une splénomégalie, est observée dans 25 a 55
% des cas (Castellani R et al, 1977 ; Chabner BA et al, 1978 ; Goffinet DR et al, 1977). Une dissémination
sanguine leucémique est moins fréquente que pour les autres lymphomes de bas grade (Vitolo
U et al, 2008). Une atteinte hépatique peut également €tre observée, débutant par et se limitant
souvent a un envahissement des espaces portes (Kim H ez al, 1976). Des localisations gastro-
intestinales primitives sont rares. Elles concernent plus volontiers les femmes et se localisent
essentiellement au niveau de I’intestin gréle (Shia J et al, 2002 ; Damaj G et al, 2003). Enfin, des

localisations cutanées secondaires, prédominant sur la face et le cou et différentes des

lymphomes primitifs cutanés sont possibles (Dabski K et al, 1989).



4- Evolution

L’histoire naturelle des LF est celle d’une pathologie d’évolution indolente avec une
réponse au traitement initial mais une rechute dans la plupart des cas. Au terme d’un nombre
variable de phases de traitements et de rechutes, une transformation en lymphome a grandes
cellules, plus agressif survient dans 20 a 30% des cas (Ersbell J ez al, 1989 ; Bastion Y et al, 1997 ;
Said J, 2003). Ces lymphomes de haut grade sont essentiellement des lymphomes B diffus a
grandes cellules (LBDGC) (Lossos IS ez al, 2003) méme si de rares cas de transformation en

lymphome de Burkitt ou en lymphome lymphoblastique ont été décrits (De Jong D et al, 1988 ;
Gauwerky CE et al, 1988 ; Mukhopadhyay S et al, 2005).

Dans le cas d’une transformation en LBDGC, un clone plus agressif émerge,
proliférant sous forme de nappes diffuses au niveau desquelles I’architecture nodulaire a
disparu. La fréquence de cette transformation varie de 10 a 70% selon les séries, reflétant
I’absence de consensus sur la définition anatomo-pathologique précise de la transformation et
la variabilité des habitudes de chaque centre dans la réalisation ou non d’une biopsie
ganglionnaire a chaque récidive (Cullen MH et al, 1979 ; Bastion Y et al, 1997; Lossos IS, 2005 ; Gine'E
et al, 2006). Les résultats d’études autopsiques de patients atteints de LF montrent une
transformation dans plus de 60% des cas (Garvin AJ et al, 1983 ; Risdall R et al, 1979). Cette
transformation peut survenir a tout moment de 1’évolution du LF, que le patient ait été traité
ou non et quel que soit le stade (Rohatiner AZ et al, 2005).

Les mécanismes biologiques expliquant cette transformation restent encore
incomplétement caractérisés méme si certaines altérations géniques, éventuellement associées
entre elles, lui ont été associées : une accumulation d’altérations géniques secondaires dues a
une instabilité génétique (Richardson ME et al, 1987; Armitage JO et al, 1988), un réarrangement de c-
MYC (Yano T et al, 1992), une mutation de p53 (Sander CA et al, 1993; Lo Coco F et al, 1993; Davies AJ
et al, 2005), des altérations spécifiques de pl6 mk4a, p15 Wk4B (Pinyol M et al, 1998; Elenitoba-
Johnson KS et al, 1998) et de bcl-6 (Akasaka T et al, 2003).

La valeur pronostique d’une composante de LBDGC dans les LF est débattue. Alors

que certaines études suggerent que cette composante ne modifie pas la survie (Osborne CK et al,
1980; Glick JH et al, 1982; Kantarjian HM et al, 1984; Wendum D et al, 1997; Rodriguez J et al, 1999; Horning

SJ et al, 1987), d’autres 1’associent a un pronostic défavorable avec notamment une diminution

de la survie globale (Warnke RA et al, 1977; Bartlett NL et al, 1994; Yuen AR et al, 1995 ; Freedman AS,
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2005) ou de la survie sans événement (Anderson JR ef al, 1993). Deux études récentes sur des
séries de 190 et 421 LF observent une évolution plus péjorative des LF de grade 3 si ceux-ci
sont accompagnés d’une composante de LBDGC supérieure ou égale a 50% avec des survies
globales de 9,4 ans si la composante de LBDGC est inférieure a 50% et 5 ans si elle lui est
supérieure ou €gale (Hans CP et al, 2003 ; Ganti AK et al, 2006).

Certaines ¢études indiquent qu’un traitement précoce et une réponse complete apres une
thérapie de premicre ligne sont associés a un plus faible risque de transformation (Bastion Y et
al, 1997 ; Montoto S et al, 2007). Giné et collaborateurs ont montré que le grade histologique
(grade 3) et le FLIPI (¢élevé) seraient les meilleurs indicateurs du risque de transformation en

LBDGC (Gine E ef al, 2006).

La médiane de survie du lymphome folliculaire a longtemps ¢été de 8-10 ans (Bastion Y
et al, 1991 ; Horning SJ, 1993; Jaffe ES et al, 2001). Des données récentes provenant de différentes
¢tudes montrent que leur pronostic a été amélioré ces derniéres années, en particulier grace a
une meilleure prise en charge thérapeutique et notamment I’introduction du rituximab dans
I’arsenal thérapeutique (Fisher RI et al, 2005 ; Sacchi S et al, 2007 ; Swenson WT et al, 2005). L’analyse
de la survie globale et de la survie sans événement dans 5 études américaines consécutives sur
des LF de stade avancé entre 1972 et 2002 montre que la survie globale est passée de 64% a
95% et la survie sans évenement de 29% a 60% (Liu Q et al, 2006). La majorité des malades
atteints de LF meure cependant de sa maladie et 10 a 20% décedent dans les 2 premieres
années apres le diagnostic (Horning SJ, 1993; Horning SJ, 2000).

Des différences de survie en fonction du grade histologique sont reconnues. Il est
admis que I’évolution des LF de grades 1 et 2 est similaire et considérée comme indolente
(Harris NL ez al, 1997) avec une survie globale de 11 ans dans une série de 421 LF dont 59 grades
1 et 135 grades 2 (Ganti AK et al, 2006). Au contraire, celle des LF de grade 3 est sujette a

controverse. De nombreuses études se sont penchées sur le comportement de ces lymphomes

(Jones SE et al, 1973; Osborne CK et al, 1980; Glick JH et al, 1982; [3], 1982; Stewart ML et al, 1986; Horning
SJ et al, 1987; Anderson JR et al, 1993; Longo DL, 1993; Bartlett NL et al, 1994; Wendum D et al, 1997; Miller

TP et al, 1997; Rodriguez I et al, 1999; Rodriguez I et al, 2000; Chau I et a/, 2003). La survie médiane
s’étend de 25 mois (Stewart ML et al, 1986) a 266 mois (Chau I ez al, 2003.) et la survie globale de
35% a 4,5 ans (Jones SE et al, 1973) 2 72% a 5 ans (Rodriguez J et al, 1999). Cette grande diversité
peut s’expliquer en partie par I’étendue de la période au cours de laquelle ces études se sont
déroulées, impliquant des systemes de classification et des traitements parfois différents.

Quelles que soient ces divergences, de nombreux auteurs pensent que les LF de grade 3
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évoluent de manicre plus agressive et doivent donc étre traités en fonction (Kantarjian HM et al,
1984; Anderson JR et al, 1993; Bartlett NL ef al, 1994 ; Martin AR et al, 1995 ; Rodriguez J et al, 1999 ;
Rodriguez J et al, 2000). Aucune différence d’évolution entre les LF3a et les LF3b n’est retrouvée
dans plusieurs études. Ott et collaborateurs observent des taux de survies globale ou sans
évenement non significativement différents entre ces deux groupes (Ott G et al, 2002) ; de méme,
I’équipe d’Armitage, dans deux études, n’objective pas de différence de survie entre LF3a et

LF3b si les cas avec composante de LBDGC sont exclus (Ganti AK et al, 2006 ; Hans CP et al,
2003).

5- Facteurs pronostiques

Comme nous I’avons vu, classiquement d’évolution indolente, certains LF peuvent
progresser de manicre plus péjorative. Pour tenter d’isoler ce sous-groupe, de nombreux
facteurs pronostiques ont été étudiés ces vingt dernieres années. Ceux associés a une

évolution péjorative sont :

5.1- cliniques :

.Le sexe masculin (Steward WF et al, 1988; Romaguera JE et al, 1991).

.Un age avancé (Leonard RCF et al, 1991) supérieur a 70 ans dans une étude du groupe de
Gospodarowic et al (Gospodarowicz MK et al, 1984) ou supérieur a 60 ans dans une étude de
Soubeyran et collaborateurs (Soubeyran P et al, 1991).

.Un lymphome disséminé selon la classification d’Ann Arbor (Leonard RCF et al, 1991 ;
Horning ST, 1993).

.De nombreuses localisations ganglionnaires et / ou extra-ganglionnaires (Gospodarowicz
MK et al, 1984 ; Leonard RCF et al, 1991; Cameron DA et al, 1993; Decaudin D et al, 1999).

.La présence d’une volumineuse masse tumorale (« bulky » tumor) : (Gospodarowicz MK
et al, 1984 ; Soubeyran P ef al, 1991).

.Un faible « performans status » (Cameron DA et al, 1993; Gospodarowicz MK et al, 1994).

.Des symptomes B (Gallagher CJ et al, 1986 ; Bastion Y et al, 1991).
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.Un envahissement médullaire (Bastion Y et al, 1991 ; Romaguera JE et al, 1991).

.Une hépatosplénomégalie (Gallagher CJ et al, 1986).

5.2- biologiques :

.Une augmentation du taux de LDH et/ou de B2 microglobuline (Bastion Y et al, 1991).

.Une anémie (Leonard RCF et al, 1991).

5.3- histologiques et immunohistochimiques

. Un pourcentage élevé de grandes cellules (Gallagher CJ et al, 1986 ; Gospodarowicz MK et
al, 1994) et donc un grade histologique élevé (grade 3) (Martin AR et al, 1995).

. Une architecture en partie diffuse (au moins 25% de la surface ganglionnaire) et non
uniquement folliculaire (Ezdinli EZ et al, 1987).

. La présence d’une sclérose au sein du ganglion lymphomateux a été associée a une
survie globale diminuée dans une étude allemande sur 158 LF (Klapper W et al, 2007).

. Les LF possédant un contingent de cellules B-monocytoides extra-folliculaire
supérieur a 5% auraient une survie significativement plus courte que les LF « purs », selon
une ¢tude de Nathwani et collaborateurs, (Nathwani BN et a/, 1999) résultat non retrouvé par
1’équipe de Klapper (Klapper W et al, 2007).

. Un index de prolifération (IP) élevé : comme dans d’autres lymphomes, il a été
montré que I'IP estimé par le marquage par le Ki67 en immunohistochimie a une valeur
pronostique dans les LF (Akerman M et al, 1987; Hall PA et al, 1988 ; Holte H et al, 1989; Miller TP et al,
1994; Koster A et al, 2007). Un IP ¢€levé serait associ¢ a un grade €levé (Llanos M et al, 2001; Pruneri
G et al, 2004) méme si I’équipe de Wang ef a/ a mis en évidence 1’existence d’un sous-groupe
de LF de bas grade histologique (grades 1 et 2) ayant de manicre discordante un IP élevé. Ce
sous-groupe aurait d’ailleurs un comportement clinique plus agressif, proche de celui des LF
de grade 3 (Wang SA et al, 2005). Un IP élevé a également été corrélé a une moins bonne survie
globale d’une part (Martin AR et al, 1995) et @ une moins bonne réponse au traitement rituximab
plus chimiothérapie d’autre part (Saito B et al, 2004). Cette corrélation entre IP élevé et pronostic

défavorable n’est pas retrouvé par 1’équipe de Klapper (Klapper W et al, 2007).
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. Selon une ¢étude sur 73 LF, une forte expression de bcl6 en immunohistochimie serait
¢galement associée a une meilleure survie globale, de méme qu’un marquage avec le CD10,
mais de facon non-indépendante vis-a-vis de bcl6 (Bilalovic N et al, 2004).

. Une hyperexpression de SOCS3 en immunohistochimie serait associée a une médiane
de survie significativement inférieure dans des LF de novo et corrélerait a une incidence de
transformation en LBDGC accrue (Krishnadasan R et al, 2006). Le réle du géene SOCS3, membre
d’une famille de suppresseurs de cytokines, reste cependant a définir dans la pathogénie des

LF.

5.4- cytogénétiques :

La plupart des équipes observe 1’association entre un moins bon pronostic des LF et
I’augmentation du nombre de leurs anomalies génétiques (Yunis JJ et al, 1987; Horsman DE et al,
2005). Tilly et collaborateurs montrent ainsi que plus de 90% de métaphases anormales ou plus
de 6 cassures chromosomiques, sont associées a un pronostic défavorable (Tilly H et al, 1994).
D’autres équipes montrent une corrélation entre complexité du caryotype et grade
histologique élevé (Mohamed AN et al, 2001 ; Viardot A et al, 2002).

Différentes anomalies ponctuelles ont été également rattachées a un moins bon
pronostic : des anomalies de la région 1p21-22, 6q23-26 ou du bras court du chromosome 17
(Tilly H et al, 1994), une cassure en 6ql1-q15 ou 8g24 ou un gain de chomosome 7/7q ou 8/8q
(Nanjangud G et al, 2007), une perte de matériel en 6q25q27 (Viardot A et al, 2002) ou encore la
fréquence de la trisomie 5 ou 12, de la délétion du bras long du chromosome 13 ou du gain de
chromosome 7, associées a un grade histologique élevé (Mohamed AN et al, 2001).

De méme, les anomalies cytogénétiques associées a une fréquence accrue de
transformation en LBDGC (cf ci-dessus) sont indirectement des facteurs de mauvais

pronostic.

5.5- persistance de la maladie apres traitement, détectée par diverses méthodes :

. persistance de cellules tumorales détectées par PCR dans le sang circulant et/ou la

moelle apres traitement : plusieurs études ont montré qu’une réponse moléculaire compléte et
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durable apres chimiothérapie avec ou sans rituximab était un facteur pronostique favorable
corrélant avec une meilleure survie sans événement (Lopez-Guillermo A et al, 1998 ; Lopez-
Guillermo A et al, 2000; Rambaldi A et al, 2002; Czuczman MS et al, 2004 ; Belada D et al, 2007). La PCR
a pour but de détecter la « maladie résiduelle minime » sous la forme de cellules possédant le

réarrangement bc/2 ou un réarrangement clonal des génes IgH si la t(14 ;18) est absente.

. persistance d’une positivité au PET-scan apres traitement d’induction : des études ont
montré que dans les lymphomes en général et dans les LF en particulier, un PET-scan positif

apres traitement d’induction prédisait une rechute plus rapide (Zinzani PL et al, 2004 ; Zinzani PL
et al, 2007 ; Bishu S et al, 2007).

5.6- Le micro-environnement :

Plusieurs travaux ont également montré 1I’importance du micro-environnement, c'est-a-
dire des cellules non lymphomateuses faisant partie du « stroma », dans le pronostic des LF.
Ils se basent sur des études de profil d’expression génique ayant montré que des geénes
connus pour avoir une importance pronostique dans les LF (génes impliqués dans le controle
du cycle cellulaire, la synthése de I’ADN et le métabolisme) sont exprimés par les cellules du
micro-environnement (Dave SS et al, 2004 ; Glas AM et al, 2005). Une étude a montré en particulier
qu’un grand nombre de macrophages est associé¢ a un pronostic plus péjoratif (Farinha P et al,
2005), d’autres équipes ne confirmant pas ces resultats (Alvaro T et al, 2006 ; Glas AM et al, 200 ;
Klapper W et al, 2007). Certains auteurs ont étudi¢ le role des lymphocytes T du stroma et ont
montré que, plus que leur nombre, leur sous-type semble influencer le pronostic. Ainsi, un
nombre important de lymphocytes T régulateurs FOXP-3 a-t-il ét¢ associé a une meilleure
survie globale (Carreras J et al, 2006), de méme qu’un taux important de lymphocytes T CD8+
(Wahlin BE et al, 2007) ou CD4+ (Lee AM et al, 2006). Une autre étude a montré que, plus que la
quantité de lymphocytes T CD4+, c’est leur distribution topographique qui semble jouer un
role dans la vitesse de transformation en LBDGC. Cette derni¢re serait d’autant plus rapide
que les LT CD4+ sont prédominants au sein des follicules néoplasiques (Glas AM et al, 2007).
De méme, la qualit¢ de réponse au rituximab semble étre liée a la qualité du micro-

environnement (Bohen SP et al, 2003).
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5.7- index pronostiques :

Des équipes ont tenté¢ de définir des index pronostiques en combinant certains de ces
facteurs pronostiques (Leonard RCF ef al, 1991; Romaguera JE et al, 1991 ; Decaudin D et al, 1999;
Federico M et al, 2000). Le Groupe d’Etude des Lymphomes Folliculaires a par exemple défini
un schéma selon lequel les patients possédant une des caractéristiques suivantes sont
considérés comme ayant un forte masse tumorale : des symptdmes systémiques, un taux de
LDH sérique élevé, une Iésion tumorale de plus de 7 cm, I’atteinte d’au moins 3 sites
ganglionnaires selon la classification d’Ann Arbor, la présence de cellules lymphomateuses
circulantes, une cytopénie, une splénomégalie (Brice P et al, 1997 ; Solal-Céligny P et al, 1998). L’IPI
(International Pronostic Index), utilis¢ comme index pronostique des LBDGC ([2], 1993) a
¢galement été utilisé pour stratifier les patients atteints de FL en groupes pronostiques (Bastion
Y et al, 1994 ; Lopez-Guillermo A et al, 1994) mais, classant la grande majorité de ces FL dans le
groupe a bas risque, ce systéme est apparu peu applicable.

Devant le manque d’index pronostique spécifiquement dédié aux LF, deux scores
pronostiques ont été développés a partir de larges séries de patients traités durant ces 15
derniéres années (essentiellement avant I’ére rituximab) : I’Italian Lymphoma Intergroup
Index (ILI) (Federico M et al, 2000) et plus récemment, le Follicular Lymphoma International
Prognostic Index (FLIPI) (Solal-Céligny P er al, 2004). Six variables ont été utilisées pour
construire I’ILI : 1’age, D’atteinte extra-ganglionnaire, le taux de LDH, la présence de
symptomes B, le sexe et la vitesse de s€dimentation érythrocytaire. Les patients sont classés
dans des groupes a bas risque, risque intermédiaire et haut risque, chacun d’eux ayant une
survie globale a 5 et 10 ans significativement différente : 90 et 65% pour les patients « a bas
risque », 75 et 54 % pour ceux « a risque intermédiaire » et 38 et 11% pour ceux « a risque
¢levé ». En ce qui concerne le FLIPI, cinq criteéres sont pris en compte : I’age (moins de 60
ans versus 60 ans ou plus), le stade de Ann Arbor (stades I-II versus III-IV), le taux
d’hémoglobine (120 g/dl ou plus versus moins de 120 g/dl), le nombre de sites ganglionnaires
atteints (4 ou moins versus plus de 4) et le taux de LDH sérique (normal ou inférieur a la
normale versus supérieur a la normale. Zéro ou 1 point est attribué par item pour réaliser un
score entre 0 et 5, les scores de 0 et 1 correspondant au « groupe de faible risque », le score 3
au « groupe a risque intermédiaire » et les scores 4 et 5 au « groupe a risque élevé ». Les taux
de survie globale & 5 et 10 ans sont la aussi significativement différents selon les groupes :

90,6 et 70,7% pour le groupe de faible risque, 77,6 et 50,9% pour celui de risque
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intermédiaire et 52,2 et 35,5% pour celui de risque ¢élevé. Plusieurs études ont montré que
I’IPI, I’ILI et le FLIPI permettaient une bonne stratification des patients atteints de LF (Perea G
et al, 2005 ; Radojkovic M et al, 2006) et il est recommandé d’utiliser I’'un de ces scores spécifiques

pour classer les LF.

6- Anatomie pathologique :

6.1- Morphologie

Un ganglion lymphatique siege d’un lymphome folliculaire présente une destruction
de son parenchyme par une prolifération lymphomateuse d’architecture nodulaire. Les
nodules sont répartis le plus souvent sur toute la surface ganglionnaire, dans les zones
corticale et médullaire. La taille des nodules est variable, souvent petite, relativement
constante d’un nodule a I’autre. Une étude francaise rapporte une taille significativement
supérieure des follicules lymphoides dans un groupe de 15 LF sans translocation t(14 ;18) et
avec réarrangement bcl6 (1 mm de diamétre en moyenne) par rapport a un groupe de 165 LF
avec translocation t(14 ;18) et sans réarrangement bc/6 (0,66 mm de diametre en moyenne)
(Jardin F et al, 2002 (a)). Ces nodules sont le plus souvent ronds, plus rarement de forme
irréguliere ou peuvent présenter une folliculolyse. Ils sont adossés les uns aux autres, mal
limités du fait d’une zone du manteau mal visible voire absente car détruite. On peut observer
une coalescence de nodules. Les zones inter-nodulaires sont comprimées et 1’architecture
folliculaire est soulignée par I’accentuation du réseau de réticuline en périphérie des nodules
(coloration de Gordon Sweet) et parfois, notamment dans les localisations rétro-péritonéales,
par une fibrose inter-folliculaire. L’envahissement de la capsule ganglionnaire voire le
dépassement de cette capsule avec présence de nodules lymphomateux dans la graisse péri-
ganglionnaire ne sont pas rares.

Les nodules lymphomateux sont constitués par un mélange en proportions variables de
deux populations cellulaires : les petites cellules clivées ou « centrocytes » et les grandes
cellules, non clivées ou « centroblastes » (noms attribués par la classification de Kiel). Les

centrocytes mesurent 6 a 12 um de diamétre, possedent un noyau allongé, a contours
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irréguliers, clivé, encoché ou indenté. Sa chromatine est dense, le plus souvent sans nucléole
visible. Le cytoplasme est peu abondant (Lennert K et a/, 1978). Certains centrocytes sont de plus
grande taille (les « grands centrocytes » de la classification de Kiel). Ils ont un noyau
irrégulier, indenté ou clivé a chromatine fine sans nucléole. Il s’agit habituellement d’un
contingent minoritaire. Les centroblastes mesurent plus de 20 pm de diameétre et possédent un
noyau non clivé, ovoide, le plus souvent régulier & membrane fine. La chromatine est
dispersée avec 2 ou 3 nucléoles de petite taille souvent appendus a la membrane nucléaire. Le
cytoplasme est modérément abondant, basophile. Certains centroblastes sont multilobés.

Les différents sous-types de LF sont définis par la proportion de chacune de ces
populations cellulaires selon le grading de Mann et Berard (Mann RB, Berard CW, 1983). Ce
grading est basé sur le nombre moyen de centroblastes sur 10 champs représentatifs non
sélectionnés pour leur richesse en grandes cellules. Ce compte est réalisé au microscope
optique a un objectif a fort grossissement ayant une surface de 0,159 mm?, ce qui correspond a
un oculaire de 18 mm® a grossissement x 400 (des facteurs de correction appropriés doivent
étre appliqués si des oculaires différents sont utilisés). Les LF ayant 0 a 5 centroblastes par
champ a fort grossissement sont classés en grade 1; ceux ayant 6 a 15 centroblastes par
champ a fort grossissement sont classés en grade 2 et ceux ayant plus de 15 centroblastes par
champ a fort grossissement sont classés en grade 3. Depuis 2001, la classification OMS
recommande de subdiviser les LF de grade 3 en 3a si des centrocytes persistent au sein des
follicules néoplasiques et en 3b si les cellules lymphomateuses ne sont représentées que par
des centroblastes (Jaffe Es et al, 2001). La classification REAL relaye toutefois le manque de
reproductibilité du grading des LF tel qu’il est proposé par Mann et Berard (Metter GE et al,
1985). Mais, si ce grading fait en effet appel a une part de subjectivité (difficulté parfois de
différencier centrocytes et centroblastes), il est le premier a étre basé sur un compte et non
plus sur une estimation de la population cellulaire prédominante comme dans les
classifications de Rappaport, Kiel, Lukes-Collins ou de la Working Formulation. Plusieurs
¢tudes ont d’ailleurs comparé ces différentes méthodes de subdiviser les LF en fonction de
leur valeur prédictive sur la survie. Celle de Mann et Berard parait étre la plus appropriée pour

réaliser le grading des LF (Nathwani BN ez al, 1986 ; Martin AR et al, 1995).

Au sein des follicules lymphomateux, on peut également observer un nombre variable
de lymphocytes T réactionnels, parfois activés. Leur noyau est rond ou tres légerement

irrégulier. Des cellules folliculaires dendritiques peuvent également étre présentes au sein de
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ces nodules. Mieux mises en évidence par les techniques d’immunohistochimie, elles peuvent
toutefois étre reconnues en histologie par leur noyau rond ou ovale, clair, centré par un petit
nucléole. Leurs limites cytoplasmiques sont indistinctes. Ces cellules sont parfois binucléées.
Les nodules lymphomateux contiennent rarement des plasmocytes. L’absence de
macrophages a corps tingibles des nodules est un autre argument diagnostique en faveur d’un
LF. Ces macrophages peuvent cependant se rencontrer dans des LF a prédominance de
grandes cellules dans lesquels le taux de prolifération et d’apoptose est plus important. La
présence, au sein des follicules néoplasiques, d’histiocytes épithélioides a également été
décrite (Kim H et al, 1974).

Des cellules lymphomateuses sont le plus souvent également observées entre les
follicules. Lorsque ces cellules sont regroupées sous forme de larges plages compactes, on
parle de I’existence de « plages diffuses ». Lorsque ces plages diffuses sont constituées de
plus de 15 centroblastes par champ a fort grossissement, on parle d’une composante de
LBDGC (Jaffe ES et al, 2001). Dans les cas ou 1’architecture est purement diffuse, I’OMS (Jaffe
ES et al, 2001) reconnait une variante appelée « lymphome centro-folliculaire diffus »,
composée d’une majorité de centrocytes et de plus rares centroblastes mais ne formant pas de
nodule et ne pouvant donc étre appelée « lymphome folliculaire ».

De nombreuses variantes morphologiques des LF ont été décrites, caractérisées par :

- une sclérose, avec de larges trousseaux de collageéne subdivisant le ganglion lymphomateux
en nodules irréguliers ou «entrappant» les cellules lymphomateuses (Bennett MH et al, 1969).
Cette fibrose est principalement observée dans les ganglions de localisation retro-péritonéale
(Waldron JA Jr et al, 1983).

- des dépdts de matériel extra cellulaire amorphe PAS+ : il s’agit d’un précipité «protéinacé»
éosinophile retrouvé plus ou moins abondamment au sein de ganglions sieges d’un LF (Rosas-
Uribe A et al, 1973). Ce matériel est constitué essentiellement de structures membranaires et son
incidence sur le pronostic est difficile a évaluer du fait de sa rareté (Chittal SM ez al, 1987).

- une réaction épithélioide et gigantocellulaire comparable a celle observée dans la maladie
d’Hodgkin, au sein de ganglions siéges d’un LF (Kojima M et al, 1996). Cette variante de LF
survient le plus souvent chez des patients agés, a un stade de transformation en lymphome B
diffus a grandes cellules (Kojima M et al, 2002).

- un infarcissement total du ganglion : le LF fait partie des lymphomes pouvant engendrer un

infarcissement ganglionnaire (Mauer R et al, 1986).
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- des cellules en « bague a chaton » : ces cellules correspondent a des centrocytes présentant
une vacuole intracytoplasmique qui comprime leur noyau, le refoulant a un pdle de la cellule
(Kim H et al, 1978). Cette vacuole peut apparaitre claire, correspondant alors a une accumulation
d’IgG, ou ¢€osinophile (de type « corps de Russell »), correspondant alors a une accumulation
d’IgM (van den Tweel JG et al, 1978).

- des cellules au noyau multilobé, principalement dans les LF riches en grandes cellules. Ces
lymphocytes correspondraient a une forme intermédiaire entre centrocyte et centroblaste dont
le noyau serait exagérément lobulé (Chan JK et al, 1986).

- des lymphocytes néoplasiques au noyau cérébriforme, morphologiquement semblable au
noyau des lymphocytes dans le mycosis fongoide (Nathwani BN et al, 1985).

- une différenciation plasmocytaire : des plasmocytes, parfois nombreux, peuvent étre
observés, principalement dans les zones inter-folliculaires. Ces plasmocytes sont parfois
monotypiques et peuvent alors étre interprétés comme une composante différenciée du LF.
(Schmid U et al, 1985, Keith TA et al, 1985). Deux études allemandes menées par Ott et
Katzenberger retrouvent une différenciation plasmocytoide significativement plus fréquente

dans les LF3b par rapport aux LF de grade respectivement 1 + 2 + 3a ou 3a seul (Ott G et al,
2002 ; Katzenberger T et al, 2004).

- des «rosettes » : des lymphocytes néoplasiques peuvent s’agencer en rosettes ressemblant
aux formations observées dans les neuroblastomes. Le centre de ces rosettes est occupé par un
dépot fibrillaire €osinophile correspondant, a 1’échelle ultra structurale, a un matériel
cytoplasmique issu des lymphocytes tumoraux (Frizzera G et al, 1985).

- une architecture « florale » : les follicules néoplasiques sont entiérement entourés par la zone
du manteau qui les pénétre et les disloque, leur donnant un aspect irrégulier, « floral » (Goates
JJ et al, 1994). Le risque est de confondre cette variante de LF avec un « ganglion en
transformation progressive » au sein duquel on observe classiquement ces mémes 1€sions.

- des follicules «hyalins-vasculaires » : certains follicules néoplasiques peuvent étre
constitués de lymphocytes arrangés de facon concentrique et pénétrés par des veinules a paroi
hyalinisée, mimant une maladie de Castelman de type hyaline vasculaire (Warnke RA et al,
1994).

- des follicules néoplasiques « inversés » : contrairement aux follicules habituels, relativement
pales, entourés d’une bordure plus sombre correspondant a la zone du manteau, ces follicules
ont un centre foncé di a la grande quantité de centrocytes et une périphérie plus claire, due a

la présence de nombreux centroblastes (Chan JK ez al, 1986). Un diagnostic différentiel peut alors
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se poser avec un lymphome du manteau, un lymphome de la zone marginale ou une maladie
de Hodgkin nodulaire a prédominance lymphocytaire.

- une différenciation B-monocytoide : des cellules B-monocytoides, au noyau de taille
moyenne entouré¢ d’un cytoplasme pale modérément abondant, peuvent étre observées autour
des follicules néoplasiques dans 10% des cas. Ces cellules, dont la morphologie rappelle celle
des lymphocytes de la zone marginale, dérivent du méme clone que les lymphocytes
tumoraux folliculaires (Mollejo M et al, 1994). L aspect morphologique peut alors mimer celui
des follicules « inversés ».

- une forme rare de LF est le LF «in situ ». Quelques follicules néoplasiques sont alors
identifiés au sein d’un ganglion par ailleurs normal, par leur caractére plus monomorphe mais
surtout par leur positivité avec le bcl2 en immunohistochimie. Des études suggerent que ces
cas correspondent a des LF débutants (Cong P ez al, 2002).

- certains auteurs ont également décrit des variantes de LF dont les follicules sont constitués
par de grandes cellules immunoblastiques ou plasmablastiques (Chan JK et al, 1990) ou par de
petits lymphocytes d’aspects identiques a ceux des lymphomes lymphocytiques (« follicular
small lymphocytic lymphoma ») (Chang KL ez al, 1994). Ces cas sont cependant trop rares pour
que des conclusions soient tirées sur le comportement de ces LF particuliers.

- enfin, des lymphomes « composites », correspondant a la présence de 2 types de lymphome
différents au niveau d’un méme site ganglionnaire, peuvent associer un LF et un autre

lymphome, Hodgkinien ou non (Kim H ez al, 1977; Thirumala S et al, 2000).
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6.2- Immunohistochimie

Les lymphocytes néoplasiques des LF ont un phénotype en général uniforme, tres

proche de celui des lymphocytes B des centres germinatifs normaux :

6.2.1- marqueurs des cellules B :

Ces lymphocytes tumoraux expriment des antigénes de surface associés aux cellules
B (Jaffe ES er al, 1974 ; Levy R et al, 1977) : CD19, CD20 (L26), CD22, CD24, CD79a, ainsi que
HLA-DR, CDw75(LN1), CD74(LN2), CD35 (C3b). Ces lymphocytes expriment également
des immunoglobines de surface ou cytoplasmiques avec restriction de la chaine légere et dont
la chaine lourde est le plus souvent de type IgM. On peut parfois observer un second isotype,
IgD, IgG ou plus rarement IgA (Warnke R et al, 1978). Dans 10% des cas (principalement dans

les formes riches en grandes cellules), aucune expression d’immunoglobuline n’est détectable

(Ngan B et al, 1989).

6.2.2- marqueurs des centres germinatifs :

Les lymphocytes néoplasiques expriment également des marqueurs des centres

germinatifs :

-CD10 (CALLA) dans 29 a 100% des cas (Arber DA et al, 1997; Almasri NM et al, 1998,
Dogan A et al, 2000; Chang CC et al, 2002). Le CDI10 est une glycoprotéine membranaire
monomeérique de 90 a 110 kd qui apparait au cours de la différenciation lymphocytaire sur les
cellules pro-B puis est perdue durant la maturation vers le lymphocyte B naif (LeBien TW et al,
1989). Il réapparait a la surface lymphocytaire au cours de la maturation antigéne-dependante
des centres germinatifs. L’expression du CD10 peut étre détectée dans des centres germinatifs
réactionnels, dans des LF, mais aussi dans des leucémies aigu€s lymphoblastiques, des

lymphomes de Burkitt et une certaine proportion de LBDGC (Arber DA et al, 1997; Uherova P et
al, 2001, Eshoa C et al, 2001).
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Plusieurs études montrent une expression de CD10 d’autant moins fréquente que le
grade histologique des LF est haut. Cette différence est constatée en cytométrie en flux dans
une étude de 90 LF montrant un marquage significativement moins fréquent des LF de grade
3 par rapport aux LF de grades 1 + 2 (Ray S et al, 2005). Elle est également observée en
immunohistochimie dans plusieurs études : une étude américaine menée par Eshoa sur 26 LF
de grades 1 a 3 rapporte une fréquence et une intensité de marquage CD10 significativement
plus importante dans les LF de grade 1 (20% de cas négatifs ou faiblement positifs) par
rapport aux LF de grade 3 (83% de cas négatifs ou faiblement positifs) (Eshoa C et al, 2001).
Deux ¢études asiatiques, 1’une coréenne menée par Lee sur 61 LF (Lee D ez al, 2008) et 1’autre
japonaise menée par Guo sur 147 LF (Guo Y et al, 2005) rapportent des résultats comparables
avec des LF de grade 3 (3a + 3b) CD10+ dans respectivement 34% et 51% des cas contre
respectivement 86% et 90,7% des LF de grades 1 + 2 (p<0,001 dans les 2 études). Il n’est par
contre pas observé de différence significative entre les grades 3a et 3b dans 1’étude de Guo et
al (comparaison non faite dans I’étude de Lee). Deux études européennes, 1’une menée par
Ott sur 89 LF de grades 1 a 3b (Ott G et al, 2002) et ’autre menée par Katzenberger sur 188 LF
également de tous grades (Katzenberger T et al, 2004) rapportent un marquage CDI10+
significativement moins fréquent dans des LF3b (respectivement 50% et 34%) par rapport a
un groupe de LF de grades 1 + 2 + 3a (respectivement 98,6% et 97,8%). Dans ces 2 études,
cette différence reste significative lorsque les LF3a et les LF3b sont comparés
(respectivement 100% vs 50% et 96% vs 37%).

En plus de cette association entre une moindre expression de CD10 et un grade
histologique ¢€levé, certaines études rapportent une corrélation positive entre 1’absence de ce
marqueur et ’absence de translocation t(14;18) (Jardin F et al, 2002 (a) ; Guo Y et al, 2005). Une
étude frangaise rapporte une fréquence moindre du marquage CDI10 dans 15 LF sans
translocation t(14 ;18) et avec réarrangement bc/6 par rapport a un groupe de 165 LF avec

translocation t(14 ;18) et sans réarrangement bc/6 (Jardin F et al, 2002 (a)).

-bcl-6 dans 94 a 100% des cas (Onizuka T et al, 1995). Le géne bcl6 code pour une
phosphoprotéine nucléaire de 95 kD présentant un domaine C-terminal POZ/ZINC en doigt
de zinc qui agit comme facteur de répression transcriptionnelle (Kerckaert JP ez al, 1993; Ye BH et
al, 1993 ; Seyfert VL et al 1996; Chang CC et al, 1996). La protéine bcl6 est impliquée dans le
contrdle de la formation des centres germinatifs en réponse a la stimulation antigénique, la

maturation lymphocytaire B et T, I’apoptose et le contrdle du cycle et de la sénescence
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cellulaire. Dans les tissus lymphoides, cette protéine est exprimée dans les cellules B des
centres germinatifs des follicules lymphoides secondaires, tant au niveau de la «zone
sombre », riche en centrocytes, que de la « zone claire », riche en centroblastes mais pas dans
les cellules B immatures ou post-folliculaires (Cattoretti G et al, 1995; Flenghi L et al, 1995; Flenghi
L et al, 1996; Ye BH et al, 1997). Une forte expression de bcl6 est le plus souvent observée dans
les LF (Flenghi L et al, 1995; Onizuka T et al, 1995 ; Kuppers R et al, 1999). Bcl6 est également
détectable dans quelques cellules T CD4+ au sein du centre germinatif, du manteau et dans les
zones paracorticales, ainsi que dans de rares cellules IgD+ dans le manteau et la zone
marginale. On peut également trouver cette protéine dans des grandes cellules périfolliculaires
CD30+ (Cattoretti G et al, 1995). Dans les LF, son expression est indépendante d’un éventuel
réarrangement du gene bcl6 (Jardin F et al, 2002 (a) ; Jardin F et al, 2002 (b) ; Guo Y et al, 2005 ; Ruminy
P et al, 2006). Une expression de bcl6 peut également étre retrouvée dans les LBDGC et les
lymphomes de Burkitt avec la méme absence de corrélation entre le réarrangement du géne et
I’expression de sa protéine (Bastard C et al, 1994; Offit K et al, 1994; Offit K et al, 1995; Flenghi L et al,
1995 ; Flenghi L et al, 1996).

Dans les LF, des études montrent une diminution d’expression de bcl6  avec
I’augmentation du grade histologique. Katzenberger et al rapportent : grades 1 + 2 : 100% de
marquage, grade 3a : 86% de marquage et grade 3b : 44,5% de marquage avec une différence
significative entre LF de grades 1 + 2 + 3a versus 3b et des LF de grade 3a versus 3b
(Katzenberger T et al, 2004). De méme, une ¢étude de Lee et al rapporte une positivité de ce
marqueur dans : grade 1 : 72,2%, grade 2 : 62,5%, grade 3a: 62,5% et grade 3b: 18,2% avec
une différence significative entre les LF de grades 3a et 3b (Lee D et a/, 2008). Au contraire, une
étude japonaise de Guo et al ne met pas en évidence de marquage significativement différent

entre les grades histologiques de 147 LF (Guo Y et al, 2005).

6.2.3- bcl2

La plupart des LF présentent également une expression de bcl-2 (« B-Cell
Leukemia/sLymphoma 2 »), une protéine de 239 acides aminés et 24 kD localisée au niveau
de la membrane mitochondriale interne et possédant une action anti-apoptotique (Chen-Levy Z
et al, 1989; Hockenbery D et al, 1990). Dans un centre germinatif normal, cette protéine n’est pas
surexprimée et les cellules ne sont pas marquées par bcl2. Au contraire, 85% des LF en

moyenne expriment bcl2, répartis, dans une étude de Gaulard et al, en 100% dans les LF
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uniquement a petites cellules, 86% dans les LF a petites et grandes cellules et 76% dans les
LF a grandes cellules (Gaulard P et al, 1992).

Cette plus rare expression de bcl2 dans les LF de haut grade histologique est
confirmée par d’autres auteurs (Gelb AB et al, 1994 ; Lai R ez al, 1998) notamment dans un travail
mené par Ott. Dans cette étude, le groupe des LF de grades 1 + 2 exprime significativement
plus souvent bcl2 que les LF de grade 3a (respectivement 100% et 73%, p=0,0001). De
méme, bcl2 est significativement moins souvent exprimé dans les LF de grade 3b (69%) que
dans le groupe rassemblant les LF de grades 1, 2 et 3a (p<0,001) (Ott G ez al, 2002). Une étude
de Katzenberger et al retrouve également une décroissance du nombre de LF bcl2+ avec
I’augmentation du grade histologique, mais cette différence n’est pas significative (100% pour
les grades 1 + 2 regroupés; 96% pour les grades 3a et 81.5% pour les grades 3b) (Katzenberger T
et al, 2004). Une étude menée par Guo rapporte également une fréquence de marquage bcl2
signifivativement supérieure dans les LF de grades 1 + 2 versus les LF de grade 3 (3a + 3b)
(respectivement 96% et 77%, p<0,001). Ce travail ne retrouve par contre pas de différence
significative entre les LF3a (80%) versus LF3b (71%) (Guo Y et al, 2005). Au contraire, aucune
corrélation signifivative entre le marquage bcl2 et le grade histologique n’est retrouvée par
I’équipe de Lee (Lee D et al, 2008). Aucune de ces équipes ne retrouve par contre de différence

d’expression significative de bcl2 entre les LF3a et les LF3b.

Dans les LF possédant la translocation t(14 ;18), I'immunomarquage bcl2 est observé
dans 89 a 99% des cas (Skinnider BF et al, 1999 ; Guo Y et al, 2005). Plusieurs études constatent
une tendance a la perte d’expression de bcl2 dans les LF ne présentant pas cette translocation
(Sekiguchi N et al, 2005). C’est le cas notamment de Horsman et al, qui, dans une étude de 50 LF
sans translocation t(14 ;18), ne rapportent que 16 cas bcl2+ (Horsman DE et al, 2003). Une
expression immunohistochimique de bcl2 peut cependant étre mise en évidence dans 25 a
60% des LF dépourvus de cette translocation, prouvant ainsi que cette protéine peut étre
surexprimée par d’autres mécanismes que la translocation t(14 ;18) (Pezzella et al, 1990). Ces
mécanismes sont connus depuis longtemps (Aster JC ez al, 2002). La dérégulation de bcl2 peut
alors étre secondaire a une t(2 ;18)(p11 ;p21) ou une t(18 ;22)(p21 ;pl1) (Leroux D et al, 1990;
Adachi M et al, 1989) ou encore a une duplication du chromosome 18 (Horsman DE et al, 2003). Des
amplifications du gene bc/2 consécutives a des infections virales, a ’effet de cytokines ou de

régulateurs du cycle cellulaire ont également été décrites (Seite P et al, 1993 ; Skinnider BF et al,
1999 ; Papakonstantinou G et al, 2001; Aster JC et al, 2002 ; Horsman DE ef al, 2003 ; Guo Y et al, 2005).

L’observation de cellules B bcl2+ en immunohistochimie ne peut donc pas étre considérée

25



comme un marqueur de la présence de la translocation t(14 ;18) dans ces cellules. De méme,
I’absence de détection immunohistochimique de bcl2 dans une prolifération lymphoide
d’architecture folliculaire ne peut garantir son absence de malignité.

Une ¢étude de Jardin et al montre un marquage bcl2 significativement moins fréquent
dans un groupe de 15 LF sans translocation t(14 ;18) et avec un réarrangement bcl6 par

rapport a un groupe de 165 LF avec translocation t(14 ;18) et sans réarrangement bc/6 (Jardin F
et al, 2002 (a)).

L’expression de bcl-2 en immunohistochimie est corrélée a une importante synthése
d’ARNm du géne bcl-2. Dans le tissu lymphoide non lymphomateux, au contraire, a été
décrite une dissociation entre la distribution de la protéine bcl-2 et de son ARNm. Cette
discordance suggere I’existence de mécanismes de régulation post-transcriptionnels

importants qui disparaissent dans les tissus lymphomateux (Chleq-Deschamps CM et al, 1993).

6.2.4- autres marqueurs

. Ki67: Cet antigéne est observé sur une protéine nucléaire présente dans les cellules
prolifératives en phase G1, S, G2 et M. L’immunomarquage avec 1’anticorps MiB1 dirigé
contre 1’antigéne Ki67 évalue donc I’index de prolifération. Si 1’utilisation de ce marqueur
n’est pas une recommandation faite par I’OMS pour aider au grading des LF, de nombreuses
équipes ont cependant montré un immunomarquage croissant avec le grade histologique des
LF (Tominaga K et al, 1992 ; Swerdlow SH et al, 1993 ; Martin AR et al, 1995 ; Llanos M et al, 2001). Une
¢tude de Wang et al rapporte par exemple un index de prolifération de 39% pour les LF de
grade 3 contre 21% pour les LF de grade 2 (p<0,0001) et 15% pour les LF de grade 1
(p<0,0001) (Wang SA et al, 2005). Ces résultats sont corroborés par ceux d’une équipe milanaise
rapportant un index de prolifération de, respectivement, 22%, 38% et 57% pour les LF de
grades 1, 2 et 3 (Pruneri G ez al, 2004). Ott et al rapportent ¢galement un index de prolifération
de 20% dans les grades 1, 40% dans les grades 2, 70% dans les grades 3a et 80% dans les
grades 3b. Les différences sont significatives entre les grades 1 + 2 et 3a et 1 + 2 + 3a
(p<0,0001) et 3b (p<0,0001). La différence entre les grades 3a et 3b n’est pas significative (Ott
G et al, 2002). Si index de prolifération et grade histologique semblent croitre
proportionnellement, 1’équipe de Wang a cependant isolé un sous-groupe de LF de bas grade
(1 et 2) ayant de maniére discordante un index de prolifération élevé et un pronostic proche de

celui des LF de grade 3 (Wang SA et al, 2005).
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. MUMI : Certains auteurs ont montré 1’expression de I’antigéne MUM1 dans des cas de LF.
(Falini B et al, 2000, Natkunam Y et al, 2001). Cet antigéne (Multiple Myeloma oncogen 1) est
habituellement exprimé par les plasmocytes et un petit nombre de cellules des centres
germinatifs. Dans une cellule B normale, les expressions de MUMI1 et de bcl6 apparaissent
mutuellement exclusives (Falini B et al, 2000). Des études récentes ont comparé des LF MUMI1+
a des LF MUMI-, isolant ainsi des particularités clinico-biologiques concernant ce premier
groupe. Les LF MUMI1+ seraient plus fréquemment retrouvés chez des patients agés et
seraient histologiquement de grades élevés, le plus souvent 3 (surtout 3b), avec fréquemment
un contingent diffus. Les auteurs retrouvent également dans ce groupe une fréquence moindre
de la t(14;18) et des anomalies du géne bcl6 (réarrangement ou amplification) plus

nombreuses. Ces LF auraient une expression faible de bcl6 (Naresh KN, 2007 ; Karube K et al,
2007).

. p53 : Cette phosphoprotéine nucléaire est impliquée dans de nombreux processus comme
I’apoptose, I’inhibition de la croissance cellulaire ou le maintien de la stabilité et de 1’intégrité
du génome (Levine AJ, 1997). Lorsqu’elle est mutée, elle bénéficie d’une demi-vie plus longue
et s’accumule dans le noyau des cellules ou elle est alors détectable en immunohistochimie.
Deux anciennes études suggéraient que p53 n’était détectable que dans une petite proportion
de LF et que sa présence était associée a leur transformation histologique (Lo coco F et al, 1993 ;
Sander CA et al, 1993). Des travaux plus récents rapportent un immunomarquage avec la p53
plus ubiquitaire, observé au sein de LF non transformés, ce marquage étant d’autant plus
fréquent que le grade histologique est ¢€levé (Nguyen PL et al, 1996). Ces données sont
corroborées par les résultats des études de Ott ef al et Katzenberger et al, indiquant un
marquage p53+ significativement plus fréquent dans les LF de grade 3b par rapport aux LF de
grades 1 + 2 + 3a (Ott G ez al, 2002 ; Katzenberger T et al, 2004).

La relation entre p53 et bcl2 a fait I’objet de nombreuses publications avec des
résultats discordants. Certaines études ont montré que bcl2 était régulé par p53 (Miyashita T et
al, 1994 ; Haldar S et al, 1994), d’autres suggerent une relation inverse de ces deux protéines dans
plusieurs cancers (Pezzella F et al, 1993 ; Joensuu H et al, 1994 ; Sinicrope FA et al, 1995) dont les LF
(Nguyen PL ez al, 1996). Une étude récente de Guo ef a/ montre une expression forte de p53
présente uniquement dans un groupe de LF sans expression de bcl2 (n=14) et absente d’un
groupe de LF exprimant bcl2 (n=14). Dans cette méme étude, les auteurs observent une
corrélation inverse significative entre les marquages p53 et bcl6 dans les LF sans expression

de bcl2 (cette constatation est également faite dans les LF bcl2+, mais non significative) (Guo
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Y et al, 2007). Ces résultats sont en accord avec des données récentes indiquant que bcl6

réprimerait la transcription de TP53 (Phan RT et al, 2004).

. CDA43 : Les cellules néoplasiques sont en régle CD43- malgré d’occasionnels cas de LF de

grade 3 CD43+ (Lai R et al, 1999).

. CD23 : Les cellules lymphomateuses sont également le plus souvent CD23- (Lennert K et al,

1992).
. CD30 : En périphérie des nodules néoplasiques, des grandes cellules CD30+ et de phénotype
B ont été décrites dans certains cas, sans que leur appartenance ou non au contingent malin ne

puisse &tre précisée (Piris M et al, 1991).

. Mise en évidence du réseau de cellules folliculaires dendritiques : L’application des

anticorps anti-CD21, CD23, CD35, KIM4 ou R/23 permet de mettre en évidence ce réseau qui
persiste principalement au sein des nodules néoplasiques. Ce réseau différe cependant de celui
observé dans les nodules lymphoides non néoplasiques, il est plus lache, souvent élargi et

disloqué voire absent. Dans les zones diffuses, il manque parfois ou est peu présent (Zukerberg

LR et al, 1993).

. Marquage des cellules T : Les cellules T réactionnelles, sont mises en évidence par leur

phénotype CD3+ et CDS5+. Elles sont observées principalement dans les territoires
interfolliculaires avec une majorité de lymphocytes T CD4+ en périphérie des follicules, et en
plus petit nombre a I’intérieur de ces follicules. Le CD5 met également en évidence la zone du
manteau lorsqu’elle persiste. Les lymphocytes néoplasiques sont en regle générale CDS5-
méme si quelques cas de LF CD5+ ont été¢ décrits (Barry TS et al/, 2002) notamment dans sa
variante de type « floral » (Tiesinga JJ et al, 2002). Des cellules B non tumorales polyclonales,
résiduelles ou réactionnelles peuvent également étre observées : elles expriment les marqueurs

B mais sont CD10-, bcl6- et bel2-.
. En routine : la « batterie » d’anticorps utilisés est la suivante : CD20, CD5/CD3, CD10,

bcl2, belo, CD21/CD23 auxquels est ajouté le Mibl permettant une corrélation avec le grade

histologique.
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6.3- Diagnostics différentiels :

Les principaux diagnostics différentiels des LF sont I’hyperplasie lymphoide
folliculaire, le lymphome du manteau dans sa forme nodulaire et un lymphome de la zone

marginale colonisant des centres germinatifs.

6.3.1- L hyperplasie lymphoide folliculaire

Elle peut étre idiopathique ou associée a une pathologie infectieuse (virale,
bactérienne, parasitaire), liée a une hypersensibilit¢ ou dysimmunitaire (polyarthrite
rhumatoide, maladie de Castleman, maladie de Kimura,...). L’hyperplasie lymphoide
folliculaire présente, tout comme le LF, une architecture nettement nodulaire. Cependant,
certains critéres sont plus en faveur du diagnostic de LF (Nathwani BN et al, 1981) :

. la disposition uniforme dos a dos des follicules sur toute la surface
ganglionnaire,

. la disparition de la zone du manteau,

. au sein des nodules : la disparition des macrophages a corps tingibles, la
monotonie cellulaire, I’absence de polarisation cellulaire, la présence de cellules atypiques
(cellules en bague a chaton,...)

. la présence de follicules dans le tissu péri-ganglionnaire.

L’étude immunohistochimique permet de résoudre la majorité des cas ambigus en mettant en
évidence I’expression de la protéine bcl2 par les follicules lymphoides néoplasiques (Gaulard P

et al, 1992) et la présence de cellules CD10+ dans les zones inter-folliculaires.

6.3.2- Le lymphome du manteau dans sa forme nodulaire

Ce lymphome peut également simuler un LF (Rodriguez J et al, 1996). Les lymphocytes

néoplasiques se disposent alors sous forme d’un épais manteau autour de centres germinatifs
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non tumoraux qui peuvent étre hypotrophiques, hypertrophiques ou absents. La mise en
évidence de ce centre germinatif est d’ailleurs un bon critére diagnostique contre le LF. Les
nodules ainsi formés sont le plus souvent plus volumineux que ceux des LF. Les cellules
tumorales sont également différentes, de taille moyenne a noyaux irréguliers (Solal-Céligny P et
al, 1997), sans centroblaste. Elles expriment le CD5 et le CD43 contrairement (en général) aux
cellules des LF. Elles sont également bcl6-, bell+ et bel2+, les centres germinatifs résiduels

n’étant pas marqués par ce dernier anticorps ce qui constitue une autre différence avec le LF
(Banks PM et al, 1992).

6.3.3- Le lymphome de la zone marginale colonisant des centres germinatifs

Ce lymphome peut étre un véritable piege diagnostique. La morphologie peut alors
étre parfois prise a défaut et une étude immunohistochimique sera nécessaire. Celle-ci
montrera des nodules lymphomateux CD10- avec persistance de cellules centro-folliculaires
CD10+ non tumorales. Le CD21/CD23 mettra en évidence une destruction du réseau de

cellules folliculaires dendritiques (Isaacson PG et al, 1991 ; Kojima M et al, 2005).

6.3.4- Autres diagnostics différentiels

Des diagnostics différentiels plus rares des LF sont des lymphomes lymphocytiques
comportant des pseudo-follicules proéminents correspondant a des centres prolifératifs (Ben-
Ezra J et al, 1989) et des lymphomes lymphoblastiques ayant une architecture lobulée (Ioachim HL
et al, 1980). Dans tous ces cas, les clés du diagnostic sont morphologiques et

immunohistochimiques.

7- Cytogénétique

La majorité des LF présente des anomalies cytogénétiques.
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7.1- Translocation t(14 ;18) :

La translocation t(14;18) est une des caractéristiques du LF. En 1977, une aberration
chromosomique spécifique des LF était décrite pour la premicre fois, il s’agissait du
chromosome 14q+ (Catovsky D et al, 1977). Peu de temps apres, en 1978, Ila translocation
t(14 ;18) a été pour la premicre fois décrite par Fukuhara et al et Rowley et al (Fukuhara S et al,
1978) puis precisée par Yunis et collaborateurs qui ont montré la localisation des points de
cassure (Yunis JJ ef al, 1982). D’un point de vue moléculaire, elle juxtapose le géne bcl2 situé sur
le bras long du chromosome 18 (en 18q21) et des séquences régulatrices du géne des chaines
lourdes des immunoglobulines (IgH) situé sur le bras long du chromosome 14 (en 14q32). Il
existe ainsi une surexpression de I’ARNm du gene bcl2 de I’all¢le transloqué sous 1’action du
promoteur E(n) d’IgH. Le gene bcl2 de ’alléle non transloqué est silencieux (Cleary ML et al,
1986 (b) ; Graninger WB et al, 1987). Ceci a pour conséquence la surexpression permanente du
produit du geéne antiapoptotique bc/2, conduisant a 1’accumulation de cellules devenues
résistantes a ’apoptose. Ce mécanisme oncogénétique caractérisé par la perte de la mort
cellulaire et non la promotion de la prolifération cellulaire explique le caractére indolent des
LF. Dans un centre germinatif non lymphomateux, la synthése de la protéine bcl2 est éteinte,
permettant le « turn over » cellulaire. Des cas avérés de LF présentant une surexpression de

bcl2 sans translocation t(14 ;18) ont été décrits (cf chapitre « Morphologie », p. 27).

Dans la translocation t(14;18), le point de cassure sur le chromosome 14 se situe le
plus souvent au sein des segments J ou D du gene IgH (Stamatopoulos K et al, 1997 ; Vaandrager JW
et al, 2000 (b)) et plus rarement au niveau des séquences S (switch) de ce géne. Récemment, des
preuves de I’implication directe de la machinerie de la recombinaison V(D)J dans la
translocation t(14 ;18) ont été¢ apportées par I’équipe de Raghavan qui a montré que le
complexe enzymatique RAG (qui permet normalement le clivage de I’ADN au niveau des
segments V, D et J) pouvait cliver le géne bc/2 au niveau de son principal point de cassure
(MBR) (Raghavan SC et al, 2004). Sur le chromosome 18, les points de cassure sont de

localisation plus variable, situés principalement au niveau de 2 régions : (Tsujimoto Y et al, 1985;
Cleary ML et al, 1986 (a) ; Ngan BY et al, 1989; Johnson PWM et al, 1994 ; Johnson PW et al, 1999; Lopez-
Guillermo A et al, 1999) (figure 1) :
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. MBR (Major Break point Region), une région non codante de 150 bp située a
I’extrémité 3’ de 1’exon 3 du gene bcl2. C’est le cas de figure le plus fréquent, rencontré dans

40 a 70% des cas.

. mcr (minor cluster region), une région de 20 kb située ¢galement en aval de MBR,

dans 10 a 15% des cas.

D’autres points de cassure ont été décrits ces derni¢res années et sont impliqués dans
une moindre proportion de translocations (Willis TG et al, 1997 ; Akasaka T et al, 1998 ; Buchonnet G
et al, 2002 ; Albinger-Hegyi A et al, 2002 ; Weinberg OK et al, 2007) :

. 37 bcl2 (ou «3° MBR»), une région de 3,8 kb située 4,3 kb en aval de la région MBR.

. icr (intermediate cluster region), située plus en aval, a 14,6 kb de 3’ bcl2.

. 5" mcr, une région de 10 kb située 1,4 kb en aval de la région mcr.
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Figure 1 : Schéma des points de cassure en relation avec la t(14;18).

Deux études ont montré 1’absence de corrélation entre la localisation du point de
cassure sur le chromosome 18 et la survie globale (Buchonnet G et al, 2002 ; Weinberg OK et al,
2007).

Tous types histologiques de lymphomes confondus, la translocation t(14 ;18) est

I’anomalie structurale la plus fréquemment rencontrée, étant observée dans 25% des cas. Elle
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a été décrite dans tous les types de lymphomes, Hodgkiniens ou non et notamment dans 30%
des LBDGC (Yunis JJ et al, 1982 ; Weiss LM et al, 1987 ; Offit K et al, 1989). D’importantes variations
inter-études quant a la fréquence de la translocation t(14 ;18) dans les LF en Occident sont
constatées, tous grades histologiques confondus, avec des résultats allant de 70 a 100%
(Horsman DE et al, 1995 ; Roxley JD et al, 1988 ; Godon A et al, 2003). Pour certains auteurs, ces
résultats traduisent sans doute plus des variations techniques dans la fagon de détecter cette
anomalie plutdt que de réelles variations géographiques (Aster JC et al, 2002). L’utilisation de
techniques de détection plus sensibles (voir plus bas) ont notamment permis de gommer les
différences d’incidence de cette translocation observées entre les Etats Unis et I’Europe (cette
derniere ayant révélé longtemps des taux plus bas) (Albinger-Hegyi A et al, 1982 ; Vaadranger JW et
al, 2000 (a)). Cette translocation semble cependant moins souvent retrouvée dans les LF des
pays asiatiques : dans environ 55% des cas en Chine (Chen PM et al, 1993 ; Loke SL et al, 1990),
30% a Taiwan (Chuang SS et al, 2006) et au Japon (Amakawa R et al, 1989 ; Mitani S et al, 1993). Cette
fréquence moindre de la t(14 ;18) suggére une possible différence dans la pathogénie des LF

en Asie (Biagi JJ, Seymour JF, Blood 2002).

De nombreuses équipes ont discuté de I'impact d’un réarrangement bcl2 sur le
pronostic des LF. Dans une étude sur 247 LF, Lopez-Guillermo et al observent que les LF
sans translocation t(14 ;18) ont des particularités cliniques se traduisant par un comportement
plus agressif (stade plus élevé, taux de B2 microglobuline supérieur, taux de réponse au
traitement plus faible et taux de survie sans événement a 3 ans significativement inférieur)
(Lopez-Guillermo A et al, 1999). Les résultats d’une étude de Horsman et collaborateurs vont dans
ce sens puisqu’ils mettent en évidence une plus grande proportion de grades 3 histologiques
dans un groupe de 50 LF sans translocation t(14 ;18) (18%) en comparaison avec un groupe
de 165 LF avec cette translocation (3%) (Horsman DE et al, 2003). Ces résultats sont corroborés
par ceux d’autres équipes, également a propos de LF Européens ou Nords américains (Gaulard
P et al, 1992 ; Pezzella F et al, 1992 ; Nguyen PL et al, 1996) ou coréens (Lee D et al, 2008) associant une
absence de réarrangement bc/2 a un grade histologique plus élevé et notamment des grades 3b
(Katzenberger T et al, 2004). Cependant, d’autres €¢tudes ne montrent pas ces différences cliniques

et pronostiques en fonction de la présence ou non du réarrangement bcl2 (Tilly H et al, 1994 ;

Biagi JJ et al, 2002; Matsumoto Y et al, 2004).
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Il a été démontré que la seule présence de la translocation t(14 ;18) ne suffisait pas a
rendre les lymphocytes B malins (Limpens J ez al, 1995). Cette translocation est acquise dans la
moelle a I’occasion d’une anomalie dans le réarrangement du géne des immunoglobulines.
Ces cellules t(14 ;18)+ seraient présentes chez les sujets sains sans conséquence jusqu’a ce
qu’elles acquierent des anomalies génétiques secondaires lors de leur rencontre avec
I’antigéne dans le centre germinatif. Ces cellules auraient alors un avantage de survie sur les
autres lymphocytes B et I’accumulation d’anomalies génétiques généreraient finalement le LF
(Bende RJ et al, 2007). Cette nuance a ¢été démontrée dans des modéles de souris transgéniques
(McDonnell TJ et al, 1991) dans lesquels des altérations génétiques additionnelles comme
I’introduction d’un oncogéne activé (c-MYC) semblaient étre nécessaires au développement
d’une néoplasie (Strasser A et al, 1990; Fanidi A et al, 1992). D’ailleurs, des cellules t(14 ;18)+
peuvent étre observées dans des cellules B non transformées, chez des sujets sains (Liu Y et al,
1994 ; Dolken G et al, 1996 ; Janz S et al, 2003). Certains auteurs qualifient ces cas de «faux-positifs»
du fait de techniques de détection de cette translocation trop sensibles, alors que d’autres
considérent ces cellules comme étant pré-lymphomateuses et n’ayant pas encore subi
d’anomalies génétiques secondaires. Ce concept est évoqué par 1’équipe de Roulland qui
suggere que ces cellules seraient atypiques, issues de centres germinatifs ayant les caracteres
phénotypiques et génotypiques des LF et qui pourraient constituer une « niche » potentielle

pour le développement d’un LF (Roulland S et al, 2006).

Plusieurs auteurs ont montré également que des hypermutations somatiques dans la
région variable (VH) du géne des immunoglobulines pouvaient survenir dans les LF au méme
titre que dans les centres germinatifs « physiologiques », permettant d’observer au moins 2

clones différents dans un méme LF (McCann K ez al, 1985 ; Levy R et al, 1987 ; Ngan B et al, 1989).

7.2- Anomalies du gene bcl6 :
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Le proto-oncogene bcl6 a été identifié du fait de son implication dans la translocation
affectant la région 3q27 dans les LBDGC (Ye BH et al, 1993 ; Baron BW et al, 1993; Kerckaert J-P et
al, Deweindt C et al, 1993). Dans les centres germinatifs réactionnels, la fonction de répresseur
transcriptionnel de bcl6 s’exerce via son interaction avec Blimp-1 (B-lymphocyte-induced
maturation protein 1), un répresseur transcriptionnel de c-MYC provoquant I’arrét de la
prolifération cellulaire et la différenciation plasmocytaire terminale ou 1’apoptose (Shaffer AL et
al, 2001 ; Shaffer AL et al, 2002). La répression de Blimp1 par dérégulation de bcl6 joue donc un
role important dans la lymphomageneése, permettant la poursuite de la prolifération cellulaire.
Dans les lymphomes en général et les LF en particulier, cette dérégulation est la conséquence

soit d’une translocation soit d’'une mutation du géne (Shen HM et al, 1998 ; Pasqualucci L et al,
1998 ; Peng HZ et al, 1999 ; Rosenwald A et al, 2002) :

- mutations somatiques de la région non codante 5’ du géne (Migliazza A et al, 1995;
Capello D et al, 2000). Ces mutations sont multiples dans une méme tumeur, peuvent étre
bialléliques et surviennent au cours du transit des lymphocytes B a travers le centre
germinatif, indépendamment d’une éventuelle translocation affectant la région 3q27. Elles
prédominent donc dans les lymphomes impliquant les centres germinatifs ou les cellules post-
centres germinatifs (Migliazza A et al, 1995; Pasqualucci L et al, 1998; Peng H-Z et al, 1999). Ces
mutations somatiques sont notamment observées dans les LBDGC avec une fréquence de

48% et dans les LF avec une fréquence de 60% (Capello D et al, 2000).

- translocation affectant la région 3q27 (Ye BH et al, 1993; Baron BW et al, 1993; Kerckaert J-
P 1993; Ye BH ez al, 1995). Plus de 20 loci et 15 geénes partenaires ont été identifiés au cours de
cette translocation (Akasaka H ez al, 1995). Certaines études suggerent que 1’identité du partenaire
influence le phénotype du lymphome (Akasaka T ez al, 2000). Ce partenaire peut étre le locus IgH
en 14q32. La translocation t(3;14) (q27;932) survient alors pendant le processus de switch
isotypique dans le centre germinatif. Un réarrangement du geéne bcl6 peut €tre observé dans
différents types de lymphomes : jusqu’a 48% dans des maladies de Hodgkin nodulaires a
prédominance lymphocytaire (Wlodarska I et al, 2003; Wlodarska I et al, 2004), dans 20 a 30% des
LBDGC (Jaffe ES et al, 2001), dans une petite proportion de lymphomes du MALT (Ye H et al,

2008), mais également dans 10 a 20% des LF (Lo Coco F et al, 1994 ; Otsuki T et al, 1995;
Papakonstantinou G et al, 2001 ; Ott G et al, 2002 ; Jardin F et al, 2003 ; Bosga-Bouwer AG et al, 2003 ; Guo
Y et al, 2005). La 1 description d’un réarrangement de bcl6 dans les LF date de 1992 (Bastard

C et al, 1992). Plusieurs études montrent que dans les LF, le réarrangement de bcl/6 est plus
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fréquent en I’absence de translocation t(14 ;18) (Jardin F et al, 2002 (a) ; Horsman DE et al, 2003 ;
Guo Y et al, 2005 ; Lee D et al, 2008), cette association n’étant pas retrouvée dans une étude
japonaise sur 47 LF (Sekiguchi N et al, 2005). Guo et al observent que ce réarrangement bcl6 est
plus fréquent dans un groupe de 14 LF n’exprimant pas la protéine bcl2 (mais la différence
n’est pas significative) (Guo T et al, 2007).

Au cours de ce réarrangement, deux points de cassure sont connus au sein de
bcl6 (figure 2) :

-MBR (Major Break Region), une région non codante de 4 kb située en 5’ de bcl6 et
incluant le promoteur et le 1% intron de ce géne (Ye BH et al, 1993).

-ABR (Alternative Break point Region) située entre 245 et 285 kb en 5° de bcl6 (Butler
MP et al, 2002 ; Chen W et al, 1998).

Chacun de ces points de cassure met le géne bcl6 sous le contrdle d’un promoteur différent.
Cinquante a 60% des lymphomes présentant un réarrangement de ce géne (tous types
histologiques confondus) ont un point de cassure au niveau de la région MBR (Bastard C et al,
1994 ; Chen W et al, 1998) et 10% au niveau de la région ABR, sans que la localisation de ce
point de cassure n’implique forcément de partenaire différent (Butler MP et al, 2002 ; Bosga-
Bouwer AG et al, 2005). Alors que les LBDGC présenteraient surtout des points de cassure au
niveau de la région MBR, les points de cassure dans les LF seraient préférentiellement

observés dans la région ABR (Butler MP et al, 2002).
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Ces résultats sont confirmés par ceux de Bosga-Bouwer et al, dans une étude sur 10
LBDGC et 9 LF de grade 3b, qui retrouve une prépondérance de points de cassure dans la

région ABR pour les LF3b et dans la région MBR pour les LBDGC (Bosga-Bouwer AG et al,
2005).
Dans une étude concernant 20 LBDGC et 14 LF présentant la translocation t(3;14),

Ruminy et collaborateurs différencient également les LF et les LBDGC quant aux points de
cassure. Les auteurs montrent que 2 sous-groupes peuvent étre individualisés, différant par
leur histologie et la localisation du point de cassure cette fois sur le locus IgH (Ruminy P et al,
2006) : d’un coté les LF de grades 2 et 3a (cette étude ne comportait pas de grade 1) dont le
point de cassure était localisé préférentiellement au niveau de la région Sy et de I'autre les

LF3b et les LBDGC avec un point de cassure essentiellement en Sp (p<0,001).

Cependant, les mécanismes moléculaires par lesquels des altérations génétiques de
bcl6 entrainent la lymphomageneése restent mal connus (Dent AL et al, 2002). Certains auteurs
suggerent que le réarrangement de ce gene pourrait prolonger la durée d’exposition des
cellules B des centres germinatifs a un environnement mutagéne, permettant ainsi
I’accumulation d’anomalies génétiques secondaires (lida S et a/, 1999). Un role lymphomagene a
¢été attribué au réarrangement bc6/IgH dans un modeéle murin (Cattoretti G et al, 2005) mais, tout

comme le réarrangement bcl2, certains auteurs ont rapporté la présence d’un réarrangement

37



bcl6 dans le tissu lymphoide normal humain, suggérant la nécessité d’événements

additionnels pour I’acquisition d’un phénotype néoplasique (Yang X et al, 2006).

La valeur pronostique du réarrangement bcl6 dans les lymphomes reste également
controversée. Dans les LBDGC, sa présence a été aussi bien associée a une évolution
favorable (Offit K et al, 1994 ; Jerkeman M et al, 2002) qu’a un signe d’agressivité (Bastard C et al,
1994), d’autres études ne montrant pas de modification du pronostic selon la présence ou non
d’un réarrangement bcl6 (Kramer MH et al, 1998). Trés peu d’¢éléments sur I’importance du
réarrangement bcl6 sur le pronostic des LF sont disponibles dans la littérature. Une étude de
Gascoyne et al (Gascoyne RD et al, 1997) et des données préliminaires de 1’équipe de Bosga-
Bouwer et al (Bosga-Bouwer AG et al, 2003) semblent indiquer un meilleur pronostic des LF
présentant cette anomalie, alors que dans une étude récente, aucune différence n’est observée

dans I’évolution de 158 LF selon la présence ou non de ce réarrangement (Diaz-Alderete A et al,

2008).

7.3- Altérations geénétiques additionnelles

Ces 10 dernieres années, de larges séries d’analyses cytogénétiques de LF ont été
publi¢es. Elles montrent qu’environ 90% des altérations sont des anomalies numériques,
c’est-a-dire des gains ou des pertes de matériel génomique, le plus souvent associées a un

grade histologique ¢élevé et un pronostic péjoratif (Viardot A et al, 2003).

7.3.1- Gains chromosomiques les plus fréquents :

. gain en 1q, observé dans 5 a 15% des LF. Plusieurs génes candidats sont localisés
dans cette région tels que FCGR2 (Callanan MB et al, 2000; Chen W et al, 2001) IRTA1/IRTA2
(Hatzivassiliou G et al, 2001; Miller I et al, 2002) et bcl9 (Willis TG et al, 1998). Une dérégulation de
tous ces genes a déja éteé décrite dans des cellules B malignes. Un impact pronostique péjoratif
des aberrations de la région 1q a été rapporté dans les LBDGC (Offit K et al, 1991; Schlegelberger

B et al, 1999) mais pas dans les LF.
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. gain en 2p, observé dans environ 10% des cas. Dans cette région se trouve le
protooncogeéne REL (Goff LK et al, 2000; Viardot A et al, 2002). Ce géne fait partie de la voie de
signalisation NF-kappa B qui est impliquée dans le contrdle de la prolifération cellulaire,
I’inflammation et 1’apoptose. Dans les LBDGC, une association entre une amplification de

REL et la localisation extra-ganglionnaire du lymphome a été établie (Houldsworth J et al, 1996).

gain sur le chromosome 7, correspondant au gain chromosomique le plus
fréquemment observé, détecté dans 20 a 30% des LF (Whang-Peng J et al, 1996; Viardot A et al,
2002). Dans certaines études, une association entre une trisomie 7 et des caractéristiques
histologiques d’agressivité (Whang-Peng J et al, 1996; Bernell P et al, 1998) ou une transformation
ont été décrits (Mohamed AN et al, 2001). Cependant, 1’incidence de cette anomalie dans les cas
de LF sans ces caractéristiques d’agressivité est également élevée (Johannson B et al, 1995). Du
fait de la large taille du matériel génomique gagné dans la majorité des cas, aucun gene

candidat n’a été identifié¢ pour I’instant pour ce chromosome (Viardot A et al, 2003).

. gain en 8q, observé dans 5 a 10% des cas. Cette région contient I’oncogéne c-MYC.
(Werner CA et al, 1997 ; Viardot A et al, 2002). Dans des mod¢les de souris transgéniques, une
coopération entre les geénes bcl2 et c-MYC a été démontrée dans la pathogénie des LF (Strasser
A et al, 1990; Fanidi A et al, 1992). D’autres études ont associé le gain en 8q et la présence de

caractéristiques histologiques agressives (Mohamed AN et al, 2001; Yano T et al, Jaffe ES, 1992).

. gain en 12q, observé dans 12 a 19% des cas voire méme dans 33% des LF dans une
série utilisant la FISH pour détecter cette anomalie (Younes A et al, 1994 (a)). De nombreuses
¢tudes associent ce gain chromosomique a des caractéristiques pronostiques péjoratives
comme un grade histologique élevé (Yunis JJ et al, 1987 ; Mohamed AN et al, 2001), un risque accru
de transformation (Younes A et al, 1994 (a) ; Whang-Peng J et al, 1996; Hough RE et al, 2001 ; Martinez-
Climent JA et al, 2002) ou un caryotype complexe (Viardot A et al, 2002; Yunis JJ et al, 1987). Plusieurs
genes candidats sont localisés dans cette région comme MDM2, CDK4 et GLI. Des

amplifications de ces 3 genes ont déja été décrites dans les lymphomes non Hodgkiniens
(Werner CA et al, 1997; Rao PH et al, 1998).

. gain en 18q, observés dans 10 a 31% des cas (Younes A et al, 1994 (b) ; Johannson B et al,

1995; Viardot A et al, 2002). Contrairement aux LBDGC dans lesquels la t(14;18)(q32;921) et
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I’amplification de 18q sont des anomalies mutuellement exclusives conduisant a la
surexpression de bel2 (Monni O et al, 1997), le gain en 18q survient indépendamment de cette
translocation dans les LF (Viardot A et al, 2002). Le gain en 18q survient préférentiellement chez
les patients jeunes et chez les hommes (Viardot A et al, 2002). Les lymphomes présentant cette
altération génétique sont également associés a des caractéristiques histologiques péjoratives
(Yunis JJ et al, 1987 ; Johannson B et al, 1995 ; Whang-Peng J et al, 1996) et a un pronostic plus
défavorable (Ott G et al, 2002).

. gain en X. Il s’agit le plus souvent d’un gain du chromosome complet. Malgré son
incidence ¢levée dans les LMNH en général et les LF en particulier (Viardot A et al, 2003), le
role de cette aberration reste mal connu, en particulier sur I’influence que cette anomalie

génétique peut avoir sur le pronostic.

7.3.2- Pertes chromosomiques les plus fréquentes :

. perte en 1p, observée dans 5 a 10% des cas. La région perdue comporte plusieurs
genes candidats : CDC2L1 (Lahti JM et al, 1994), TNFR2 (White PS et al, 1993), ID3, (Ellmeier W et
al, 1992), PAX7 (Shapiro DN et al, 1993), DAN (Enomoto H et al, 1994) et p73 (Kaghad M et al, 1997)
qui ont été bien étudiés dans le neuroblastome. Cette perte chromosomique est également

associée a un pronostic défavorable (Tilly H ez al, 1994; Horsman DE et al, 2001).

. perte en 6q, qui est parmi les altérations génétiques les plus fréquentes dans les LF,
de méme que dans les autres LMNH, les leucémies et les tumeurs solides. Quatre principales
régions peuvent étre perdues : 6g21 (la plus fréquemment perdue), 6q13-ql14, 6923 et 6q25-
q27 (Gaidano G et al, 1992; Offit K et al, 1993 ; Whang-Peng J et al, 1996; Callanan MB et al, 2000; Viardot
A et al, 2002). Ces délétions ont été rattachées a un pronostic défavorable dans des études leur
associant soit un grade histologique ¢élevé (pour les régions 6q25-27 et 6q21) (Hauptschein RS et
al, 1998), soit un caryotype complexe et une progression vers un lymphome de haut grade plus
rapide (Viardot A er al, 2002). La présence en 6q25-26 d’un gene suppresseur de tumeur, p34

(Wang M et al, 2007), pourrait en partie expliquer cette association (Tilly H ez al, 1994).

. perte en 10q, observée dans environ 10% des cas. La région touchée contient le géne

suppresseur de tumeur PTEN (Siebert R et al, 1998; Sakai A et al, 1998). Une inactivation de I’all¢le
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PTEN restante a ét¢ démontrée dans des lignées cellulaires, suggérant un rdle pathogénique
de ce géne dans les LF (Siebert R et al, 1998). Cette délétion est également associée a un

pronostic péjoratif (Viardot A et al, 2002).

. perte en 13q, observée dans 5 a 10% des cas. Une étude rapporte son association a un

grade histologique élevé (Mohamed AN et al, 2001).

. perte en 17p. Un pronostic défavorable est rattaché a cette altération génique, dans
tous les lymphomes non Hodgkiniens dont le LF (Tilly H er al, 1994) avec notamment une
association a un grade histologique ¢élevé (Ott G et al, 2002). De plus, le géne suppresseur de
tumeur 7P53 est situé dans la région délétée et son role dans la transformation des LF a été

plusieurs fois établi (Lo Coco F et al, 1993; Sander CA et al, 1993).

On peut également observer des anomalies de nombre de chromosomes. Une
hyperdiploidie, avec un nombre de chromosomes habituellement entre 47 et 50, est
relativement fréquente et les tétraploidies ne sont pas rares (Bloomfield CD et al, 1983;
Kristoffersson U et al, 1986 ; Scouten HC et al, 1990). Une hypodiploidie est moins habituelle,
retrouvée dans 5 a 10% des LF (Solal-CélignyP et al, 1997).

On peut également observer des anomalies chromosomiques structurales telles que des

isochromosomes : iso(6p) et iso(17q) principalement (Kuntsen T, 1998).

Une translocation t(8;14) ou ses variantes (t(2;8) ou t(8;22)), intéressant le gene c-
MYC, ont déja été rapportées dans des LF avec ou sans translocation t(14 ;18) (Karsan A et al,
1993). Les LF possédant le double réarrangement bc/2/c-MYC semblent étre particulicrement
agressifs (Christie L ez al, 2008). Dans la plupart des cas, le réarrangement de c-MYC est acquis
au moment de la progression des LF vers des LBDGC (Yano T et al, 1992), ces lymphomes ayant
¢galement un pronostic particulierement sombre (Macpherson N et al, 1999 ; Kanungo A et al, 2006 ;

Le Gouill S et al, 2007) (cf « Discussion » page 85).
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8- Détection de la translocation t(14;18) et du

réarrangement bcl6 :

La détection de ces 2 anomalies génétiques est possible par étude cytogénétique
conventionnelle, ou classique (caryotype), Southern Blot, PCR (Polymerase Chain Reaction)
(Horsman DE et al, 1995) ou FISH (Fluorecent In Situ Hybridization). Chaque technique

possede ses avantages et ses limites.

8.1- La cytogénétique conventionnelle :

La cytogénétique conventionnelle est considérée comme la technique «gold standart»
car elle est la seule a permettre une vue d’ensemble des anomalies chromosomiques. Elle
permet d’objectiver la translocation t(14 ;18) dans environ 85% des LF (Macintyre E et al, 2000
Mitelman F et al, 2000). Cette technique est par contre moins sensible pour la détection d’un
réarrangement bc/6 du fait de la localisation de ce géne dans la partie toute terminale du bras
long du chromosome 3 et de la variabilité des mécanismes de translocation I’impliquant. De
plus, une translocation impliquant 3q27 peut ne pas concerner le gene bcl6 (Sanchez-Izquierdo D
et al, 2001). Par ailleurs, il s’agit d’une technique longue, nécessitant du tissu frais et parfois
limitée par le faible nombre de métaphases. La cytogénétique classique n’est de ce fait pas

toujours utilisée en routine (Cook JR et al, 2004 (b)).

8.2- Le Southern Blot :

La technique de Southern Blot a été la premicre technique de détection moléculaire de
la translocation t(14 ;18). Elle utilise des sondes homologues aux séquences MBR et mcr
(Beishuizen A et al, 1993; Aster JC et al, 2002). Une étude a montré une translocation t(14;18) dans
89% de LF de grades 1 a 3 avec cette technique (Cleary ML et al, 1986 (b)). Dans le cadre de la
détection d’un réarrangement bcl6, la présence fréquente de délétions et mutations au sein de
la région MBR de ce géne met en difficulté cette technique (Sanchez-Izquierdo D et al, 2001).
Actuellement, la technique de Southern Blot est trés peu utilisée en routine car laborieuse,

chronophage, exigeant d’importantes quantités d’ADN de grande qualité (ne permettant pas
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d’exploiter du tissu fixé en formol et inclus en paraffine) et nécessitant la manipulation de

radioisotopes. Sa sensibilité est de plus limitée (van Dongen JIM et al, 1991).

8.3- La Polymerase Chain Reaction (PCR) :

La PCR a remplacé le Southern Blot car plus rapide, nécessitant de moins grandes
quantités d’un ADN de moins grande qualité et possédant une meilleure sensibilité. Cette
technique peut étre réalisée sur des biopsies de petite taille, éventuellement fixées en formol et
incluses en paraffine. Avec ’utilisation des primers MBR et mcr, cette technique détecte un
réarrangement bc/2 dans 50 a 70% des LF. Seuls les réarrangements impliquant des points de
cassure survenant dans ces régions peuvent alors étre mis en évidence (Horsman DE et al, 1995;
Macintyre E et al, 2000). Initialement, 1’absence de standardisation de cette technique entrainait
une importante variabilité inter-laboratoires des résultats et c’est pour y pallier que le réseau
Européen BIOMED-2 a établi un protocole standardisé de PCR multiplex utilisant un mix de
primers pour MBR, 3’bcl2, mcr et 5’mer. Dans 2 études évaluant ce protocole, le taux de
détection de la translocation t(14 ;18) dans les LF a été de 88% (van Dongen JJ et al, 2003) et
60% (Evans PA et al, 2007).

Pour la détection d’un réarrangement bcl6, la PCR est également utilisable mais seul
un set complexe de primers pour chacune des translocations possible impliquant ce géne peut
permettre de détecter tous ses réarrangements (Akasaka H et al, 2000). Actuellement, la seule
technique possible pour le screening de la plupart des réarrangements bcl6 est la PCR inverse
longue distance (Sanchez-Izquierdo D et al, 2001). Cependant, un des inconvénients de la PCR est
li¢ a la qualit¢ de ’ADN ¢étudié, limitant son emploi dans les études rétrospectives qui
nécessitent 1’exploitation de tissus préalablement fixés et paraffinés. Dans ces conditions, la

mauvaise qualité¢ de I’ADN réduit le taux de détection de ces anomalies génétiques (Miettinen
M et al, 1997).

8.4- L’hybridation in situ fluorescente (FISH) :

La technique d’hybridation in situ fluorescente ou FISH (Fluorescent In Situ
Hybridization) a été développée dans les années 80 (Bauman JG et al, 1980) et appliquée a la

détection de translocations dans des hémopathies a partir des années 90 (Rowley ID et al, 1990 ;
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Kearney L et al, 1991 ; Gao J ef al, 1991; Kearney L et al, 1991 ; Lengauer C et al, 1992; Kearney L et al,
1992), notamment a la détection de la t(14;18) (Taniwaki M et al, 1994 ; Taniwaki M et al, 1995 ; Dirks

W et al, 1996 ; Poetsch M et al, 1996). Cette technique est réalisable a partir de tissu frais ou
congelé sur noyaux isolés interphasiques ou métaphasiques mais également a partir de coupes
de tissu fixé et inclus en paraffine (Remstein ED et al, 2000) permettant ainsi son utilisation dans
des ¢études rétrospectives. Chaque technique posséde ses avantages et ses inconvénients.
L’étalement de noyaux observé dans la FISH sur noyaux isolés facilite la lecture en
permettant de s’affranchir des superpositions nucléaires mais entraine une perte d’information
quant a la localisation topographique des cellules étudiées. Au contraire, la FISH sur coupe
tissulaire entraine des superpositions nucléaires pouvant géner la lecture, tronque certains
noyaux, mais conserve la topographie tissulaire, permettant une corrélation avec les données
morphologiques. Dans le cadre de cette FISH sur coupe tissulaire, plusieurs publications, dans
le passé, ont suggéré 1’avantage de réaliser des coupes plus épaisses que celles faites en
histologie pour minimiser le nombre de noyaux tronqués (Aubele M et al, 1997 ; D’Alessandro I et
al, 1997 ; Taji S et al, 2005). Cependant, la majoration des superpositions nucléaires et la difficulté
de lecture dans différents plans focaux sont alors des inconvénients majeurs. De ce fait, la
coupe d’épaisseur standard (4 a 6 um) est habituellement préférée par les auteurs, n’étant
dommageable que lors de la recherche de délétions ou d’amplifications et non lors de la
recherche de translocations (Ventura RA er al, 2006). Pour tenter de pallier a la difficulté de
lecture due aux troncations et superpositions nucléaires, des équipes ont récemment
développé des systémes d’acquisition et de lecture automatisées de lames de FISH. Les
premiers résultats indiquent une efficacité qu’il faudra cependant confirmer sur de plus larges
séries (Reichard KK et al, 2006; Alpar D et al, 2008).

Dans le cas d’utilisation de tissu fixé, les parametres de fixation influencent le résultat
de la FISH. Le dé¢lai de fixation doit tout d’abord étre le plus court possible pour éviter la
dégradation trop importante des acides nucléiques et I’apoptose cellulaire (Srinivasan M et al,
2002). Le choix du type de fixateur est ensuite crucial, résultant d’un compromis entre la
nécessité de conserver la morphologie tissulaire, d'empécher la diffusion des molécules
d'acides nucléiques cibles hors des tissus lors de 1'hybridation, et de permettre en méme temps
la diffusion des sondes marquées dans les tissus. Le fixateur généralement utilisé¢ pour la
fixation de routine, le formol tamponné a 10% (formaldéhyde), est efficace pour retenir les
molécules des acides nucléiques endogenes pendant I'hybridation. C’est le fixateur donnant
les meilleurs résultats de FISH méme s’il limite 1égerement la diffusion de la sonde a

l'intérieur du tissu. Idéalement, la fixation pendant 3 a 6 heures a 4°C permet la meilleure
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conservation des acides nucléiques (Srinivasan M et al, 2002). Certaines ¢études décrivent de
moins bons résultats lors de 1’utilisation de tissu formolé et inclus en paraffine pour des cas
vieux de plus de 10 ans (Barrans SL et al, 2003; Shaminie J et al, 2003 ; Einerson RR et al, 2005). La
fixation par le liquide de Bouin (formol + acide picrique + acide acétique) est peu
recommandée car responsable de cassures des brins d'acides nucléiques et n'empéche pas la

diffusion de petites molécules d'acides nucléiques hors du tissu lors de 1'hybridation (Polak JM
et al, 1990).

Pour la recherche d’une translocation, 2 types de sondes sont utilisables, différant par

I’information qu’elles procurent, leur sensibilité et leur facilité d’interprétation:

- Sondes « dual-fusion » : il s’agit de paires de sondes couplées a des fluorochromes distincts,
chaque sonde étant complémentaire d’un gene différent. Ce type de sonde est fait pour couvrir
la région des points de cassure au niveau des 2 geénes impliqués dans la translocation
réciproque. Dans le LF, pour la recherche de la translocation t(14 ;18), des sondes de couleurs
différentes se lient au géne bcl2 (sonde rouge) et IgH (sonde verte). Dans une cellule normale,
2 signaux verts et 2 signaux rouges (correspondant aux 2 chromosomes) sont visibles. Dans le
cas d’une translocation t(14 ;18), on observera 2 signaux de fusion rouge/vert (apparaissant
habituellement jaune) ainsi qu’un signal vert et un signal rouge correspondant aux 2 alleles
non impliquées dans la translocation. Ce profil de signaux implique bien str I’absence de
délétion ou de gain chromosomique concomitants concernant les chromosomes marqués. Il
faut noter qu’en fonction du modele de la sonde (par exemple la distance entre les régions
reconnues) et 1’état de la structure secondaire de I’ADN au moment de la fixation, un signal
de fusion peut apparaitre comme un signal unique jaune ou une juxtaposition de 2 signaux

vert et rouge.

- Sondes « break-apart » : il s’agit également de 2 paires de sondes de couleurs différentes,
chacune étant complémentaire d’une séquence flanquant le point de cassure connu dans un
locus ou un gene d’intérét. Dans une cellule diploide, on peut observer 2 signaux de fusion
correspondant aux 2 alleles. Dans une cellule dont un des alleles est impliqué dans une
translocation, 2 signaux séparés rouge et vert sont visibles ainsi qu’un signal de fusion (all¢le

normal) (figure 3).
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Figure 3 : Représentation schématique des caractéristiques des sondes “dual-fusion” et

“break-apart”.
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- Quel type de sonde utiliser ?

Si la stratégie « break apart » peut révéler une translocation, elle ne permet pas de
préciser la nature de 1’autre géne impliqué et est de ce fait moins informative que la stratégie
« dual-fusion ». Elle permet par contre de détecter des translocations variantes, ¢’est-a-dire
avec différents partenaires. De plus, la lecture de ce type de sonde est plus aisée (Martin-Subero
JL et al, 2003 ; Cook JR, 2004 (a)). Cependant, comme nous I’avons déja dit, des signaux normaux
peuvent apparaitre légérement séparés en fonction de la structure secondaire de 1’ADN,

pouvant générer des faux positifs.

Dans la stratégie « dual-fusion », un résultat positif nécessite 1’obtention de 2 signaux
de fusion, un événement qui a peu de risque de se produire par hasard. Cette stratégie est donc

plus spécifique que la précedente avec un taux de faux positifs quasiment nul (Li JY ez al, 1999,
Remstein ED et al, 2000).

De nombreuses études montrent que la FISH a partir de tissu congelé, frais ou fixé est
plus sensible et plus spécifique que la PCR dans la détection de la t(14 ;18) dans les LF
(Barrans SL et al, 2003; Einerson RR et al, 2005; Deghiedi H et al, 2007) et ceci méme lorsque la PCR
suit le protocole BIOMED (Belaud-Rotureau MA et al, 2007). Les stratégies de « break-apart »
(Vaandrager JW et al, 2000 (a) ; Haralambieva E e al, 2002) ou de « dual-fusion » (Shaminie J et al, 2003;
Hirose Y et al, 2003 ; Zhang X et al, 2004; Matsumoto Y et al, 2004; Matsumoto Y et a/, 2004) peuvent étre
utilisées pour la recherche de la t(14 ;18) avec des taux de détection de 56 a 100% dans les LF
(Godon A et al, 2003). L’¢équipe de Belaud-Rotureau a montré une concordance des résultats
obtenus avec ces deux stratégies (Belaud-Rotureau MA et al, 2007).

La diversité des partenaires du chromosome 3 dans le réarrangement bcl6 rend la
stratégie « break apart » seule utilisable dans la détection systématique de cette anomalie

génétique (Sanchez-Izquierdo D et al, 2001).

Au laboratoire de Cytogénétique Hématologique du CHU de Nantes, les anomalies
génétiques des LF sont recherchées en cytogénétique conventionnelle et en FISH a ’aide de
sondes « dual-fusion » pour la détection de la translocation t(14 ;18) et de sondes « break
apart » pour la détection d’un réarrangement bcl6. Les résultats de la FISH sont lus sur 100

noyaux interphasiques, un LF étant considéré réarrangé pour les génes bcl2 et/ou bcl6 a partir
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de 10% de cellules réarrangées pour chacun de ces 2 genes. Dans le cas d’un réarrangement
bcl6, les résultats de la FISH sont également examinés sur mitoses pour permettre

I’identification du chromosome partenaire.

9- Translocation t(14 ;18), réarrangement bcl6 et grades

histologiques.

Différents travaux ont montré que la fréquence de la translocation t(14 ;18) et/ou du

réarrangement bcl6 dans les LF varie avec le grade histologique.
9.1- Translocation t(14 ;18) et grade histologique :

Plusieurs études européennes ou asiatiques montrent que la translocation t(14 ;18)
dans les LF est d’autant moins fréquente que le grade histologique est élevé. Une étude
néerlandaise menée par Vaandrager sur 40 LF de tous grades montre une association entre
I’absence de translocation t(14 ;18) et un grade histologique 2 ou 3, mais cette différence n’est
pas significative (Vaandrager JW et al, 2000 (a)). Horsman et al, dans une étude canadienne et
européenne comparant 54 LF sans translocation t(14 ;18) et 165 LF avec cette translocation
(déterminée par FISH et cytogénétique conventionnelle) rapportent une proportion de grades
élevés supérieurs dans le groupe sans translocation. Cette derniere est observée dans
respectivement : grade 1: 42% vs 64% ; grade 2: 40% vs 33% ; grade 3: 18% vs 3%
(Horsman DE et al, 2003). Les résultats d’une étude japonaise de Sekiguchi et al, a propos de 47
LF de tous grades étudiés par FISH, vont dans le méme sens : la fréquence de la translocation
t(14 ;18) est significativement plus importante dans les LF de grade 1 (83,3%) que dans les
LF de grade 2 (52,9%) (p=0,0096) ou que dans les LF de grade 3a (0%) (p=0,018) (Sekiguchi N
et al, 2005). Deux autres études asiatiques, menée par Guo (Japon) et Lee (Corée), concernant
respectivement 147 et 61 LF de tous grades étudiés par FISH, séparent les LF de bas grade (1
+ 2) des LF de haut grade (3a + 3b) quant a la fréquence de la translocation t(14 ;18). Cette

derniére est significativement plus répandue dans le groupe rassemblant les grades 1
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(respectivement 100% et 80%) et 2 (92% et 50%) que dans le groupe rassemblant les grades
3a (44% et 34,8%) et 3b (43% et 9,1%) (p<0,001 dans les 2 études) (Guo Y et al, 2005 ; Lee D et
al, 2008). Seule 1’étude frangaise de Jardin et collaborateurs comparant 15 LF sans
translocation t(14 ;18) et 88 LF possédant cette translocation ne retrouve pas de différence de
répartition des grades histologiques entre les 2 groupes (Jardin F et al, 2002 (a)). Deux études
allemandes sur des LF de tous grades menée par Ott (89 LF, cytogénétique conventionnelle)
(Ott G et al, 2002) et Katzenberger (188 LF, FISH et cytogénétique conventionnelle) (Katzenberger
T et al, 2004) rapportent également une fréquence moindre de la translocation t(14 ;18) dans les
LF de grade 3 par rapport aux LF de grades 1 + 2 mais surtout opposent les LF de grade 3a et
3b sur ce point. Ott et al montrent en effet que la fréquence de cette translocation est
significativement moins importante dans les LF de grade 3b (13%) que dans le groupe
rassemblant les grades 1 (86%) + 2 (85%) + 3a (73%) (p<0,0001). Katzenberger et al
observent cette méme différence. Ott er al montrent également une prépondérance
significative de la translocation t(14 ;18) dans les LF3a par rapport aux LF3b (p<0,01) et
Katzenberger et al dans les LF3a (64%) par rapport aux LF3b avec composante de LBDGC
(5%) (p<0,001). Lee et al rapportent également une fréquence inférieure de la translocation
t(14 ;18) dans les LF3b (9,1%) par rapport aux LF3a (34,8%) mais cette différence n’est pas
significative (cette étude ne précise pas 1’existence d’éventuelles composantes de LBDGC)
(Lee D et al, 2008). Au contraire, 1’é¢tude de Guo et al/ ne montre pas de différence dans la

fréquence du réarrangement bcl2 entre les grades 3a (44%) et 3b (43%) (Guo Y et al, 2005).

-Réarrangement bcl6 et grade histologique :

La plupart des travaux sus-cités ont €également étudié la fréquence du réarrangement
bcl6 selon le grade histologique des LF. L’étude de Lee ef al montre que ce réarrangement est
plus fréquent dans les LF3a (19%) et 3b (27,3%) que dans les LF de grades 1 (11%) et 2 (0%)
mais cette différence n’est pas significative. La prépondérance de ce réarrangement dans les
LF3b par rapport aux LF3a n’est pas non plus significative (Lee D et al, 2008). Guo et al
rapportent des résultats similaires avec une fréquence de réarrangement bcl6 significativement
supérieure dans le groupe des LF de grade 3 (3a (32%) + 3b (36%)) par rapport au groupe des
grades 1 (0%) + 2 (3%) (p<0,001), sans différence significative entre les grades 3a et 3b (Guo
Y et al, 2005). Un travail espagnol récent mené par Diaz-Alderete sur 182 LF de tous grades

étudiés par FISH montre également un réarrangement bcl6 significativement plus fréquent
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dans les LF de grade 3 que dans les LF de grades 1 et 2 (Diaz-Alderete A et al, 2008). Ces résultats
sont corroborés par ceux des équipes allemandes d’Ott er al et Katzenberger et al. Ces
derniers n’observent aucun réarrangement bc/6 dans les LF de grades 1 + 2 (n=24) contre
respectivement 17% et 55% dans les LF3a (n=23) et LF3b avec composante de LBDGC
(n=22). La différence entre ces 2 derniers sous-groupes est de plus significative (p<0,001).
Dans cette étude, les LF3b avec réarrangement bcl6 possédent tous une composante de
LBDGC (Katzenberger T et al, 2004). Ott et al montrent également une proportion de
réarrangement bcl6 significativement supérieure dans les LF3b (44%) par rapport aux LF de
grades 1 (3%) + 2 (3%) + 3a (18%) (p<0,0001). Comme dans I’é¢tude de Katzenberger et al,
les auteurs observent que parmi les LF3b, les réarrangements bcl6 sont observés seulement
dans les lymphomes avec composante de LBDGC (Ott G et al, 2002). Dans les études menées
par Lee, Guo et Diaz-Alderete, il n’est pas fait mention de la présence éventuelle d’une
composante de LBDGC dans les lymphomes étudiés. Contrairement a toutes ces études,
Sekiguchi et al, dans leur article sur 47 LF ¢étudiés par FISH, ne retrouvent pas plus de
réarrangements bcl/6 dans les LF de grade 3 (Sekiguchi N et al, 2005).

Une étude canadienne et hollandaise menée par Bosga-Bouwer montre que les LF3b
peuvent €tre eux-méme subdivisés en plusieurs sous-groupes selon la présence ou non d’une
translocation t(14 ;18) (« BCL2 ») et/ou d’un réarrangement bcl6 (« BCL6 »). Ce travail,
portant sur 32 LF3b ¢tudiés par FISH, PCR, Southern Blot et cytogénétique conventionnelle,
rapporte la distribution suivante : BCL2+/BCL6- : 40,5% ; BCL2-/BCL6+ : 22% ; BCL2-
/BCL6- : 37,5% ; BCL2+/BCL6+ : 0%. Les auteurs soulignent ainsi 1’exclusivité mutuelle de
ces 2 anomalies cytogénétiques dans leur série (Bosga-Bouwer AG et al, 2003). Dans 1’é¢tude de
Diaz-Alderete et al, la translocation t(14;18) et le réarrangement bcl6 sont également
mutuellement exclusifs dans le groupe des LF3b (n=8) (Diaz-Alderete A et al, 2008). Ces résultats
font écho a ceux de Lee ef al qui observent une prépondérance des réarrangements bcl6 dans
les lymphomes (de tous grades) sans translocation t(14 ;18) (25,9% vs 7,7%) (différence non

significative) (Lee D et al, 2008).

La plupart des équipes parait donc unanime sur I’existence de différences biologiques
entre les LF de bas grade (1 + 2) et haut grade (3a + 3b). Ces derniers semblent exprimer
moins fréquemment les protéines CDI10, bcl2 et bcl6, présenter moins souvent une
translocation t(14 ;18), posséder un index de prolifération supérieur et un réarrangement bcl6
plus fréquent. Cependant, moins de données sont disponibles sur d’éventuelles différences

entre les LF3a et LF3b. De plus, les résultats dont nous disposons sur ce point sont parfois
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contradictoires comme le montrent les travaux d’Ott et al/, Katzenberger et al, Sekiguchi et al,
Lee et al et Guo et al. Pourtant, des caracteres cliniques particuliers aux LF3b ont déja été
rapportés (Chau I et al, 2003). Cette hétérogénéité des LF de grade 3 explique des divergences
dans les recommandations thérapeutiques (Bartlett NL et al, 1994 ; Wendum D et al, 1997) et le fait
que certains centres frangais prennent en charge les LF3b comme des LBDGC alors que les
LF3a sont traités comme des LF de grades 1 et 2. Notre étude a donc tenté de savoir si les
différences morphologiques et de prise en charge entre ces 2 sous-groupes étaient
accompagnées de différences biologiques. Pour cela, nous avons comparé 1’expression de
CD10, bcl2, bel6, Ki67 et les fréquences de la translocation t(14 ;18) et du réarrangement bcl6
entre un groupe de LF3a et un groupe de LF3b.
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Matériels et méthodes

1- Matériels :

Cinquante quatre cas de biopsies chirurgicales de LF de grade 3 diagnostiqués entre
1993 et 2007 ont été inclus dans cette étude rétrospective. Ces cas proviennent de 11 centres

de la région Grand Ouest :

- CHU, 44000 Nantes : 47 cas dont 28 correspondent a des cas adressés pour avis et relecture
dans le cadre du Staff Lymphomes, provenant des laboratoires suivants : Institut d’Histo
Pathologie, 44000 Nantes : 7 cas; Cabinet d’Anatomie et Cytologie pathologiques, Centre
Parc Pompidou, 56000 Vannes: 7 cas; CHR, 85000 La Roche sur Yon : 5 cas; Cabinet
d’Anatomie et Cytologie pathologiques, 35000 Rennes: 3 cas; Cabinet d'Anatomie et de
Cytologie Pathologiques, 44000 Nantes : 2 cas ; CHR Bretagne Atlantique, 56000 Vannes : 2
cas ; Cabinet d’Anatomie et Cytologie pathologiques, 85000 La Roche sur Yon : 1 cas ; CHR,
72000 Le Mans : 1 cas.

- Institut Bergonié, Centre Anti-Cancéreux, 33000 Bordeaux : 5 cas fournis par le Docteur 1.

Soubeyran.

- CHU, 49000 Angers : 2 cas fournis par le Professeur M.C. Rousselet.

Ces 54 patients se répartissent en 26 femmes et 28 hommes dont 1’4ge au diagnostic

varie de 39 a 93 ans (moyenne : 62,1 ans ; médiane : 60,5 ans).

L’acces a d’éventuels antécédents de lymphome a été disponible pour 45 patients.
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2- Localisations tumorales:

Les sites d’atteinte par les LF sont connus pour 52 cas et se répartissent en :

. 47 adénopathies :
- 19 de siege cervical (5 sus-claviculaires, 3 sous-maxillaires, 3 jugulo-
carotidiens, 1 pré-tragien et 7 non précisés)
- 14 de si¢ge inguino-crural
- 8 de siege axillaire
- 2 de siege abdominal (1 épigastrique et 1 mésentérique)
- 4 non précisés
. 4 masses extra-ganglionnaires : une située au niveau de la face interne du bras et 3 de

siege mésentérique.

3- Classification et grading histologique :

Pour chaque cas, une ou plusieurs lames histologiques colorées a 1’hémalun-éosine-
safran étaient disponibles ainsi que des colorations de la réticuline (Gordon Sweet) dans
certains cas. Tous les LF ont été revus séparément par 2 pathologistes (Docteurs Anne
Moreau et Fanny Gaillard) et classés et gradés selon la classification OMS 2001 (Jaffe ES et al,
2001) en LF3a ou LF3b (cf méthode de comptage dans chapitre « Morphologie » page 21).
Une architecture folliculaire a été exigée sur au moins 25% de la surface tumorale. Les cas
pour lesquels a existé une discordance de grading a I’issue de la double relecture ont été relus

de nouveau au microscope multi-tétes.

4- Immunohistochimie :

Une étude immunohistochimique sur coupes déparaffinées avec les anticorps anti-
CDI10, bcl2 et Ki67 a été réalisée sur tous les cas de LF. Un marquage avec ’anticorps anti-

bcl6 a été réalisé dans 22 cas (patients 2, 9, 13, 14, 15, 19, 23, 26, 31, 33, 36, 38, 39, 41, 42,
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43, 45, 46, 48, 50, 51 et 53). Pour 35 LF (24 de grade 3a et 11 de grade 3b), ces marquages
proviennent au moins en partie des centres ayant fourni les cas et ont été relus
rétrospectivement. Pour 38 LF, ces marquages ont été réalisés ou complétés dans le service

d’ Anatomie Pathologique du CHU de Nantes. Il s’agit des marquages avec les anticorps anti :

- CD10 (Ac monoclonal de souris, 1/40, Novocastra NCL-CD10-270, démasquage a I’EDTA,
temps d’incubation 60 min) : patients 3, 4, 5, 6, 8, 11, 13, 14, 15, 16, 19, 20, 22, 23, 26, 27,
30, 31, 33, 35, 36, 38, 42, 43, 46, 48, 49, 50, 53 et 54.

- bcl2 (Ac monoclonal de souris, 1/40, Dako M0887, démasquage au tampon citrate, temps
d’incubation 30 min) : patients 4, 5, 6, 8, 10, 11, 13, 15, 16, 19, 20, 23, 26, 27, 30, 31, 35, 36,
38, 40,42, 43, 46, 48, 50, 51, 52 et 54.

- bcl6 (Ac monoclonal de souris, 1/20, Dako M7211, démasquage au TRS-H, temps
d’incubation 30 min) : patients 13, 14, 15, 19, 23, 26, 31, 33, 36, 38, 41, 42, 43, 46, 48, 50, 51
et 53.

- Ki67 (Ac monoclonal de souris, 1/50, Dako 7240, démasquage au tampon citrate, temps
d’incubation 30 min) : patients 4, 5, 6, 8, 10, 13, 14, 15, 16, 19, 20, 23, 26, 27, 30, 31, 33, 34,
35,38, 41,42, 43, 48, 49, 50, 51, 52 et 54.

Toutes les réactions immunohistochimiques ont utilis¢é la méthode de détection
péroxydase / anti-péroxydase avec le kit Dako K5001 pour les Ac anti-bcl2 et anti-bel6 et
avec le kit EnVision pour les Ac anti-CD10 et anti-Ki67. Ces marquages ont été réalisés sur

I’automate Immunostainer (Dako).

Lorsque le CD10 était négatif, un marquage avec I’anticorps anti-bcl6 a toujours été

réalisé.
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Du fait des diverses provenances des lames d’immunohistochimie et donc de la
variabilité¢ des protocoles de fixation et d’immunohistochimie, il existait une hétérogénéité
dans la qualit¢é des immunomarquages. Cette variabilit¢é n’a pas permi de réaliser une
¢valuation semi-quantitative de ces derniers ni donc de déterminer un seuil de positivité. Les

marquages ont donc été qualifiés de « + » ou « - » pour les anticorps anti-bcl2, CD10 et bcl6.

Index de prolifération : il a été¢ estimé par le % moyen de cellules marquées par

I’anticorps MiB1 détectant I’antigéne Ki67, dans les zones les plus proliférantes.

5-FISH :

Pour 51 cas (tous les LF sauf patients 38, 48 et 54), une analyse des réarrangements
bcl2 et bcl6 a été réalisée par technique de FISH a partir de coupes de tissu préalablement fixé

en formol et paraffing.

. Préparation des lames :

Des coupes histologiques de 5 pm d’épaisseur ont été réalisées. Si coexistaient sur la
lame des territoires de LF et de LBDGC, ce dernier contingent était supprimé par grattage au
bistouri apres repérage, de sorte que seul le contingent folliculaire soit hybridé. Les lames ont
été ensuite déparaffinées dans 3 bains successifs de xyléne de 10 minutes a température
ambiante. Aprés réhydratation par des bains successifs d’alcool de degré décroissant puis
lavage 30 minutes dans un bain de 2SSC / 0,1% de triton toujours a température ambiante, les
lames ont été plongées dans une solution de thiocyanate de sodium (NaSCN) (Sigma-Aldrich
251410-100G), faite a partir de 2g de NaSCN pour 100ml d’H,0,, pendant 30 minutes a 80°C.
Apres un ringage (5 minutes dans de ’eau distillée a température ambiante), les lames ont été
traitées dans une solution de pepsine (Sigma-Aldrich P7000-25G, 036K0089) 0,015% / 0,01
N HCL a 37°C pendant 10 minutes. Apres un ringage par 2 bains de PBS 1X de 5 minutes a
température ambiante, les échantillons ont été fixés avec une solution de formol 1% / PBS 1X
95% / MgCl12 2M 4% pendant 10 minutes a température ambiante. Les lames ont été ensuite
rincées par un bain de PBS 1X de 5 minutes (température ambiante) et déshydratées dans des

bains successifs d’alcool de degré croissant avant de sécher a I’air libre.
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. Préparation des sondes :

Toutes les sondes utilisées sont d’origine commerciale (Abbott-Vysis, Rungis,
France).

Pour détecter la translocation t(14 ;18), nous avons utilisé la sonde LSI IgH / bcl2 dual
color (figure 4). Il s’agit d’une sonde « dual fusion » qui est un mélange de LSI IgH (spectrum
vert) couvrant tout le locus IgH sur le chromosome 14 et s’étendant environ 300 kb au-dela en
3> et de LSI bcl2 (spectrum rouge) sur le chromosome 18 qui couvre tout le locus bcl2 et

s’étend environ 250 kb de part et d’autre de ce geéne.

Centromera 14g32 region Telomers
Immunaglobulin Heavy Chain Locus
Constant gene segments % §I Verigble gene segments
"y - 0 =
3 =

t ~1.5 Mb o
LSIIGH
Centromera 18g21 ragion Telomers
& o o = Eﬁ
(7] o o -
5 & Ef -
| | =mm N B |
e 750 kb “
LSl BCL2

Figure 4 : schéma des sondes LSI IgH (A) et LSI bcl2 (B).

Pour détecter le réarrangement bcl6, nous avons utilis¢ la sonde LSI bcl6 dual color
(figure 5). Il s’agit d’une sonde «break apart» qui contient un mélange de séquences

homologues a la région située en 5° de bcl6, sur environ 300 kb (spectrum rouge) et de
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séquences homologues a la région située en 3’ de ce géne, sur environ 600 kb (spectrum vert).
Ces deux séquences sont séparées par 42 kb correspondant a la totalité du géne bcl6, incluant

ainsi les différents points de cassure.

Centromara 3q27 region Telomere

BCLG

3 g

|-|7 ~ﬁ&th4l—| |-1— --snm-:b—p-|

LSI BCLG

Figure 5 : schéma de la sonde LSI bcl6.

Chaque sonde a ét¢ mélangée avec du tampon d’hybridation (Vysis, Buffer LSI /
WCP), le tout étant dilué avec de 1’eau distillée. Les quantités pour une lame ont été : 0,5 pl
de sonde + 3,5 ul de tampon d’hybridation + 1 pl d’eau distillée. Ce mélange a été ensuite

dénaturé dans un bain-marie a 75°C pendant 10 minutes.

. Hybridation des lymphomes :

Les lames ont été dénaturées dans une solution de formamide 70% / 20 SSC pendant 5
minutes au bain marie a 73°C puis cette dénaturation a été arrétée par 3 bains successifs
d’alcool froid de degré croissant (2 minutes a chaque fois). Cinq pl de mix sonde / tampon
d’hybridation / eau distillée ont été¢ déposés sur chaque lame posée sur une table chauffante.
Une fois lutées de facon hermétique, les lames ont été¢ placées en étuve humide a 60°C
pendant environ 12 heures. Les échantillons ont été ensuite rincés dans une solution de 2SSC /
0,3% NP40 a température ambiante jusqu’a ce que les lamelles tombent, puis dans cette
méme solution pendant 2 minutes a 75°C afin de supprimer le maximum de bruit de fond.

Apres séchage a Iair libre, 10 ul de DAPI ont été déposés sur chaque lame.
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. Lecture des lames de FISH

Chaque lame a été lue a I’aide d’un microscope a fluorescence (Zeiss / Axioplan 2).

Avec la sonde LSI IGH / bcl2, un noyau de cellule normale présente 2 signaux verts
et 2 signaux rouges; un noyau de cellule transloquée présente 2 signaux de fusion
(superposition rouge / vert ou jaune), un signal vert et un signal rouge.

Avec la sonde LSI bcl6, un noyau de cellule normale présente 2 signaux de fusion ;
un noyau de cellule réarrangée présente 2 signaux rouges et 2 signaux verts.

Du fait des superpositions ou troncations nucléaires, une lecture quantitative ou
semi-quantitative n’a pas été possible et les lymphomes ont été classés « réarrangés » pour

bcl2 et/ ou bcl6 si un nombre significatif de cellules présentaient le profil réarrangé.

Pour 11 cas (patients 4, 5, 15, 26, 27, 38, 42, 43, 45, 48 et 54), une analyse des
réarrangements bcl2 et bel6 a été réalisée par technique de FISH a partir d’une suspension de
cellules fraiches au moment du diagnostic. Dix de ces cas provenaient du laboratoire de
Cytogénétique Hématologique du CHU de Nantes (Docteur P. Talmant et Pr H. Avet-
Loiseau) et un cas du Centre Anti-Cancéreux de Bordeaux.

Pour 1 cas (patient 29), les résultats d’une PCR a la recherche d’une translocation

t(14 ;18) étaient connus (cas provenant du Centre Anti-Cancéreux de Bordeaux).

6- Cytogénétique conventionnelle :

Les résultats de la cytogénétique conventionnelle étaient disponibles pour 8 patients
(4 LF3a et 4 LF3b). Ils avaient été réalisés au laboratoire de Cytogénétique Hématologique du
CHU de Nantes (Docteur P. Talmant et Pr H. Avet-Loiseau). Les formules étaient
retranscrites selon ’ISCN 2005.
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7- Analyses statistiques :

Les comparaisons entre les d4ges moyens des patients d’une part et les index moyens
de prolifération d’autre part ont été effectuées par le test de Student. Les autres analyses
statistiques des données collectées dans cette é¢tude ont été¢ réalisées avec le test exact de
Fisher.

Une valeur de p inférieure ou égale a 0,05 a été¢ considérée comme statistiquement

significative.
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Résultats

L’ensemble des résultats est colligé dans les tableaux 1 et 2.

1- Patients

1.1- Ages : Les ages moyens des patients atteints de LF3a et de LF3b sont respectivement de

62,1 ans et 62,2 ans. Cette différence n’est pas significative.

1.2- Antécédents de lymphome folliculaire : Parmi les 45 patients pour lesquels nous
disposions de notion d’antécédents, 33 (24 LF3a et 9 LF3b), présentent un LF de grade 3 de
novo. Deux patients avec des LF3a possédent des antécédents de LF de méme grade, 6 ans
auparavant (patient 4) et 9 ans auparavant (patient 9). Un patient atteint d’un LF3b présente
des notions de LF de classe D, 6 ans auparavant (patient 46). Quatre patients porteurs d’un
LF3a (patient 29) ou d’un LF3b (patients 39, 47 et 53) ont des antécédents de LBDGC
respectivement 6, 8 et 9 ans auparavant pour les trois premiers (date non connue pour le
patient 53). Cinq patients ont des antécédents de LF de moindre grade : trois atteints d’un
LF3a et possédant des antécédents de LF de grade 1 ou 2 diagnostiqué 4 ans (patient 7) ou 1
an (patient 8) auparavant (sans précision de date pour le troisiéme, patient 23) ; deux atteints
d’un LF3b et possédant des antécédents de LF de grade 3a diagnostiqué 3 ans auparavant

(patient 38) et de LF de grade 2/3a diagnostiqué 1 an auparavant (patient 54).

2- Histologie

Les figures 6 et 7 illustrent respectivement un exemple de LF3a et de LF3b sur le plan

morphologique et immunohistochimique.

2.1- Grades histologiques : La relecture des lames par 2 pathologistes a confirmé le

diagnostic de LF de grade 3 dans tous les cas. Sur la base de la quantification du nombre de

60



centroblastes dans 10 champs au grossissement x 400 selon les recommandations de I’OMS,
37 LF ont été classés en grade 3a et 17 en grade 3b. Une composante de LBDGC, n’excédant
jamais plus de 25% de la surface ganglionnaire, a été observée dans 6 LF3a (16,2%) et dans 3

LF3b (17,6%). Cette différence n’est pas significative.

2.2- Immunohistochimie :

Dans tous les LF, les cellules lymphomateuses sont CD20+.

-bel2:

Une expression de bel2 est observée dans 43 des 54 LF (79,6%).

Vingt huit des 37 LF 3a (75,6%) et 15 des 17 LF 3b (88%) sont bcl2+. Cette
différence n’est pas significative (p=0,46) (tableau 3).

-CD10:

Une expression de CDI10 est observée dans 42 des 54 LF (77,7%). Les 12 LF
n’exprimant pas CD10 expriment la protéine bcl6.

Trente-et-un des 37 LF3a (83,8%) et 11 des 17 LF3b (64,7%) sont CD10+. Cette
différence n’est pas significative (p=0,16) (tableau 3).

Tableau 3. Expression de bel2 et CD10 en fonction du grade histologique.

Grade bcl2 CD10
+ - + -
LF3a (n=37) 28 (75,6%) 9 (24,3%) 31(83,8%) 6(16,2%)
LF3B (n=17) 15 (88%) 2 (12%) 11 (64,7%) 6 (35,3%)
LF3avs LF3b ns ns
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- Ki67 :

L’index de prolifération estimé par le pourcentage moyen de cellules marquées par
I’anticorps anti-Ki67 dans les zones les plus proliférantes est significativement plus élevé
dans le groupe des LF3b que dans le groupe des LF3a (tableau 4):

- LF3b : 50% a 90% (moyenne : 65% =+ 3,8)
- LF3a: 20% a 90% (moyenne : 53,2% =+ 3,6) (p=0,036)

Au sein des LF3a, I’index de prolifération moyen est de 64% + 14,7 dans le sous-
groupe avec composante de LBDGC contre 51% + 11,5 dans le sous-groupe sans cette
composante. Au sein des LF3b, ’index de prolifération moyen est de 63,3% + 18,6 dans le
sous-groupe avec composante de LBDGC contre 65,3% + 16 dans le sous-groupe sans cette

composante. Ces différences ne sont pas significatives (respectivement p=0,14 et p=0,8).

Tableau 4. Index de prolifération (estimé par le % moyen de cellules marquées par
I’anticorps anti-Ki67 dans les zones les plus proliférantes) en fonction du grade
histologique.

Grade Ki67 (%)
LF3a (* LBDGC) 53,2+ 3,6
(n=37)
LF3a avec LBDGC 64 + 14,7
(n=6)
LF3a sans LBDGC 51+11 5
(n=31)
LF3b (+ LBDGC) 65% 3,8
(n=17)
LF3b avec LBDGC 63,3+ 18,6
(n=3)
LF3b sans LBDGC 65,3+ 16

(n=14)

LF3a (£ LBDGC) vs LF3b (x LBDGC): p=0,036
LF3a sans LBDGC vs LF3a avec LBDGC : ns
LF3b sans LBDGC vs LF3b avec LBDGC : ns
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3- Cytogénétique

3.1-FISH :

Les figures 8 et 9 illustrent respectivement un exemple de LF3a avec translocation
t(14 ;18) sans réarrangement bcl6 et un exemple de LF3b sans translocation t(14 ;18) et avec

réarrangement bcl6.

- Translocation t(14 ;18) :
Une translocation t(14 ;18) est détectée dans 37 des 54 LF (68,5%) (tableau 5).

Vingt six des 37 LF3a (70,2%) et 11 des 17 LF3b (64,7%) présentent la translocation
t(14 ;18). Cette différence n’est pas significative (p=0,75).

Au sein des LF3a, la translocation t(14 ;18) est retrouvée dans 3 des 6 LF3a avec
composante de LBDGC (50%) et 23 des 31 LF3a sans composante de LBDGC (74,2%). Au
sein des LF3b, la translocation t(14 ;18) est retrouvée dans 2 des 3 LF3b avec composante de
LBDGC (66,6%) et 9 des 14 LF3b sans composante de LBDGC (64,3%). La présence d’une
composante de LBDGC n’influence pas la fréquence du réarrangement bcl/2 (p= 0,33 et p=1,

respectivement).

- Réarrangement du gene bcl6 :

Un réarrangement bcl6 est retrouvé dans 17 des 54 LF (31,5%) (tableau 5).

Ce réarrangement est observé significativement plus fréquemment dans les LF3b

(11/17 soit 64,7%) que dans les LF3a (6/37 soit 16,2%) (p=0,001).

Au sein des LF3a, ce réarrangement bcl6 n’est retrouvé dans aucun des 6 LF3a avec
composante de LBDGC et dans 6 des 31 LF3a sans composante de LBDGC (19,3%). Au sein
des LF3b, ce réarrangement est retrouvé dans chacun des 3 LF3b avec composante de
LBDGC (100%) et dans 8 des 14 LF3b sans composante de LBDGC (57%). Ces différences

ne sont pas significatives (respectivement p=0,56 et p=0,51).
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Tableau 5. Translocation t(14;18) et réarrangement bcl6 en fonction du grade

histologique.
Grade t(14;18) réarrangement bcl6
+ - + -
LF3a (+ LBDGC) 26 (70,2%) 11 (29,7%) 6 (16,2%) 31 (83,8%)
(n=37)
LF3a avec LBDGC 3 (50%) 3 (50%) 0 (0%) 6 (100%)
(n=6)
LF3a sans LBDGC 23 (74,2%) 8 (25,8%) 6 (19,3%) 25 (80,6%)
(n=31)
LF3b (x LBDGC) 11 (64,7%) 6 (35,3%) 11 (64,7%) 6 (35,3%)
(n=17)
LF3b avec LBDGC 2 (66,6%) 1 (33,3%) 3 (100%) 0 (0%)
(n=3)
LF3b sans LBDGC 9 (64,3%) 5 (35,7%) 8 (57%) 6 (43%)
(n=14)
LF3a (£ LBDGC) vs
LF3b (£ LBDGC) ns p=0,001
LF3a sans LBDGC vs
LF3a avec LBDGC ns ns

LF3b sans LBDGC vs
LF3b avec LBDGC

ns

ns

Si nous établissons 4 sous-groupes de LF en fonction de la présence ou non de la

translocation t(14 ;18) associée ou non a un réarrangement du géne bcl6, nous obtenons la

répartition suivante :

-LF3a (n=37):

. t(14 ;18)+ / réarr bcl6- : 23 cas (62%)
. t(14 ;18)+ / réarr bcl6+ : 3 cas (8%)

. t(14 ;18)- / réarr bcl6+ : 3 cas (8%)

. t(14 ;18)- / réarr bcl6- : 8 cas (21,6%)

-LF3b (n=17):
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. t(14 ;18)+ / réarr bcl6- : 6 cas (35,3%)
. t(14 ;18)+ / réarr bclo+ : 5 cas (29,4%)
. t(14 ;18)- / réarr bcl6+ : 6 cas (35,3%)
. t(14 ;18)- / réarr bcl6- : 0 cas (0%)

La majorité des LF3a se trouve donc dans le groupe avec translocation t(14 ;18) mais sans
réarrangement bcl6 alors que les LF3b se répartissent presqu’équitablement dans les groupes
avec translocation t(14 ;18) / sans réarrangement bcl6, avec translocation t(14 ;18) / avec
réarrangement bcl6 et sans translocation t(14 ;18) / avec réarrangement bcl6. Aucun LF3b

n’est « double négatifs ».

Pour 8 cas, les résultats des recherches de la translocation t(14 ;18) et du
réarrangement bcl6 étaient disponibles en FISH réalisée a la fois a partir de coupe
déparaffinées et sur suspension cellulaire a partir de tissu frais (patients 4, 5, 15, 26, 27, 42, 43
et 45). Les résultats de ces 2 techniques sont concordants dans tous les cas. De méme, pour un
patient (29), les résultats de la recherche d’une translocation t(14 ;18) étaient disponibles a la

fois en FISH sur coupes déparaffinées et en PCR. Ces 2 résultats sont également concordants.

- Relation entre expression de bcl2 et présence ou non d’une translocation t(14 ;18):

Trente quatre des 37 LF possédant la translocation t(14 ;18) (92%) sont bcl2+ contre 9
des 17 LF sans translocation t(14 ;18) (53%). Il existe une corrélation positive entre la
présence d’une translocation t(14 ;18) et I’expression de bcl2 (p=0,01) (tableau 6). Cette
corrélation persiste au sein du groupe des LF3a : 24 des 26 LF3a t(14 ;18)+ (92,3%) sont
bcl2+ contre 4 des 11 LF3a sans translocation t(14 ;18) (36,3%) (p<0,001). Au contraire, cette
corrélation disparait au sein du groupe des LF3b : 10 des 11 LF3b t(14 ;18)+ (91%) sont
bcl2+ contre 5 des 6 LF3b sans translocation t(14 ;18) (83,3%) (p=1).

- Relation entre expression de CD10 et présence ou non d’une translocation t(14 ;18):

Trente cinq des 37 LF possédant la translocation t(14 ;18) (94,6%) sont CD10+ contre
7 des 17 LF sans translocation t(14 ;18) (41%). Il existe une corrélation positive entre la
présence d’une translocation t(14 ;18) et ’expression de CD10 (p<0,0001) (tableau 6). Cette

corrélation persiste au sein des groupes des LF3a et des LF3b : respectivement 25 des 26
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LF3a t(14 ;18)+ (96%) sont CD10+ contre 6 des 11 LF3a sans cette translocation (54,5%)
(p=0,05) et 10 des 11 LF3b t(14;18)+ (91%) sont CD10+ contre 1 des 6 LF3b sans
translocation t(14 ;18) (16,6%) (p=0,05).

Tableau 6 : Expression de CD10 et bcl2 en fonction de la présence ou non d’une
translocation t(14 ;18) dans ’ensemble des LF de grade 3.

LF3a + LF3b
(n=54) t(14;18)
+ -
+ 34 (92%) 9 (53%)
bcl2 p=0,01
- 3 (8%) 8 (47%)
+ 35 (94,6%) 7 (41%)
CD10 p<0,0001
- 2 (5,4%) 10 (59%)

3.2- Cytogénétique conventionnelle :

Les résultats de la cytogénétique conventionnelle montrent dans tous les cas (4 LF3a
et 4 LF3b) des anomalies chromosomiques le plus souvent complexes (tableau 7). Ces
anomalies sont pour la plupart celles habituellement décrites dans les LF (cf chapitre
« Altérations génétiques additionnelles » p. 41). Les groupes des LF3a et LF3b sont trop petits
pour une comparaison.

Un réarrangement de c-MYC est observé dans 3 cas : 1 LF3a (patient 5) possédant la
translocation t(14 ;18) sans réarrangement bcl6 et 2 LF3b (patients 38 et 48) possédant a la

fois les réarrangements bcl?2 et bcl6.
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Tableau 7 : Résultats de la cytogénétique conventionnelle et de la FISH réalisées au
laboratoire de Cytologie Hématologique du CHU de Nantes (Docteur P. Talmant et
Professeur H. Avet-Loiseau).

FISH
patients Cytogénétique conventionnelle t(14;18) réar bcl6  réar c-MYC
51, XY, +5, iso(6p), +7, t(14 ;18)(q32 ;921), +der(18)t(14 ;18),
4 mar1 ?der(12)t(12 ;?)(q15;?),+mar2[10] + + -
47, XY, del(6)(q12q16), der(7)?del(7)(q11921), +8,
t(14;18)(q32;921) [10] / 47, XY, del(6q)(q12q16),
der(7)?del(7)(q11921), add(8)(p23), +add(8)(p23),
5 t(14;18)(q32;921) [5] + - +
15 46, XX, add(11)(g2 ?1), add(X)(q2 ?5)[14] / 46, XX [6] - NF NF
27 95, XXYY, t(14;18)(932;921), inc [10] / 46, XY [3] + - -
46, X, ? =Y, del (1)(p32p34), del(6)(p21), -11,
t(14;18)(q32;921), der(14)t(14;?)(q32 ;?), add(15)(g25),
38 add(17p), +mar [10] / 46, XY [5] + + +
42 45, X, -Y [26] / 45, idem, del(20)(q12qter) [12] - + -
47, XX, ins(2 ;3)(922 ;q13927) inv(3)(q22q27), del(7)(g31q34),
+del(7)(g31q34), -8, add(14)(q32), -20, +mar1
43 [ ?der(8)t(8 ;14)], mar2, inc[15] / 46, XX [3] - + ?
44-46, XY, i(1)(q10), del(4)(g21), del(6)(q15), +del(7)(q31),
48 t(8;14)(924;932), t(14;18)(q32;921), -15, inc [15] + + +

NF : Non fait
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Tableau 1. Données cliniques et grades histologiques.

Age au Grade
Patient Sexe diagnostic (ans) Localisation du LF histologique Antécédents de LF
1 F 87 ganglion sus claviculaire 3a NC
2 H 63 non précisé 3a Non
3 F 59 masse mésentérique 3a Non
4 H 50 ganglion axillaire 3a LF3a en 1996
5 H 49 ganglion cervical 3a Non
6 H 62 ganglion inguino-crural 3a Non
7 F 78 ganglion pré-tragien 3a LF de faible grade en 1996
8 F 76 ganglion axillaire 3a LF de faible grade en 2001
9 H 39 ganglion sous maxillaire 3a LF3a en 1996
10 H 63 masse mésentérique 3a Non
11 H 65 masse mésentérique 3a Non
12 F 72 ganglion, localisation non précisée 3a Non
13 H 71 ganglion inguino-crural 3a Non
14 F 52 ganglion cervical 3a NC
15 F 81 ganglion sus-claviculaire 3a Non
16 F 67 ganglion axillaire 3a Non
17 F 46 ganglion épigastrique 3a Non
18 H 69 ganglion inguino-crural 3a NC
19 H 57 ganglion axillaire 3a Non
20 F 93 ganglion axillaire 3a Non
21 F 62 non précisé 3a Non
22 H 65 non précisé 3a NC
23 H 55 ganglion inguino-crural 3a LF de faible grade (année ?)
24 F 79 ganglion sous maxillaire 3a Non
25 H 64 ganglion mésentérique 3a Non
26 H 54 ganglion axillaire 3a Non
27 H 59 ganglion sous maxillaire 3a Non
28 H 49 ganglion jugulo-carotidien 3a NC
29 F 71 ganglion, localisation non précisée 3a LBDGC en 1994
30 H 52 ganglion inguino-crural 3a Non
31 H 63 ganglion cervical 3a Non
32 H 46 ganglion inguino-crural 3a NC
33 F 52 ganglion cervical 3a Non
34 H 44 masse face interne bras 3a Non
35 F 67 ganglion inguino-crural 3a Non
36 H 74 ganglion sus-claviculaire 3a NC
37 H 43 ganglion cervical 3a Non
38 H 55 ganglion axillaire 3b LF3a en 2001
39 H 55 ganglion cervical 3b LBDGC en 1997
40 H 57 ganglion inguino-crural 3b Non
41 F 47 ganglion cervical 3b Non
42 H 87 ganglion inguino-crural 3b Non
43 F 64 ganglion sus-claviculaire 3b Non
44 F 87 ganglion inguino-crural 3b NC
45 H 48 ganglion, localisation non précisée 3b Non
46 F 49 ganglion jugulo-carotidien 3b LF de classe D en 1995
47 = 56 ganglion axillaire 3b LBDGC en 1991
48 H 52 ganglion inguino-crural 3b Non
49 F 51 ganglion sus-claviculaire 3b Non
50 F 79 ganglion inguino-crural 3b Non
51 F 80 ganglion inguino-crural 3b Non
52 F 59 ganglion cervical 3b NC
53 H 74 ganglion, localisation non précisée 3b LBDGC (année ?)
54 F 58 ganglion inguino-crural 3b LF de grade 2/3a en 2006

NC : Non connu.
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Tableau 2. Données histologiques, de la FISH et de ’immunohistochimie.

FISH immunohistochimie
Grade Composante de réarrangement
Patient histologique LBDGC t(14;18) bcl6 bcl2 bcl6 CD10  Ki67 (%)

1 3a NON + - + + 30
2 3a NON - + + + - 20
3 3a NON + + + + 70
4 3a NON + + + + 50
5 3a NON + - + + 50
6 3a NON + - + + 50
7 3a NON + + + + 80
8 3a oul - - + + 40
9 3a NON - - - + + 40
10 3a oul + - + + 80
11 3a NON + - + + 40
12 3a oul + - - + 75
13 3a NON - - - + - 75
14 3a oul - - - + - 70
15 3a NON - - - + - 70
16 3a NON + - + + 40
17 3a NON + - + + 50
18 3a NON + - + + 40
19 3a NON + - + + + 60
20 3a NON - + + + 60
21 3a NON + - + + 30
22 3a NON + - + + 30
23 3a NON - + + + + 70
24 3a NON + - + + 50
25 3a NON + - + + 40
26 3a NON - - - + + 70
27 3a oul + - + + 80
28 3a NON + - + + 50
29 3a NON + + + + 30
30 3a NON + - + + 20
31 3a oul - - - + + 40
32 3a NON + - - + 80
33 3a NON - - + + - 20
34 3a NON + - + + 50
35 3a NON + - + + 80
36 3a NON + - + + - 50
37 3a NON + - + + 90
38 3b Oul + + + + + 70
39 3b NON + - - + + 75
40 3b NON + + + + 50
41 3b NON + - + + + 80
42 3b NON - T i3 + - 80
43 3b NON - T i3 + - 50
44 3b NON + - + + 70
45 3b NON - + + + - 50
46 3b Oul - + + + - 50
47 3b NON + - i i 70
48 3b NON + + + + + 80
49 3b Oul + + + + 70
50 3b NON + - + + - 40
51 3b NON + - + + + 40
52 3b NON - + - + 80
53 3b NON - + + + - 90
54 3b NON + + + + 60
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Figure 6 : LF3a sans composante de LBDGC (patient 20).
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centroblastes (cellules de grande taille au noy:
chromatine dispersée avec 2 ou 3 nucléoles st

appendus a la membrane nucléaire, fleches nc
nercistance de centrocvtes (cellilles de nhis ne

D : marquage immunohistochimique avec I'Ac anti-CD2
(x100). Marquage cytoplasmique des cellules

_e_m_ N
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H : marquage immunohistochimique avec I'A
anti-CN10 (x200) Ahsence de maraiiane de
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Figure 7 : LF3b sans composante de LBDGC (patient 48).

D : marquage immunohistochimique :
I’Ac anti-helB (x400) an nivearn d’nin
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Figure 8 : patient 1, LF3a avec translocation t(14;18) sans réarrangement bcl6.

A et B: sonde LSI IgH / bcl2 dual color, dual fusion.

A : Une cellule présentant 2 signaux de fusion (fleches noires), 1 spot vert et 1 spot |
(respectivement alléles des chromosomes 14 et 18 non impliqués dans la translocat
B : 1 signal de fusion (fléche blanche), 1 spot vert et 1 spot rouge. Le second signal
fusion est dans un autre plan focal.

C : sonde LSI bcl6 dual color, break apart. Deux cellules accolées non réarranaées
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Discussion

Dans cette ¢tude, nous avons tenté de savoir si la subdivision des LF de grade 3 en
LF3a et LF3b, sur des critéres morphologiques, se justifiait également sur le plan biologique.
Pour cela, nous avons comparé les fréquences des réarrangements des geénes bcl2 et bclo,
I’expression du produit de ces geénes (bcl2 et bel6), du CD10 ainsi que I’index de prolifération
entre un groupe de 37 LF3a (dont 6 avec composante de LBDGC) et 17 LF3b (dont 3 avec
composante de LBDGC).

Nous avons observé une expression de bel2 dans 79,6% des 54 LF de grades 3a et 3b
confondus, cette fréquence se répartissant en 75,6% des LF3a et 88% des LF3b. Ces
proportions sont en accord avec celles rapportées dans la littérature (tableau 8). Nous n’avons
pas observé de différence significative d’expression de bcl2 entre les grades 3a et 3b ce qui

est également analogue aux résultats habituellement rapportés.

Tableau 8 : Comparaison de nos résultats avec ceux de la littérature concernant
I’expression de bcl2.

expression de bcl2

Etude technique LF de grade 3 LF3a LF3b 3avs 3b
Notre série FISH 79,6% (n=54) 75,6% (n=37) 88% (n=17) ns
Ott, 2002 cC 70,3% (n=26)  73% (n=11) 69% (n=15) ns
Katzenberger, 2004 FISH, CC 84% (n=50) 87% (n=23) 81,5% (n=27) ns
Guo, 2005 FISH 77% (n=39) 80% (n=25) 71% (n=14) ns
Lee, 2007 FISH 94,3% (n=35) 91,7% (n=24) 100% (n=11) ns

CC : Cytogénétique conventionnelle
ns : non significatif.

Une expression de CD10 a été constatée dans 77,7% de 1’ensemble des LF de notre
série, se répartissant en 83,8% et 64,7% des LF de grades 3a et 3b. Les fréquences

d’expression de CD10 rapportées dans la littérature sont généralement plus faibles pour les
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LF de grade 3 (tableau 9). Cette différence est essentiellement liée a un taux d’expression de
CD10 Iégerement plus élevé dans notre groupe de LF3b. La supériorité de proportion de LF3a
CD10+ par rapport aux LF3b n’est pas significative dans notre étude. Cette supériorité est
¢galement rapportée par Ott et al (Ott G er al, 2002) et Katzenberger et al (Katzenberger T et al,
2004), avec une significativité, ou par Lee et al (Lee D et al, 2008) (sans mention de

significativité). Guo et al, au contraire, observent des taux de LF3a et LF3b CD10+ proches
(Guo Y et al, 2005).

Tableau 9: Comparaison de nos résultats avec ceux de la littérature concernant
I’expression de CD10.

expression de CD10

Etude technique LF de grade 3 LF3a LF3b 3avs 3b
Notre série FISH 77,7% (n=54)  83,8% (n=37) 64,7% (n=17) ns
Ott, 2002 CcC 70,3% (n=26) 100% (n=11) 50% (n=15) p<0,05

Katzenberger, 2004 FISH,CC  64% (n=50) 96% (n=23) 37% (n=27) p<0,05
Guo, 2005 FISH 51,3% (n=39) 48% (n=25) 57% (n=14) ns

Lee, 2007 FISH 34,3% (n=35) 45,8% (n=24) 9,1% (n=11)  non précisé

CC : Cytogénétique conventionnelle
ns : non significatif.

Nous avons observé un index de prolifération significativement supérieur dans les
LF3b (65% <+ 3.,8) par rapport aux LF3a (53,2% =+ 3,6) (p=0,036). S’il est admis que
I’importance de la prolifération cellulaire croit avec le grade histologique (Tominaga K et al,
1992 ; Swerdlow SH et al, 1993 ; Martin AR et al, 1995 ; Llanos M et al, 2001 ; Pruneri G et al, 2004 ; Wang
SA et al, 2005), seule 1’étude menée par Ott (Ott G et al, 2002) a comparé cet index de prolifération
entre les LF3a et LF3b. Tout comme nous, cet auteur rapporte un index de prolifération
supérieur dans les LF3b (80%) par rapport aux LF3a (70%) mais, cette fois, sans
significativité. Dans notre étude, la présence ou non d’une composante de LBDGC dans les

LF3a ou LF3b n’influence pas cet index de prolifération.

Pour détecter la translocation t(14 ;18) et le réarrangement bcl6, nous avons utilisé la

technique de FISH sur coupes déparaffinées. Cette technique a I’avantage de nous permettre
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une large étude rétrospective. Sa fiabilité a été vérifiée par la comparaison de 17 résultats
obtenus avec cette technique avec les résultats obtenus par FISH ou PCR a partir d’une
suspension de cellules fraiches au moment du diagnostic (gold standard). Ces 17 résultats sont
superposables (translocation t(14 ;18) et réarrangement bcl6 pour 8 patients en FISH sur

suspension cellulaire ; translocation t(14 ;18) par PCR pour un patient).

Nous avons montré la présence d’une translocation t(14 ;18) dans 68,5% des 54 LF
de grade 3. Cette fréquence est supérieure a celle habituellement rapportée dans les LF de
grade 3 (tableau 10). Dans notre série, un peu plus de 70% des LF3a et 64,7% des LF3b
possédent cette translocation. Pour le groupe des LF3a, les études allemandes menées par Ott
(Ott G et al, 2002) et Katzenberger (Katzenberger et al, 2004) rapportent des fréquences similaires
alors que les études asiatiques menée par Guo (Guo Y et al, 2005) et Lee (Lee D et al, 2008)
retrouvent des taux moins importants de réarrangement bc/2. Une explication possible a ces
divergences est la fréquence moindre des translocations t(14 ;18) dans les LF diagnostiqués
dans les pays asiatiques par rapport a ceux diagnostiqués dans les pays occidentaux (Amakawa
R et al, 1989 ;Loke SL et al , 1990 ; Chen PM et al, 1993 ; Mitani S et al, 1993 ; Chuang SS et al, 2006). Le
taux inhabituellement élevé de translocation t(14 ;18) dans nos LF de grade 3 s’explique
essentiellement par une fréquence €levée de cette anomalie cytogénétique dans le groupe des
LF3b. Cette différence ne peut étre mise sur le compte d’'une meilleure sensibilité de notre
technique puisque les études auxquelles nous comparons nos résultats ont également utilisé la
FISH, a I’exception de celle menée par Ott (Ott G et al, 2002). Nous n’avons pas observé de
différence significative de fréquence de translocation t(14 ;18) entre LF3a et LF3b. Cette
constatation est en accord avec celles rapportées par les équipes de Guo ef al (Guo Y et al, 2005)
et Lee et al (Lee D et al, 2008), cette derniere observant cependant une tendance au
réarrangement bcl2 plus fréquent dans les LF3a mais sans significativité. Au contraire, Ott et
al (Ott G et al, 2002) montrent un taux significativement supérieur de cette anomalie
cytogénétique dans les LF3a par rapport aux LF3b. Katzenberger et al (Katzenberger T et al,
2004) observent la méme significativité en comparant les LF3a et les LF3b comportant une
composante de LBDGC, résultat que notre étude ne confirme pas, peut étre par un nombre
trop faible de LF3b avec composante de LBDGC. Dans notre série, 1’absence de différence
significative dans la fréquence d’un réarrangement bcl2 entre LF3a et LF3b est a mettre sur le
compte du taux inhabituellement élevé de cette anomalie dans ce dernier groupe. La présence
ou non d’une composante de LBDGC n’influence pas la fréquence de la translocation

t(14 ;18) dans les LF3a et LF3b.
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Tableau 10 : Comparaison de nos résultats avec ceux de la littérature concernant la
translocation t(14 ;18).

translocation t(14;18)

Etude technique LF de grade 3 LF3a LF3b 3avs 3b
Notre série FISH 68,5% (n=54) 70,2% (n=37) 64,7% (n=17) ns
Ott, 2002 cC 37% (n=26) 73% (n=26) 13% (n=15) p<0,01
Guo, 2005 FISH 43,6% (n=39)  44% (n=25) 43% (n=14) ns
Lee, 2007 FISH 26,5% (n=35) 34,8% (n=24)  9,1% (n=11) ns
3a vs 3b+
Etude technique LF de grade 3 LF3a LF3b + LBDGC LBDGC
Notre série FISH 68,5% (n=54) 70,2% (n=37) 66,6% (n=3) ns
Katzenberger, 2004 FISH,CC  30% (n=50) 64% (n=23) 5% (n=22) p<0,001

CC : Cytogénétique conventionnelle
ns : non significatif.

La présence d’une translocation t(14 ;18) corréle significativement avec
I’expression de bcl2 et/ou de CD10 dans I’ensemble de nos LF de grades 3a + 3b. Un
immunomarquage bcl2+ est en effet observé dans 92% des LF de grade 3 avec translocation
t(14 ;18) et seulement 53% des LF de grade 3 sans cette translocation (p=0,01). De méme,
une expression de CD10 est présente dans 94,6% et seulement 41% des LF de grade 3
respectivement avec et sans translocation t(14 ;18) (p<0,0001). Ces associations significatives
entre réarrangement bc/2 et expression de bel2 et/ou CD10 persistent au sein des groupes
LF3a et LF3b envisagés indépendamment, a 1’exception de 1’expression de bcl2 dans les
LF3b. Dans la littérature, la corrélation entre cette anomalie cytogénétique et ces expressions
protéiques est largement plus documentée pour bcl2 que pour CD10. Plusieurs études
rapportent une corrélation entre réarrangement bc/2 et expression de bcl2. C’est le cas des
¢tudes menées par Skinnider (Skinnider BF et a/, 1999) et Diaz-Alderete (Diaz-Alderete A et al, 2008)
qui ne détaillent cependant pas la répartition selon le grade histologique. L’étude de Guo et a/
(Guo Y et al, 2005) montre la méme corrélation lorsque tous les grades histologiques sont
confondus, mais cette association disparait lorsque seuls les LF de grade 3 sont envisagés

(52% des LF3a et 60% des LF3b possédant la translocation t(14 ;18) expriment bcl2).
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D’autres ¢tudes ne montrent au contraire aucune corrélation entre translocation t(14 ;18) et
marquage bcl2+, quel que soit le grade histologique (Bosga-Bouwer AG et al, 2003 ; Katzenberger T
et al, 2004 ; Lee D et al, 2008). Tout comme notre étude, celle de Lee et al (Lee D et al, 2008) montre
une association significative entre la présence d’une translocation t(14 ;18) et I’expression de
CD10, mais le détail de cette association par grade histologique n’est pas mentionné. Fang et
al rapportent la méme corrélation dans une étude sur des LBDGC (Fang JM et al, 1999). Jardin et
al et Guo et al rapportent quant a eux une corrélation positive entre absence d’expression de
CD10 et absence de translocation t(14 ;18) dans des LF de tous grades (Jardin F et al, 2002 (a) ;
Guo Y et al, 2005). Notre étude est donc a notre connaissance la seule a montrer une relation
significative entre translocation t(14 ;18) et expression de bcl2 et/ou de CD10 dans les LF de
grade 3. Un immunomarquage bcl2+ CD10+ prédit donc la présence d’une translocation
t(14 ;18) dans notre série, tout comme dans celles de Godon et al (Godon A et al, 2003) et
Sekiguchi et al (Sekiguchi N et al, 2005) dans des études sur des LF de tous grades. De plus, la
corrélation entre translocation t(14;18) et marquage CD10+ permet d’expliquer les fréquences
conjointement €levées de ces 2 événements dans notre groupe de LF3b. Nous avons observé
¢galement la présence de 10 cas sans translocation t(14;18) et cependant bcl2+ en
immunohistochimie. Un tel marquage en 1’absence de réarrangement du gene n’est pas
surprenant puisque des mécanismes de surexpression de bc/2 autres que la translocation

t(14 ;18) ont été décrits (cf chapitre « Immunohistochimie », p28).

Un réarrangement bcl6 a été observé dans 31,5% de nos 54 lymphomes. Cette
fréquence est en accord avec celles rapportées dans la littérature pour les LF de grade 3
(tableau 11). Notre groupe de LF3a présente ce réarrangement dans 16,2% des cas, ce qui est
tres légérement inférieur aux fréquences habituellement rapportées. Cette anomalie
cytogénétique est observée dans 64,7% de notre groupe de LF3b, un taux plus élevé que celui
habituellement rencontré dans les études déja publiées. Comme nous le faisions remarquer
pour la fréquence de la translocation t(14 ;18), cet écart ne peut étre expliqué par des
différences techniques, ces études ayant également quasiment toutes utilisé la FISH. Le taux
de réarrangement bcl6 significativement supérieur dans notre groupe de LF3b par rapport a
notre groupe de LF3a (p=0,001) constitue un des résultats essentiels de notre étude. Cette
différence est également constatée par Ott et al (Ott G et al, 2002) (44% vs 18%), mais sans
significativité. Dans cette étude allemande, tous les LF3b présentant un réarrangement bcl/6
possédent une composante de LBDGC. Il en est de méme dans 1’étude menée par

Katzenberger (Katzenberger T et al, 2004), dans laquelle une différence significative est observée
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seulement si les groupes comparés étaient les LF3a et les LF3b avec composante de LBDGC.
Cette différence est également significative dans notre série ou 1’on notera d’ailleurs que tous
les LF3b avec composante de LBDGC présentent un réarrangement bc/6 mais qu’a la
différence de ces 2 derniéres ¢études, les LF3b réarrangés en bcl6 ne présentent pas tous de
composante de LBDGC. Au contraire, les études de Guo et al (Guo Y et al, 2005) et Lee et al
(Lee D et al,2008) montrent des fréquences de réarrangement bcl6 trés proches dans les LF3a et
LF3b. Notre étude est donc le seule, a notre connaissance, a montrer une association
significative entre LF3b avec ou sans composante de LBDGC et réarrangement bcl6. La
présence ou non d’une composante de LBDGC n’influence d’ailleurs pas la fréquence de ce

réarrangement dans chacun des groupes LF3a et LF3b.

Tableau 11 : Comparaison de nos résultats avec ceux de la littérature concernant le
réarrangement bcl6.

réarrangement bcl6

Etude technique LF de grade 3 LF3a LF3b 3avs 3b
Notre série FISH 31,5% (n=54) 16,2% (n=37) 64,7% (n=17) p=0,001
Ott, 2002 cC 33,3% (n=26)  18% (n=26) 44% (n=15) ns
Guo, 2005 FISH 52% (n=39) 32% (n=25) 36% (n=14) ns
Lee, 2007 FISH 21,8% (n=35)  19% (n=24) 27,3% (n=11) ns
3a vs 3b+
Etude technique LF de grade 3 LF3a LF3b + LBDGC LBDGC
Notre série FISH 31,5% (n=54) 16,2% (n=37) 100% (p=3) p=0,008
Katzenberger, 2004 FISH,CC  31% (n=50) 17% (n=23) 55% (n=22) p<0,001

CC : Cytogénétique conventionnelle
ns : non significatif.

Deux équipes (Bosga-Bouwer AG et al, 2003 ; Diaz-Alderete A et al, 2008) montrent que dans
les LF3b (respectivement 32 et 8 cas), la translocation t(14 ;18) et le réarrangement bcl6 sont
mutuellement exclusifs. Nos résultats ne confirment pas ces données puisque 29,4% de nos
LF3b possedent ce double réarrangement. Les autres LF3b se répartissent équitablement dans

les groupes avec réarrangement bc/2 / sans réarrangement bcl6 et sans réarrangement bcl2/
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avec réarrangement bc/6. Au moins I’une de ces anomalies cytogénétiques est donc toujours
présente dans nos LF3b, contrairement a ceux des études de Lee et al (Lee D et al, 2008) et Diaz-
Alderete et al (Diaz-Alderate A et al, 2008) dont respectivement 37,5 et 50% ne présentent ni
translocation t(14 ;18), ni réarrangement bc/6. Tout comme notre étude, celle menée par Lee
(Lee D et al, 2008) rapporte des cas de LF possédant le double réarrangement bcl2/bcl6 (sans
précision de grade histologique) mais observe tout de méme que les réarrangements bcl6 sont
plus fréquents dans les cas sans translocation t(14 ;18) (25,9% vs 7,7%, différence non

significative).

Dans notre série, 3 cas possédent a la fois une translocation t(14 ;18) et un
réarrangement de c-MYC. Il s’agit de 2 LF3b ayant également un réarrangement bcl6 et 1
LF3a sans réarrangement bcl6. Plusieurs études ont montré que [’association des
réarrangements bcl2 et c-MYC est de trés mauvais pronostic. Une étude de Le Gouill et al a
propos de 16 LBDGC possédant ce double réarrangement rapporte la présence de
caractéristiques d’agressivité (ECOG performance status et LDH élevés, fréquents symptomes
B, stades IV et score d’IPI 3) ainsi qu’une survie sans progression et une survie globale
respectivement de 4 et 5 mois malgré un traitement par chimiothérapie intensive. Dans cette
série, 1 patient a des antécédents de LF et 1 autre présente a la fois 1 LBDGC et 1 LF. Quatre
lymphomes possédent également un réarrangement bcl/6 (Le Gouill et al, 2007). Une étude de
Macpherson et al a propos de 13 LBDGC rapporte des résultats similaires. Dans cette étude,
6 cas sont des LF transformés (Macpherson N ez al, 1999). Kanungo ef al montrent eux aussi le
mauvais pronostic de lymphomes possédant le double réarrangement bcl2 / c-MYC sur une
série de 14 cas sans LF ou antécédents de LF (Kanungo A et al, 2006). Récemment, Christie ef al
ont rapporté 3 cas de LF possédant ce double réarrangement et identifiés par les auteurs
comme appartenant a un sous-groupe particulierement agressif de LF (Christie L ez al, 2008). Le
caractere agressif de ces lymphomes s’explique par le double mécanisme de lymphomagenése
que représente le réarrangement de bc/2 qui augmente la durée de vie des cellules et le

réarrangement de c-MY C qui stimule la prolifération cellulaire.

En conclusion, nos résultats tendent donc a montrer une différence biologique entre les
LF3a et les LF3b, cette différence étant essentiellement basée sur une fréquence de
réarrangement bcl6 significativement plus importante dans ce dernier groupe. L’anomalie
cytogénétique prépondérante dans nos LF3a est la translocation t(14 ;18) (70% des cas contre

seulement 16,2% de réarrangements bcl6), cette constatation étant également celle de toutes
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les études déja publiées. Au contraire, le réarrangement bcl2 n’est pas ’anomalie génétique la
plus fréquente dans notre groupe de LF3b puisque sa fréquence est la méme que celle du
réarrangement bcl6 (64,7%). Cette différence entre nos 2 sous-groupes de LF suggere
I’existence de 2 voies d’oncogenese au sein des LF de grade 3 : I’une concernerait les LF3a et
serait basée, comme pour les LF de grades 1 et 2, sur le réarrangement bcl2 ; 1’autre
concernerait les LF3b et impliquerait au moins en partie le réarrangement bcl6. La fréquence
de ce dernier réarrangement dans les LBDGC (20 a 30%) a conduit certains auteurs a suggérer
que I’oncogenése d’une large proportion de LF3b était trés proche de celle des LBDGC
(Bosga-Bouwer AG et al, 2003) voire méme que les LF3b n’étaient pas stricto sensu des LF mais
plutdt une variante nodulaire de LBDGC (Ott G et al, 2002). Nos résultats nuancent cependant
ces hypothéses. En effet, alors que la plupart des études montrent que le réarrangement bcl6
est ’anomalie cytogénétique prépondérante dans les LF3b (Ott G ez al, 2002 ; Katzenberger T et al,
2004 ; Lee D et al, 2007 ; Diaz-Alderete A et al, 2008), nous observons, dans ce groupe, un taux de
translocation t(14 ;18) identique a celui du réarrangement bcl6, soit plus élevé que celui
habituellement rapporté. Ces résultats suggerent que les LF3b partageraient au moins en partie
la méme voie d’oncogenése que le reste des LF, tout en possédant le plus souvent une
anomalie cytogénétique supplémentaire : le réarrangement bcl6. Une étude récente de
Piccaluga et al appuie cette hypothése que les LF3b sont finalement plus proches des autres
LF que des LBDGC. Cette étude compare les profils d’expression génique (354 geénes
¢tudiés) d’un groupe de 37 LF de tous grades (dont 4 LF3b sans composante de LBDGC) et
d’autres lymphomes, dont 16 LBDGC. Les résultats de ce travail montrent que le profil
d’expression génique des LF3b est plus proche de celui des LF de grades 1, 2 et 3a que de
celui des LBDGC. Piccaluga et al montrent également que le profil d’expression génique des
LF3a est plus proche de celui des LF de grades 1 et 2 que de celui des LF3b, isolant ce dernier
groupe sur le plan génétique (Piccaluga PP et al, 2008). Ces résultats font écho aux différences
biologiques constatées entre les LF3a et les LF3b dans notre étude. Depuis la classification
REAL et encore actuellement dans celle de I’OMS, la génétique est partie prenante de la
nosologie des lymphomes. Selon ces critéres, les LF de grade 3 apparaissent donc comme une
entité hétérogene.

Si I’on considere que le réarrangement bcl6 est un évenement supplémentaire dans les
LF3b par rapport aux autres LF, il serait intéressant de savoir si, dans des cas de progression
de LF de bas grade vers un LF3b, cette anomalie cytogénétique apparait avec le grade 3b ou si
elle existe dés le LF de moindre grade. Pour tenter de répondre a cette question, la

détermination du profil cytogénétique de LF de grade inférieur antérieurement diagnostiqués
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chez certains de nos patients serait utile. Il s’agit des patients suivants: patient 7 : actuel LF3a
avec double réarrangement bcl2/bcl6 et antécédent de LF de bas grade en 1996 ; patient 23 :
actuel LF3a sans réarrangement bc/2 / avec réarrangement bcl6 et antécédent de LF de bas
grade ; patient 38 : actuel LF3b avec double réarrangement bcl2/bcl6 et antécédent de LF3a ;
patient 54 : actuel LF3b avec double réarrangement bcl2/bcl6 et antécédent de LF de grade

2/3a. Ces travaux sont en cours.
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Annexe :

Classification OMS 2001 des néoplasies dérivant des lymphocytes B.

A partir des précurseurs des cellules B

-Leucémie / lymphome des cellules précurseurs B

A partir des cellules B matures

-Leucémie lymphoide chronique / Lymphome lymphocytique

-Leucémie a prolymphocytes B

-Lymphome lymphoplasmocytique

-Lymphome splénique de la zone marginale
-Leucémie a tricholeucocytes

-My¢élome

-Plasmocytome solitaire des os

-Plasmocytome extra-osseux

-Lymphome du MALT

-Lymphome ganglionnaire de la zone marginale
-Lymphome folliculaire

-Lymphome du manteau

-Lymphome B diffus a grandes cellules

- Lymphome B diffus a grandes cellules du médiastin
- Lymphome B a grandes cellules intravasculaire
-Lymphome des séreuses

-Lymphome de Burkitt
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Abréviations

LF : Lymphomes folliculaires

LF3a : Lymphomes folliculaires de grade 3a
LF3b : Lymphomes folliculaires de grade 3b
LBDGC : Lymphomes B diffus a grandes cellules
LMNH : Lymphomes malins non Hodgkiniens

IP : Index de prolifération

FISH : Fluorecent In Situ Hybridization

PCR : Polymerase Chain Reaction

Ac : Anticorps

ns : Non significatif
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NOM : LECLAIR PRENOM : Francois

Titre de la thése : ETUDE DE LA TRANSLOCATION t(14 ;18) ET DU
REARRANGEMENT bcl6 DANS LES LYMPHOMES FOLLICULAIRES DE GRADES 3a
ET 3b, DEUX ENTITES CYTOGENETIQUEMENT DIFFERENTES ?

Résumé :

L°OMS subdivise les lymphomes folliculaires (LF) en grades 1, 2, 3a (LF3a) et
3b (LF3b). Récemment, de nombreuses études ont montré que les LF de grade 3
présentent une fréquence moindre d’expression de CD10 et bcl2, possedent
moins souvent une translocation t(14 ;18) et ont un réarrangement bcl6 plus
fréquent par rapport aux LF de grades 1 et 2. Par contre, les données concernant
d’éventuelles différences biologiques entre les LF3a et LF3b sont moins
nombreuses et plus controversées. Le but de ce travail est donc de comparer le
profil d’expression antigénique (CD10, bcl2), I’'index de prolifération et le profil
cytogénétique (translocation t(14 ;18) et réarrangement bcl6) de 37 LF3a et 17
LF3b par immunohistochimie et FISH sur coupes déparaffinées. Nous montrons
que I’index de prolifération et la fréquence de réarrangement bcl6 sont
significativement supérieurs dans les LF3b par rapport aux LF3a, sans
différence de fréquence de translocation t(14 ;18) ou d’expression de CD10 et
bel2. Ces résultats suggerent 1’existence de 2 voies de lymphomagenése au sein
des LF de grade 3, justifiant d’un point de vue biologique leur subdivision en

LF3a et LF3b.

Mots clés :

Lymphome folliculaire — grading histologique — FISH — réarrangement bcl6 —

translocation t(14 ;18)
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