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RESUME

La révision de 2016 de la classification OMS des lymphomes définit une nouvelle entité de
lymphomes agressifs intitulés lymphomes de haut grade avec translocation impliquant les
génes MYC-BCL2 et/ou BCL6 (aussi appelés lymphomes « double-hit »), représentant moins
de 10% des lymphomes B diffus a grandes cellules (LBDGC). Ces lymphomes sont agressifs
et nécessitent des traitements intensifs. Des questions persistent concernant la stratégie pour
diagnostiquer ces lymphomes et I’impact des thérapeutiques intensives sur la survie desS
patients. Notre étude rétrospective réalisée sur le centre hospitalier universitaire de Tours de
2012 a 2015 a inclus au total 42 patients dont : 9 patients avec LBDGC « double-hit » traités
de maniére intensive, 4 patients avec LBDGC avec double expression de MYC-BCL2 et 29
patients LBDGL, NOS de novo de stade >Il, 4gés de moins de 70 ans. Les patients avec
lymphomes double-hit ont une présentation initiale comparable a celle des patients LBDGC
NOS : 22% présentent un performans status >2 (contre 14%) ; 89% ont un stade Il et IV
(contre 86%) ; 56% présentent au moins deux localisations extra-ganglionnaires (contre
55%) ; 100% ont un taux de LDH élevés (contre 83%) ; 89% ont un score IPI élevé (contre
62%). Nous avons observé que les lymphomes double-hit étaient plus fréquemment de type
GC (89% contre 43%). 89% des patients double-hit ont recu un traitement intensif contre 17%
dans le groupe LBDGC, NOS, et 6 patients ont été autogreffés. Sur une durée médiane de
suivi de 22 mois [5-58], 3 patients ont rechuté, dont une rechute neuro-méningée, et 11 sont
décédés. Leur survie globale a 2 ans est plus courte : 53% pour les lymphomes double-hit,
50% pour les lymphomes double-expresseur contre 84% chez les patients LBDGC, NOS
(p=0.052). Cette étude confirme d’une part la rareté de ces lymphomes et d’autre part leur
mauvais pronostic. Afin de définir les facteurs prédictifs des lymphomes double-hit et pour
identifier de nouvelles cibles thérapeutiques il serait nécessaire d’envisager de réaliser des

études prospectives incluant un plus grand nombre de patients.

Mots clés : lymphome B diffus a grandes cellules, réarrangement MYC, réarrangement BCL2,

réarrangement BCL6, double-hit, chimiothérapie intensive
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ABSTRACT

The 2016 revision of the WHO classification of lymphomas has included a new category of
lymphoma, termed High grade B-cell lymphoma with translocations involving MYC and
BCL2 or BCL6 (also referred to as "double-hit" lymphomas), occurring in less than 10% of
patients with diffuse large B cell lymphoma (DLBCL). They are aggressive and require
intensive treatment. Some questions remain about the diagnostic strategy to identify these
lymphomas and the impact of intensive therapies on the survival of these patients. Our
retrospective study at the University Hospital of Tours from 2012 to 2015 have included a
total of 42 patients, including 9 intensively treated LBDGC "double-hit" patients, 4 patients
with LBDGC with double expression of MYC and BCL2 and as a comparator group, 29
LBDGL, de novo NOS patients from stage Il to 1V, aged less than 70 years. Patients with
double-hit lymphoma have an initial presentation comparable to DLBCL, NOS; 22% have a
performans status >2 (versus 14%); 89% are stage Il and IV (versus 86%); 56% have at least
two extranodal sites (versus 55%); 100% have high LDH levels (versus. 83%) and 89% have
a high PI score (versus 62%). Double-hit lymphomas were more frequently from the GC-type
(89% versus 43%). 89% of double-hit patients received intensive treatment compared with
17% in DLBCL, NOS, and 6 patients received an autologous stem cell transfusion. The
median follow-up was 22 months [5-58], 3 patients relapsed, including one cerebral relapse,
and 11 patients died. The overall survival at 2 years is shorter for double-hit lymphomas
(53%), and for double-expressor lymphomas (50%) compared to LBDGC, NOS patients
(84%, p = 0.052). This study confirms that "double-hit" lymphomas are rare and have a poor
prognosis. In conclusion, future larger and prospective cohorts are needed to define predictive

factors and new therapeutic strategies for the management of this lymphoma entity.

Keywords: Diffuse Large B Cell Lymphoma, rearrangement MYC, rearrangement BCL2,

rearrangement BCL6, double hit, intensive chemotherapy
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1 INTRODUCTION

1.1 Généralités

Les lymphomes sont issus de la prolifération clonale de cellules lymphoides B, T ou NK.
L’acquisition d’un événement oncogénique a un stade de leur différenciation peut conduire a
une dérégulation des signaux de prolifération ou d’apoptose, conduisant a une expansion
clonale. Les lymphomes B agressifs sont constitués de plusieurs entités dont le lymphome B
diffus a grandes cellules (LBDGC), le lymphome de Burkitt (LB) et le lymphome
lymphoblastique. La classification de 1’OMS (Organisation Mondiale de la Sante)
individualise ces différentes entités selon leurs caractéristiques diagnostiques, pronostiques et
thérapeutiques. Les LBDGC forment un groupe hétérogene en agressivité, pronostic et survie.
La classification OMS 2008 a identifié une forme plus agressive de lymphome de la zone
grise ou « burkitt-like », intitulée lymphome B inclassable avec des caractéristiques
intermédiaires entre les LBDGC et lymphome de Burkitt (BCLU). Dans la révision de la
classification OMS 2016, la notion de double-hit est introduite comme lymphome de haut
grade au sein des LBDGC.

A la suite de cette mise a jour, il nous a semblé intéressant d’étudier dans notre centre

hospitalier la prise en charge diagnostique et thérapeutique de ces lymphomes.

1.2 Lymphomagénese des LBDGC

Rappels sur la lymphopoiese B
Les lymphocytes B sont produits dans la moelle osseuse et mature dans les organes
lymphoides secondaires que sont les ganglions, la rate et les tissus lymphoides associés aux
muqueuses. lls acquiérent les antigénes de différenciation (CD : cluster de différenciation)
signant leur engagement dans la lignée B. lls subissent plusieurs remaniements géniques : la
recombinaison des génes des immunoglobulines (Ig) qui a lieu dans la moelle osseuse,
d’hypermutation somatique (correspondant a des mutations ponctuelles), commutation

isotypique.
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Figure 1: Illustration des modifications dans le centre germinatif lors de la lymhopoiese B *

La lymphomagenese

Les différents remaniements géniques tels la recombinaison V(D)J, I’hypermutation
somatique et la commutation isotypique, bien que nécessaires a la lymphopoiése, peuvent étre
des événements transformant impliqués dans la lymphomagenése?.

Selon le point de cassure retrouvé, il est possible de déterminer a quel moment ces anomalies
sont survenues. La translocation d’un géne impliqué dans le développement du lymphocyte B
avec un des 3 loci des genes Ig est a ’origine de la dérégulation transcriptionnelle de ce
dernier. Cette dérégulation entraine une surexpression de ce géne ou une expression ectopique
de genes normalement éteints a ce stade de maturation.

Dans le LBDGC, les principaux genes impliqués dans une translocation avec un gene Ig sont
BCL2, BCL6 et MYC. Néanmoins, dans les LBDGC, I’hypermutation somatique aberrante
contribue a la lymphomagenese en impliquant d’autres génes dont PAX5, BCL6, MYC, et

PIM-1. La figure 2 illustre les différentes voies oncogéniques dans le LBDGC?.
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Figure 2: Illustration des mécanismes de lymphomagenése dans le LBDGC(Lossos, 2005)

Des mutations somatiques simples peuvent toucher des géenes suppresseurs de tumeurs TP53,
des génes initiant la réparation cellulaire (ATM) ou encore des amplifications geniques (REL,
BCL2, MYC).

Des mutations inactivatrices de genes tels que CD95 (codant pour le récepteur Fas, qui induit
I’apoptose cellulaire par sa liaison)®, ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) qui initie la
réparation de I’ADN (Acide désoxyribonucléique)?, ou encore P53 (20% des cas, gene
suppresseur de tumeur qui maintient la stabilité du génome et contrdle le cycle cellulaire) sont
également impliquées®®. L association de ’activation de proto-oncogénes (régulateurs positifs
de la prolifération cellulaire) et de genes antiapoptotiques (impliqués dans la survie cellulaire)

est essentielle dans la lymphomagénese.

Ces mécanismes sont cependant multiples et varient selon le sous-type de LBDGC considéré
(cf figure 3)°C.

En effet les lymphomes GC (issus de lymphocytes du centre germinatif) présentent :

- ’expression de génes du GC tels que CD10, LM02 et BCL6 (réprime la transcription).

- des translocations du gene BCL2 (gene anti-apoptotique) qui, sous I’influence du promoteur

des Ig, est surexprimé.
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- des translocations ou des mutations du gene BCL-6 (inhibe la différenciation cellulaire,
I’arrét du cycle cellulaire et la réparation de I’ADN)’.

- des amplifications de REL (proto-oncogene permettant la prolifération et la survie cellulaire
par la voie NF-kB (Nuclear factor kappa B)® et des altérations de PTEN (Phosphatase and
tensin homolog) géne suppresseur de tumeurs®,

- une mutation ponctuelle du gene EZH2 (histone méthyltransférase) aboutissant & un gain de
fonction et une hyperméthylation de I’histone 3 activant la transcription de génes silencieux®.
Dans les sous-types ABC, les génes exprimés ne sont pas presents dans les lymphocytes
normaux du centre germinatif mais dans les lymphocytes B périphériques activési®!, il
s’agit :

- des genes CCND2 (cycline D2), CD44 ou encore IRF4 (MUML1).

- de la surexpression de BCL2 par d’autres mécanismes que la translocation t(14,18),
dérégulation de la transcription et amplification de genes

- de I’activation constitutive de la voie NF-KB qui promeut la survie cellulaire, la prolifération

12,13

et inhibe I’apoptose

Memeory B
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Figure 3: Voies oncogéniques selon le sous-type de LBDGC &
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Dans les cellules B normales, la voie NF-kB est plus ou moins activée selon le stade de
maturation cellulaire. Lorsque le lymphocyte B est mature, la voie NF-kB s’éteint quasiment.
En revanche, lorsque le BCR se lie a I’antigéne, il active une cascade de signaux intra-
cellulaires qui contrdlent la prolifération et 1’apoptose. Ces signaux sont transmis par des
protéines kinases de la famille Src (Lyn) et de la famille Syk, puis par la protéine Btk
(Burton’s Tyrosine Kinase) et aboutissent a I’entrée de NF-kB dans le noyau, son activation et
la surexpression de ses genes cibles. Dans les LBDGC, cette voie est activée dans les
lymphomes de sous-type ABC mais pas dans le type GC*. La mutation des génes CARD11,
CD79A/B, A20 ou MYD88 entraine 1’activation de protéines kinases liées au BCR et activant
la voie NF-kB. Une fois activée, la voie NF-kB est responsable de la surexpression de génes
antiapoptotique (tel que BCL-XL, clAP1, clAP2, cFLIP) qui vont secréter des cytokines
favorisant la prolifération telles que I1L-2, IL-6 ou CD40L.

1.3 LBDGC

1.3.1 Définition, épidémiologie, description, bilan diagnostic

Les LBDGC NOS (not otherwise specified) sont les plus fréquents des lymphomes agressifs.
lls constituent environ 30% des lymphomes non-hodgkiniens diagnostiqués en Occident?®.
L’4ge médian de diagnostic est de 70 ans mais ce lymphome touche également les jeunes
adultes et les enfants. 1ls sont un peu plus fréquents chez les hommes que chez les femmes. Il
n’y a pas de facteurs étiologiques identifiés a ce jour. Ils peuvent survenir « de novo » ou bien
étre issu de la transformation d’un lymphome B non agressif (lymphome folliculaire ou

leucémie lymphoide chronique par exemple) en lymphome agressif.

Le lymphome peut se révéler cliniguement par des signes tumoraux, dans ¥ des cas ils sont
révélés par une atteinte ganglionnaire ou des manifestations en liens avec des atteintes extra-
ganglionnaires. Des signes généraux comme une asthénie, la perte de poids, les sueurs
nocturnes ou la fiévre sont également réveélateurs. Dans le cas de fortes masses tumorales, il
peut y avoir un syndrome de lyse spontanée sur le plan biologique.

La classification d’Ann Arbor permet d’évaluer 1’extension de ces lymphomes en les

répartissant en 4 stades (voir annexe)*®.

Au diagnostic, un bilan complet clinique, biologique et d’imagerie est réalisé¢ afin d’établir le

bilan d’extension de la maladie et 1’absence de contre-indication au traitement.
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On évalue notamment le Performans status'’, une des échelle représentant 1’altération de
I’état général qui est constitué de 5 stades (allant du stade 0 : absence au stade 4 : alitement
permanent) (voir annexe).

1.3.2 Diagnostics

1.3.2.1 Diagnostic histologique

La classification des hémopathies malignes de I’'OMS de 2008%° définit les LBDGC comme
une prolifération diffuse de lymphocytes B de taille moyenne a grande effacant partiellement
ou totalement I’architecture ganglionnaire. Sur le plan morphologique, on distingue 3

principaux sous-types : le centroblastique, I’immunoblastique et I’anaplasique Figure 4.
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Figure 4: Coupes anatomo-pathologiques des 3 sous-types de LBDGC (référence webpathology)

1.3.2.2  Diagnostic phénotypique

Le caractere lymphocytaire B mature est confirmé par ’'immunophénotypage qui retrouve
communément les marqueurs B comme le CD19, le CD20, le CD22 (qui sont des marqueurs
pan-B), le CD79a mais aussi le CD10 (30 a 60%), BCL6 (Bcell lymphoma 6 protein) (60 a
90%) et MUML1 (Multiple Myeloma oncogen 1) (35 a 65%).

L’anticorps MiB1 cible une protéine nucléaire des cellules en mitose (Ki67) et permet d’avoir

un reflet du caractere proliférant de la tumeur.

L’¢étude du profil d’expression génique (GEP) a conduit a I’instauration d’une classification
differenciant les LBDGC de type lymphocyte B activé (ABC) des LBDGC de type centre
germinatif (GC). Les techniques de GEP (microarray) ou NGS utilisées dans les études ne

sont actuellement pas disponibles en routine. En effet, pratiquées sur des prélévements frais,

25



ces techniques ne sont pas développées sur paraffine et requiérent un appareillage sophistique.
De ce fait, des algorithmes diagnostiques basés sur des marqueurs d’immuno-histochimie ont
été développés. L algorithme le plus fréquemment utilisé est 1’algorithme de Hans'®. Il est
basé sur le marquage de CD10, BCL6 et MUML1 (voir figure 5). Mais d’autres algorithmes
sont également développés'®2L. Bien que la corrélation avec les résultats de I’étude du GEP
soit imparfaite, ces algorithmes permettent d’identifier les LBDGC de type GC et les LBDGC
non-GC?.,

GCB (42 cases)

* Non-GC (27 cases)
+

- + o MUM1 <
BCL-6 < B

Non-GC (61 cases)

Figure 5: Classification des LBDGC selon [’algorithme de Hans (Hans et al., 2004)

CD10

GCB (22 cases)

1.3.2.3  Diagnostic cytogénétique

Les principales altérations géniques conduisant au LBDGC sont les mutations, les
translocations et les délétions. Les principaux génes les plus souvent retrouvés sont BCL2 (B
cell Lymphoma 2), BCL6 et MYC.

Le caryotype permet de définir une formule cytogénétique. Cette technique s’effectue sur
prélevement frais et nécessite une étape de mise en culture des cellules, la lecture du

caryotype s’effectuant lors de la métaphase.

La Fluorescence In Situ par Hybridation (FISH) est basée sur I’utilisation de sondes
fluorescentes (fragments d’ADN synthétique marqués par des fluorochromes) capable de
s’hybrider avec leur cible complémentaire dans le noyau de la cellule concernée, permettant

d’identifier des amplifications ou des translocations de la séquence concernée.
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La technique de FISH s’effectue sur prélévements frais, inclus en paraffine ou congelés quelle
que soit la phase du cycle cellulaire. Néanmoins, cette technique est restreinte aux genes
ciblés par les sondes choisies en fonction du contexte clinique.

1.3.3 Traitement

La prise en charge thérapeutique des patients LBDGC prend en compte le caractére localisé
ou disséminé de la maladie.

La chimiothérapie a base d’anthracycline (CHOP) a été associée au rituximab a partir des
années 2000. Cela a permis une amélioration considérable du taux de réponse et de la survie
des patients quel que soit 1’age ou le stade des patients (survie globale a 3 ans de 93% contre
84% p=0,0001 pour les patients de moins de 60 ans, et une survie globale a 5 ans de 58%

contre 45% pour les patients de 60 a 80 ans)?2°,

Pour les patients LBDGC avec un stade localisé sans facteur de pronostic défavorable
(aalP1=0), le traitement de référence est une immuno-chimiothérapie de type R-CHOP 4 ou 6
cycles. La radiothérapie en cl6ture de traitement (40Gy) a démontré un intérét en survie avant
I’ére du Ritxumab. A I’¢re actuelle du Rituximab, son intérét ne se confirme pas pour les
patients ayant obtenu une réponse compléte et peut étre indiquée pour les patients avec masse
bulky?®.

Un traitement plus intensif par R-ACVBP est associé a une toxicité hématologique plus
importante 2’ mais apporte un bénéfice de survie pour le patients de type GC par rapport a un
traitement par R-CHOP (SG 3 ans : 97% versus 87%, p=0,007)

Pour les stades étendus, le choix du traitement se fait en fonction de 1’age.

Pour les patients jeunes (moins de 60-65ans), on retient un traitement par immuno-
chimiothérapie de type R-CHOP, soit 8 cycles de 14 jours avec une évaluation intermédiaire
par TEP aprés 4 cycles. L’intensification par autogreffe améliorait la survie des patients a
I’ére pré-rituximab?2, Aujourd’hui, 1’autogreffe en premiére ligne est remise en cause. Dans
I’essai GOELAMS 075, on retrouve une méme efficacité d’un traitement par § R-CHOP 14
comparé¢ a un protocole intensifié¢ suivi d’une autogreffe et ce quel que soit I’IPI. On note que
le taux de réponse compete lors de 1’évaluation intermédiaire était plus important aprés 4
cures que dans le bras avec induction renforcée. L’autogreffe apporte un bénéfice pour les
patients ayant une TEP intermédiaire positive a 1’issue des 4 premiers cycles de R-CHOP

14%,
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Les patients plus &gés (>60-65 ans) recoivent 8 cycles de R-CHOP a intervalles de 21 jours.
En effet, chez les patients &gés de plus 60 ans avec au moins un facteur de risque, le
traitement R-CHOP avec des cycles de 14 jours n’apporte pas de bénéfice par rapport aux

cycles de 21 jours et augmente le recours aux transfusions.

1.3.4 Facteurs pronostiques
1.3.4.1  Pronostic clinique

e La classification Ann Arbor a une valeur pronostique insuffisante, d’autres scores prédictifs
du devenir des patients ont été développés dont le score IP1 (International Pronostic Index) L.
Il se base sur 5 parametres : 1’age supérieur a 60 ans, un taux de LDH supérieur a la normale,
un stade Ann Arbor III ou IV, la présence d’au moins 2 localisations extra-ganglionnaires et
un Performans Status (PS) supérieur a 2.

Les patients sont classés en 4 sous-groupes de risque (faible 0 & 1point, intermédiaire faible 2
points, intermédiaire haut 3 points et haut 4 a 5 points) prédictifs de la survie globale (SG) a 5
ans qui est respectivement de 73%, 51%, 43% et 26%.

e Un IPI ajusté a I’age (IPlaa) a été développé pour les patients de moins de 60 ans. Il est
calculé sur 3 points : le Performans status, le taux de LDH et le stade clinique®.

e Avec le développement d’anticorps anti-CD20 (le rituximab), le score IPI reste un facteur
pronostique de survie significatif et indépendant® mais il perd de sa valeur pronostique
puisqu’il n’identifie plus que 2 sous-groupes pronostiques (a faible et haut risque).

Un score IPI revisité (R-IP1) développé stratifie les groupes de patients en 3 sous-groupes de
pronostic différent : tres bon (SG 4 ans 94%), bon (SG 4 ans 79%), et pauvre (SG 4 ans
55%)33 permettant une meilleure discrimination des patients selon leur pronostic (voir figure 6
et tableau 1).
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Figure 6: Survie globale selon I’'IPI (4) et selon le R-IPI (B) de patients avec LBDGC traités par R-CHOP 32

MNo. of IPI 4-year PF5, 4-yaar 05,
Rizk group factors % Pationts % 9%
Standard P
Low o1 28 B a2
Low-intermediate 2 27 BO 81
High-intermediate 3 | a7 4%
Hiigh 4.5 24 51 59
Revised IP|
Viry good (1] 10 a4 a4
Good 1,2 45 BO 79
Pioor 3. 4.5 45 53 a5

Tableau 1: Survie globale de patients avec LBDGC traités par R-CHOP selon IPI et R-IP1 3

e L’index NCCN-IPI est base sur les mémes 5 criteres que le score IPI initial mais il prend en
compte en plus I’incrémentation de I’age (4 catégories) et le taux de LDH (3 catégories)**. La
répartition pronostique des patients se fait en 4 sous-groupes, permettant une meilleure
stratification de patients de plus mauvais pronostics. Les groupes de risque faible,
intermédiaire faible, intermédiaire haut et haut ont respectivement une SG a 5 ans de 96%,
82%, 64% et 33 % (voir figure 7).
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Figure 7: Stratification de courbe de survie selon le score NCCN-IPI (A) et le score IPI (B) pour LBDGC (Zhou et al., n.d.)

Au sein de ces sous-groupes, il persiste des différences de survie que le score IPI, méme
amélioré, ne peut caractériser. L’IPI et le R-IPI n’individualisent plus les patients ayant une
SG de moins de 50 %. Il a donc été nécessaire de recherche d’autres facteurs pronostics pour

permettre une meilleure stratification pronostique.
1.3.4.2  Pronostic phénotypique

Ces derniéres années, le profil d’expression génique (GEP) étudi¢ par technique de DNA
microarray a permis 1’identification de 3 sous-types principaux de LBDGC : le type centre
germinatif (GC) (le plus fréquent 66%), le type lymphocyte B activé (ABC pour activated B-
cell-like) (32%) et le type primitif du médiastin (27%) (voir figure 10).

Ces lymphomes présentent une morphologie identique malgré 1’existence de différences
géniques. En effet, on ne trouve la translocation de BCL2 que dans le groupe-GC, il est aussi
associe a des gains plus fréquents de 1q, 2p, 7. De méme, le groupe ABC est caractérisé par
des gains 3q, 18q, et 19q et la perte de 6q et 9p21%*°. Des études de NGS (next generation
sequencing) couplées a 1’é¢tude du GEP permettent de mettre en évidence que ces sous-types
correspondent a des entités bien distinctes qui utilisent des voies de transformation
oncogeénique distinctes'®%.

L’hétérogénéité¢ globale de survie des patients atteints de LBDGC est le reflet de
I’hétérogénéité moléculaire et génique.

Ces sous-types, identifiés par 1’é¢tude du GEP, ne constituent pas uniquement des entités
moléculaires mais présentent également des différences cliniques et pronostiques.

En comparant les 3 groupes, la survie globale a 5 ans des patients de type-GCest de 60%,
celle des patients de type-ABC de 35% et celle des patients de type primitif du médiastin est
de 39% (cf figure 9)*.
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Cette classification est un facteur pronostic indépendant du score IPI dont la significativité

reste d’actualité a 1’ére du rituximab®’.
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Figure 8: Profil d’expression génique selon les différents sous-type de LBDGC (Rosenwald et al., 2002)
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Figure 9: Courbe de survie selon le sous-type GC, ABC et type 3 par GEP (Rosenwald et al., 2002)
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1.3.4.3  Pronostic immuno-histochimique

Au cours des dernieres années, 1’expression de la protéine MYC dans les LBDGC a été plus
étudiée. La protéine MYC est surexprimée dans environ un tiers des LBDGC. Elle est
associée a une surexpression de BCL2 dans 20 a 35% des cas®®.

L’impact défavorable de I’expression de la protéine BCL2 sur le pronostic a été décrit dans
I’ére précédent I’immunothérapie®®. Ce pronostic a été effacé par I’ajout du Rituximab a la

chimiothérapie chez les patients LBDGC de novo™.

Indépendamment de I'impact clinique de la modification du géne MYC, une forte expression
protéique a également été liée a une survie inférieure. La protéine BCL2 est également
simultanément surexprimée dans environ 60% des cas de DLBCL surexprimant la protéine
MYC, en absence de réarrangement genique. Ces patients correspondent aux lymphomes
double expresseurs. Ils sont initialement décrits comme ayant un pronostic de survie plus
faible que les cas de surexpression de seulement une des deux protéines** #2. Néanmoins,
I’impact de la surexpression le la protéine MYC et de la co-expression MYC-BCL2 est
controversé dans les études, et ce, notamment a cause de la variabilité des seuils d’expression

retenus et du mangue de reproductibilité des études.
1.3.4.4  Pronostic cytogénétique

Le réarrangement du gene MYC confére un pronostic de survie défavorable aux patients
LBDGC traités par R-CHOP (SG a 5 ans de 33% contre 75% pour les patients non
réarrangés)*344,

Il est rapidement mis en évidence que la translocation de MYC associée a une translocation de

BCL2 ou BCL6 sont de plus mauvais pronostic®.
1.3.45 Complexification des LBDGC

Des études cliniques, biologiques et morphologiques ont permis de subdiviser les LBDGC en
des sous-groupes morphologique, moléculaire et immuno-phénotypique formant des entités
distinctes. Les LBDGC pour lesquels il n’existe pas de criteéres clairs pour la subdivision sont
classes comme LBDGC, NOS (Not Otherwise Speficied). Cependant, certains lymphomes
agressifs aux caractéristiques morphologiques et génétiques ne correspondant a aucune de ces
catégories LBDGC ou LB correspondant aux lymphomes « burkitt-like » ou lymphomes de la
zone grise ont été individualisé dans une entité nommée les lymphomes B inclassables avec
caractéristiques intermédiaires entre celles du LBDGC et celles du lymphome de Burkitt

(BCLU) dans la classification OMS 2008. C’est une catégorie trés hétérogeéne, mal définie sur
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le plan morphologique, pouvant présenter des réarrangements des genes MYC, BCL2 et BCL6

de moins bon pronostic que les LBDGC, NOS.

MYC/ACLZ
to-eapressing diffuse
arge B-cell lymphoma

Breell lymghoma,
unclassifiab

Buarkitt
lymphioma

Fig 1. Venn diagram depicting relationship
between B-cell lymphoma, unclassifiable, dif-
fuse large B-cell lymphoma, Burkitt lymphoma,
protein co-expressing lymphomas and cytoge-
netic double hit lymphomas.

Figure 10: Relation entre LBDGC, lymphoma B intermédiaire, Lymphome de Burkitt, Lymphome co-expresseur et lymphoma
double-hit 46

Dans les suites des études de ces derniéres années, la révision de la classification OMS 2016
des hémopathies a introduit la notion de lymphome de double-hit comme lymphome de haut
grade au sein des LBDGC. La nouvelle classification de ’OMS mise & jour en 2016%
confirme la distinction de type GCB versus ABC(non-GC) au sein des LBDGC, NOS et
impose la nécessité de les différencier au diagnostic. Les techniques d’étude du GEP n’étant
pas des techniques de routine pour établir le diagnostic, les algorithmes immuno-
histochimiques dont celui de HANS sont toujours acceptés.

La classification de I’OMS de 2016 définit un nouveau groupe au sein des lymphomes B
agressifs : celui des lymphomes B de haut grade avec présence de réarrangement MYC BCL2
et/ou BCL6 en I’absence de critéres de diagnostic de lymphome folliculaire ou lymphome
lymphoblastique. Ce groupe de patients est identifié par la présence d’un réarrangement MYC
et BCL2 ou MYC et BCL6 ou triple hit MYC, BCL2 et BCL6 en FISH. L’aspect histologique
de type LBDGC ou intermédiaire entre LBDGC et BL est a preciser.
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Figure 11: Approche diagnostique des lymhomes B de haut grade. Adapté de Kluin et al (in press) par Swerdlow et al 201647

Le sous-groupe de lymphomes intermédiaires (BCLU) entre LBDGC et BL est supprimé. Les
lymphomes présentant des caractéristiques morphologiques blastoide ou intermédiaire entre
LBDGC et BL, mais en absence du réarrangement des génes MYC, BCL2 et BCL6 sont
regroupés dans la catégorie de lymphome B de haut grade, non spécifié par ailleurs (High
grade lymphoma, not otherwide specified : HGBL, NOS).

Au sein de la catégorie des LBDGC, NOS, on identifie un sous-groupe de lymphomes avec
expression de protéines MYC et BCL2, sans anomalie de réarrangement des deux genes
associés. Sans pour autant 1’individualiser de la catégorie LBDGC, NOS, ce sous-groupe

serait de plus mauvais pronostic.
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Double hit

Figure 12: LBDGC et MYC ¢

1.4 LBDGC double-triple hit

1.4.1 Définition, Epidémiologie

La nouvelle classification de I’OMS de 2016 regroupe tous les lymphomes de haut grade avec
réarrangement MYC, BCL2 et/ou BCL6 dans la méme catégorie et ce quel que soit le sous-
type histologique sous-jacent : LBDGC, lymphome de caractéristique intermédiaire entre
lymphome de Burkitt et LBDGC (BCLU) ou lymphome lymphoblastique, lymphome du
manteau blastoide. Ces lymphomes sont aussi désignés par les termes de lymphome double-
hit ou triple hit.

La fréquence de cette nouvelle catégorie de lymphomes n’est pas encore connue, néanmoins
I’incidence des réarrangements MYC/BCL2 et/ou BCL6 est rapportée comme étant d’environ
10% au sein des LBDGC de novo, semble plus élevée dans les LBDGC secondaires a une
transformation et jusqu’a 32% a 78% dans les BCLU. Cette derniere proportion est
probablement surestimée car le caractere double-hit était un critére de diagnostic de BCLU

dans certaines de ces études*34%-51,

1.4.2 Description clinique et histologique

Cliniqguement ces lymphomes ont été initialement décrits avec des caractéristiques agressives.
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Snuderln et al 2010°2 retrouve une médiane d’age significativement plus jeunes a 63 ans pour
les patients avec lymphome double-hit (n=20) et de 71 ans pour les patients LBDGC (n=40)
(p=0,03). La proportion d’hommes est de 43%>° et 55% dans les DHL ne différant pas de
LBDGC®2.

On retrouve un OMS >2 chez 81% des patients dans 1’étude de Le Gouil et al 2007, chez 58%
des patients dans 1’étude de Niitsu et al 2009 et chez 32% des patients dans 1’étude de
Johnson et al 2009°°3°4,

lls se présentent dans une majorité de cas avec un stade avancé : 69 & 100% des cas®0 3%
des localisations extra-ganglionnaires fréequentes, un taux de LDH élevé et un score IPI élevé
58_

La morphologie de ces lymphomes est variable et doit étre indiquée au diagnostic bien qu’elle
ne modifie pas la classification.

La recherche de réarrangements se fait par la technique de FISH, un caryotype associé

pouvant étre utile pour mettre en évidence un caryotype complexe.

1.4.3 Traitement

Il n’y a pas d’étude prospective permettant de répondre a la question du traitement chez ces
patients. Cependant ils ont montré un mauvais taux de réponse et une survie globale inférieure

a 1 an avec un traitement standard par R-CHOP%%6%,

1.4.4 Génes impliqués dans les réarrangements
1441 Géne MYC

La famille de proto-oncogénes MYC comprend 3 genes codant pour des facteurs de
transcription MYC, NMYC et NMYCL qui régulent de nombreuses fonctions dans la cellule
normale et ont un fort potentiel oncogénique®?. Les translocations de MYC concernent quasi-
exclusivement les pathologies néoplasiques, particulierement les lymphomes B agressifs et les
myélomes. L’amplification de genes, les mutations ou les dérégulations de MYC par
augmentation des voies de signalisation sont d’autres mécanismes oncogéniques alternatifs de
plus faible fréquence dans ces pathologies. A défaut de connaitre I’implication exacte des
altérations du géne MYC dans la lymphomagénese, la compréhension de son réle dans la

différenciation lymphocytaire B normale s’est récemment éclaircie®%4,

Les proteines de la famille MY C sont constituées de 3 domaines : un domaine transactivateur,

un domaine bHLH (basic helix-loop-helix) qui sert a la dimérisation avec d’autres protéines
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dont la protéine MAX, et un domaine leucine zipper qui permet de se lier a une séquence E-
box (enhancer box). L’activation de la protéine MYC déclenche I’induction de la transcription

des génes régulés par MYC.

General amplification
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l Expression . |
'—v"
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Figure 13: Schéma illustrant les mécanismes d’action de MYC (Karube & Campo, 2015)

MYC régule un large spectre de genes estimés de 10 a 15% du génome humain dont un
certain nombre de micro-RNA (ARNmI)®®. Le mécanisme d’action de MYC sur la
transcription des geénes est a 1’heure actuelle encore débattu. Cette influence de MYC sur un
large spectre de génes est due a la présence du domaine E-box liant MYC sur un grand
nombre de génes, cependant 1’effet global de MYC sur la transcription de genes est variable
d’un type de cellules a 1’autre et plusieurs scénarios de fonctionnement sont explorés. Une des
possibilités est que la protéine MYC agisse comme un amplificateur général des génes
transduits par la cellule, ou bien comme amplificateur sélectif en association avec d’autres
facteurs de transduction, ou encore qu’il interagisse avec la structure tridimensionnelle de
I’ADN (voir figure 4)%8.

MYC est un facteur de transcription qui contrdle I’expression de nombreux génes impliqués
dans la régulation du cycle cellulaire, du métabolisme cellulaire, de la réparation de I'ADN, de
la réponse au stress et de la synthése des protéines. La prolifération cellulaire est modulée par
le contrdle des genes de check-point tels que la GADDA45 et la régulation directe ou indirecte
de plusieurs cyclines (CDK) et leurs inhibiteurs respectifs mais également par les génes LDH-
A et TERT. En outre MYC est impliqué dans la régulation de 1’expression des micro-ARN

(miARN) régulant de nombreux genes cibles de maniére indirecte. Les souris knock-out pour
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le géne MYC présentent un épuisement des cellules souches hématopoiétiques (CSH), ce qui
indiquerait que MYC peut également favoriser I'autorenouvellement de la cellule souche. La
dérégulation de MYC induit également un stress de réplication de I'ADN et une instabilité
génomique ultérieure, ce qui peut étre lié & son potentiel oncogénique®®. MYC peut également
favoriser I'oncogeneése en régulant I'angiogenése par la surexpression des régions de miARN
de VEGF et de miR17-92.

En opposition avec les mécanismes précédemment decrits, I'expression de MYC active
également les voies conduisant a la mort cellulaire. De fait, les cellules B dans lesquelles la
protéine MYC est supprimée résistent a 1’apoptose.

La signification biologique de ce phénoméne n’est pas complétement comprise mais son role
dans les cellules normales pourrait étre de limiter le fort potentiel oncogénique de MYC.
MYC est promoteur de 1’apoptose en réprimant 1’expression de protéines anti-apoptotiques
telles que BCL2 ou BCLXL et en promouvant 1’induction de protéines pro-apoptotiques telles
que TP53 et BIM. Cet effet anti-tumoral de MY C concorde avec les observations précédentes
indiquant que ’activation de MYC seule ne suffit pas au développement tumoral et nécessite

I’association d’autres événements oncogéniques.

e Role de MYC dans la différenciation B

MYC joue un rdle crucial dans la formation des follicules lymphoides ou la protéine MYC est
exprimée et réprimée de maniére transitoire dans différents sous-groupes de cellules. La
protéine MYC n’est pas exprimée dans les lymphocytes B naifs; son expression est
déclenchée par la stimulation antigénique a laquelle le lymphocyte B est exposé. Cette
expression initiale de MYC est nécessaire au développement des centres germinatifs (GC),
mais est réprimée précocement par BCL-6 dans I’expansion initiale des centroblastes de la
zone sombre du centre germinatif (GC)®®. MYC est de nouveau exprimé dans un sous-
ensemble de centrocytes de la zone claire du GC, qui se caractérise par la répression de
BCL6, 1'activation de NF«kB et 1'expression d'IRF4. Ces cellules MY C-positives de la zone
claire vont rentrer a nouveau dans la zone sombre pour subir d'autres cycles de prolifération et
des mutations hypersomatiques avec réarrangement des immunoglobulines (lg) pour

augmenter le répertoire antigénique (voir figure 14)%,
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Figure 14: Niveau d’expression de la protéine MYC au cours de la différenciation lymphocytaire B et dans les hémopathies
correspondantes 3

Les centrocytes n’exprimant plus MYC dans la zone claire quittent le GC pour se différencier
en lymphocyte B mémoires ou en plasmocytes. BCL6 et BLIMPL1 se lient directement au
promoteur de MYC et répriment son expression respectivement dans des lymphocytes B et les

plasmocytes.

e MYC et LBDGC

Des anomalies du géne MYC ont été fréquemment décrites dans les LBDGC mais aussi dans
d’autres lymphomes agressifs tels que le lymphome a cellules B inclassable avec des
caractéristiques intermédiaires entre LBDGC et BL (BCLU), le lymphome plasmablastique
(PBL) et le lymphome anaplasique a grandes des cellules ALK+. Etonnamment, ces
lymphomes sont issus de lymphocytes qui normalement n'expriment pas MYC puisqu’ils
présentent des taux élevés de facteurs de transcription BCL6 ou BLIMP1, ces derniers
réprimant physiologiquement MYC. La surexpression de MYC dans ces cellules implique
I’existence d’autres phénomenes oncogéniques majeurs capables de contrer 1’effet répresseur

de ces facteurs de transcription et d’inhiber la fonction anti-apoptotique de MYC (voir tableau
2)%,
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Table 1. Pathogenic Heterogeneity of MYC-Associated Lymphoid Tumors

DLBCL BL BCL-U ALK+DLBCL PBL
Main mechanism of MYC Translocation + Translocation Translocation Activation Translocation
dysregulation amplification by STAT3
MYC translocation 5% to 14% 90% to 35% to 50% 0% 41% to 49%
100%
MYC gainfamplification 21% to 38% Very rare Mo data 50% 20%
Translocation partners of Often non-IG (35- G (100%) Often non-1G — IG (83%), non
MYC 539) (389%) IG (179%)
Concurrent BCLZ Frequent (58% to 0% 47% - Mo data
rearrangement 83%)
Karyotype Complex Simple Complex Complex Mo data
MYC expression 299 to 47% 100% 35% 100% Mo data
TCF3 or ID3 mutation Very rare 70% 21% (ID3 Mo data Mo data
only)

Abbreviations: DLBCL, Diffuse large B-cell kmphoma; BL, Burkitt lymphoma; BCL-U, B-cell lymphoma unclassifiable with featunes
intermediate between DLBCL and BL; PBL. plasmablastic ymphoma.

Tableau 2: Hétérogénéité des différents mécanismes altérant MYC dans les hémopathies (Karube & Campo, 2015)

Les différents mécanismes aboutissant a 1’activation de MYC sont: la translocation,
I’amplification et les mutations ponctuelles.

Les translocations ont été identifiées dans 5% & 15% des LBDGC38505867 | es génes IG sont
les partenaires de translocation de MYC les plus fréquents. Les points de réarrangement dans
les génes IG se retrouvent dans le domaine variable des immunoglobulines, suggérant que
cette translocation a eu lieu dans le GC. Cette translocation juxtapose MYC a l'amplificateur
IGH ou IGL, ce qui conduit & une activation constitutive de MYC®. Les génes non-1G
partenaires des translocations MYC dans 35% a 53% des cas de LBDGC sont PAX5, BCL6,
BCL11A, ICAROS49 et BTG1.

Les niveaux d'expression de MYC sont plus élevés dans les cas de translocation que dans ceux
sans translocation, et ce quel que soit le partenaire de translocation de MYC.5° Mais un taux de
transcription de la protéine MY C est retrouvé de facon significativement plus élevée dans les
lymphomes avec translocation impliquant un géne IG que dans les lymphomes avec une
translocation non 1G-MYC.

En dehors des translocations, le gain de MYC (défini comme la présence de 3 a 4 copies) a été
identifié dans 19% et 38% LBDGC et les amplifications (>4 copies) dans 2% des
LBDGC®®°, Leur significativité pronostique n’est pas tranchée.

Des mutations de MYC ont également été trouvées dans 32% de LBDGC™. Ces mutations

sont principalement identifiées dans le domaine de la transactivation.
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Le lien entre 1’expression de la protéine MYC et 1’altération du géne MYC est controversée
car une surexpression de la protéine MYC peut étre retrouvée dans des LBDGC en 1’absence

de ces anomalies du géne MYC*.
1.44.2 Geéne BCL2

Le géne BCL2 est localisé sur le chromosome 18 au niveau du locus 18g21. Il code pour la
protéine anti-apoptotique BCL2. Il posséde de puissantes fonctions anti-apoptotiques
notamment de réparation de 'ADN, et c’est notamment cette fonction qui est altérée en cas de
surexpression de la protéine. BCL2 est exprimé dans les cellules B immatures et les
lymphocytes B mémoires, mais est temporairement réprimé dans les cellules du centre
germinatif, en partie & cause de BCL6%. Ceci conduit & un avantage de survie des cellules B
impliquées. Le géne BCL2 a initialement été décrit dans les lymphomes folliculaires 3 avec la
translocation t(14;18), juxtaposant le gene IgH et le gene BCL2 entrainant une surexpression
de la protéine BCL2. La translocation t(14;18) est insuffisante pour provoquer a elle seule un
lymphome folliculaire™, en effet, cette translocation est également retrouvée chez des
personnes en bonne santé”™ et provient probablement des mémes mécanismes. Les
évenements oncogeniques supplémentaires nécessaires au développement du lymphome
folliculaire ne sont pas connus.

La translocation t(14;18) se retrouve également dans le LBCGC, notamment dans le sous-type
GC. L’altération du géne BCL2 retrouvée dans le sous-type ABC correspond plus
fréquemment a des amplifications du géne.

Le réarrangement du gene BCL2 peut étre associé a celui du géne MYC, définissant les
LBDGC double-hit.

1443 Géne BCL6

Le gene BCL6 est localisé sur le chromosome 3, en position 3g27. Il code pour le facteur de
transcription BCL6 qui est composé de 6 domaines en doigt de zinc, d’une partie N-terminale
composée d’un domaine POZ (pox virus/zinc finger) et au centre d’un domaine de répression
de la transcription.

BCL6 est exprimé dans de nombreux tissus, mais dans les cellules B, il est principalement
restreint aux cellules du GC’®. BCL6 est indispensable a la formation des GC, en effet, les
souris déficientes en BCL6 ne développent pas de GC’"’®, BCL6 est un facteur de
transcription réprimant la transcription de nombreux génes cibles comme BCL2, TP53, IRF4
et BLIMP1, génes qui sont impliqués dans I'apoptose, la réponse aux altérations de I'ADN, le

contrdle du cycle cellulaire, la prolifération et la différenciation cellulaire”’®®2, La
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surexpression de BCL6 dans un modele de souris, équivalent a une translocation BLCS,
entraine ’apparition d’une lymphoprolifération comparable & un LBDGC®.-La translocation
BCL6 est retrouvée dans les LBDGC mais également dans les lymphomes folliculaires et
certains lymphomes de lymphocytes B de zone marginale.

Le réarrangement de BCL6 est également constaté dans 30 & 40% des LBDGC?® et peut, tout
comme le réarrangement de BCL2, étre associé a un réarrangement de MYC correspondant au
LBDGC double-hit.

1.4.5 Objectif de I’étude

L’évolution des classifications OMS des hémopathies malignes B met en évidence que les
LBDGC sont un groupe hétérogene de lymphomes correspondant plutét a des pathologies
avec mécanismes oncogéniques et pronostics tres différents. Nous avons choisi de nous
intéresser au LBDGC avec réarrangement MYC BCL2 et/ou BCL6.

I n’y a pas de recommandation de I’OMS précisant les cas de lymphomes B agressifs devant
faire 1’objet de la recherche de réarrangement de genes ou si tous les lymphomes B agressifs
doivent étre explorés. Actuellement, il n’y a pas non plus de recommandation thérapeutique

concernant ce groupe de patients relativement hétérogene.

Il nous parait primordial de définir une prise en charge diagnostique multidisciplinaire
consensuelle. Dans cette étude rétrospective et monocentrique, nous avons évalué la prise en
charge diagnostique actuelle des lymphomes double-hit et nous 1’avons confronté a la
littérature afin de discuter d’une stratégie diagnostique optimale a mettre en ceuvre pour ces
patients. De plus, il n’existe pas de recommandation concernant la thérapeutique initiale qui
est un enjeu majeur pour la survie de ces patients avec hémopathie agressive au diagnostic.
Nous avons évalué les réponses aux traitements réalisés dans notre centre et nous les avons

comparés aux données de la littérature.
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2 Matériels et Méthodes

2.1 Méthodologie de I'étude

2.1.1 Méthodologie

Notre travail a été réalisé en collaboration avec Docteur Arbion du service d’anatomie et
cytologie pathologique de 1’hdpital Bretonneau et le Docteur Hammouche du service de
cytogenétique du CHRU de Tours.

Nous avons sélectionné de maniére rétrospective des patients ayant un diagnostic anatomo-
pathologique de lymphome B diffus a grandes cellules (LBDGC) avec un réarrangement des
génes MYC-BCL2 et/ou BCL6, que nous avons voulu comparer, d’une part aux patients
présentant un LBDGC de novo, avec double expression des protéines MYC et BCL2, et
d’autre part, aux patients présentant un LBDGC, NOS de novo diagnostiqués et suivis dans le
service d’hématologie et thérapie cellulaire du CHRU de Tours.

Les patients ont été identifiés a partir des fiches de RCP de la région Centre, entre les années
2012 et 2015 avec le diagnostic de lymphomes B diffus a grandes cellules, codage C833.
Devant certaines données manquantes au diagnostic sur les fiches de RCP, notamment
concernant les données immunohistochimiques ou cytogénétiques, nous avons complété la
caractérisation de ces patients grace a la base de données du laboratoire d’anatomo-pathologie
avec le code correspondant aux lymphomes B diffus a grandes cellules ainsi qu’a partir des
données du laboratoire de cytogénétique du CHRU de Tours.

Concernant les dates choisies, les patients des années antérieures a 2012 n’avaient pas de
données immunohistochimiques par rapport a I’expression de la protéine MYC et ils avaient,
de plus, déja fait I’objet d’une étude rétrospective. D’autre part, la prise en charge
thérapeutique de ces lymphomes agressifs avant 2012 était plus hétérogéene. Nous avons arrété

I’identification des patients a I’année 2015 afin d’avoir un recul suffisant.

Les patients du groupe contrdle de LBDGC, NOS de novo ont été identifiés a partir des fiches
de RCP sur cette méme période, comprise entre les années 2012 et 2015. Nous avons choisi
des patients qui étaient en bon état général au moment du diagnostic et du passage en RCP.
Ont été exclus de ce groupe les patients pour lesquels un lymphome de bas grade antérieur ou

concomitant était décrit sur ces fiches, car ces patients présentent des caractéristiques
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différentes et notamment un taux de lymphomes double-hit plus fréquent, jusqu’a 21% aprés

la transformation du lymphome non Hodgkinien (LNH) folliculaire®®.

2.1.2 Objectif principal

L’objectif principal de I’étude était 1’évaluation de la survie globale (SG) et de la survie sans
progression (SSP) des patients atteints de LBDGC double ou triple-hit MYC-BCL2 et/ou
BCLG6, et des patients atteints de LBDGC double-expresseur MYC-BCL2, en comparaison
avec un groupe de patients fit (c'est-a-dire en capacité de recevoir un traitement par

immunochimiothérapie optimale) avec un diagnostic de LBDGC, NOS de novo.

2.1.3 Objectif secondaire

L’objectif secondaire de I’étude était d’évaluer la méthode diagnostique actuelle des
lymphomes double ou triple-hit et leur prise en charge thérapeutique au CHRU de Tours. En
outre, nous avons cherché a identifier les caractéristiques clinico-biologiques ou

thérapeutiques en tant que pronostics prédictifs de survie, dont 1’autogrefte.

2.2 Sélection des Patients

2.2.1 Critéres d’inclusion :

Il y a eu plusieurs critéres d’inclusion communs aux 3 groupes. Un premier critére était 1’age
supérieur a 18 ans et le deuxiéme critere diagnostic histologique selon la classification de
I’OMS de 2008 des lymphomes B diffus a grandes cellules. (Swerdlow, 2008.) Le diagnostic
devait étre réalisé entre 2012 et 2015 dans le service d’hématologie et thérapie cellulaire du
CHRU de Tours. Un troisieme critére concernait les informations cliniques, biologiques et
histologiques au moment du diagnostic ; elles étaient requises pour chacun des patients. Enfin,
les patients devaient avoir recu au moins une cure de chimiothérapie et avoir un suivi sur au

moins deux années apres le traitement.

Cohorte de LBDGC double et triple-hit :

Pour cette cohorte, le critére supplémentaire d’inclusion était la présence de réarrangements
concomitants des genes MYC, BCL2 et/ou BCL6 par la technique de FISH.

Dans ce groupe, tous les patients ayant plus de 18 ans étaient retenus, sans limite supérieure
d’age, quel que soit le stade de leur maladie ou le caractére histologique de transformation

d’un lymphome de bas grade. En effet, du fait de la raret¢ de ce type de lymphome, nous
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n’avons pas voulu prendre des critéres d’exclusion trop stricts afin de ne pas exclure trop de

patients.

Concernant les deux autres cohortes ci-dessous, nous avons retenu des patients d’age inférieur
a 70 ans, et des patients fit, c'est-a-dire en capacité de recevoir un traitement par
immunochimiothérapie optimale, voire méme une intensification thérapeutique et une
autogreffe CSP (cellules souches périphériques) si I’indication était retenue. Nous avons
sélectionné des patients ayant un stade 11 ou atteinte disséminée (selon la classification d’Ann
Arbor), afin d’obtenir des groupes homogenes en comparaison avec le groupe précédent. En
effet, les patients ayant un LBDGC double-hit ont généralement une présentation clinique du
lymphome plus grave et disseminee. En excluant le stade I, nous avons éliminé des patients

ayant eu une radiothérapie de cloture a la fin du traitement d’induction.

Cohorte de LBDGC double/triple-expresseur :

Pour cette cohorte, le critére supplémentaire d’inclusion était la présence d’expression des
protéines MYC et BCL2 dans les cellules tumorales, expression objectivée par I’immuno-
marquage réalisé sur coupe de paraffine en histologie. Ces patients étaient identifiés a partir
du groupe de patients LBDGC, NOS, agés de moins de 70 ans, avec stade Ann Arbor de Il a
IV, aprés avoir exclu les patients LBDGC avec diagnostic de transformation.

Cohorte de LBDGC, NOS de novo

Le groupe de LBDGC, NOS de novo est considéré comme notre groupe comparateur. Les
patients LBDGC, NOS de novo n’étaient pas issus d’une transformation histologique d’un
lymphome de bas grade sous-jacent, et n’avaient pas été traités antérieurement. En effet, il
était important de garder une population comparatrice homogeéne sans facteur pronostique
péjoratif, notamment en lien avec une rechute ou une transformation de lymphome de bas

grade sous-jacent®.

2.2.2 Critéres d’exclusion

Plusieurs critéres d’exclusion ont été retenus : une infection par le VIH, le virus de ’hépatite
B ou C; le diagnostic des lymphomes médiastinaux, oculo-cérébraux, intravasculaires ; enfin
le diagnostic du lymphome dans un contexte d’immunosuppression (post transplantation

d’organe ou post allogreffe) ou le diagnostic d’un lymphome associé¢ a ’EBV.
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2.3 Ethique

Conformément a la Ilégislation en vigueur pour les études rétrospectives non-
interventionnelles, un signalement a été fait au comité éthique local (EREC). Une demande de
non-opposition a été récupérée aupres des patients.

Aucune donnée nominative n’a été communiquée & un tiers non concerné par la prise en

charge du patient.

2.4 Caractéristiques

2.4.1 Données cliniques :

L’ensemble des données cliniques suivantes a été recueilli a partir des dossiers des patients :
I’age au moment du diagnostic, le sexe, le performans status au moment du diagnostic.

Sur le plan biologique, le taux de LDH lors du diagnostic a été recherché.

Aprés évaluation initiale de la maladie par TEP (Tomographie par Emission de Positron) ou
TDM (tomodensitométrie) dans les cas ou la TEP n’était pas disponible, on a identifié le stade
d’Ann Arbor du lymphome, le nombre de localisations extranodales et la présence de bulk
(défini par une masse tumorale supérieure & 7 cm au plus grand diamétre)®. L’ensemble de
ces données a permis de calculer le score IPI (Index Pronostic International)®!,

Pour les patients qui ont été pris en charge dans un autre centre dans les deux ans de suivi de

fin de traitement, un courrier des derniéres nouvelles a été récupére.

2.4.2 Données histologiques et cytogénétiques :

Les diagnostics histologiques ont été faits selon la classification OMS 2008. Le diagnostic
anatomo-pathologique au moment du diagnostic a été récupéré sur le compte-rendu dans le
dossier des patients pour les diagnostics réalisés hors du centre, et sur le logiciel anatomo-
pathologique pour les diagnostics réalisés au sein du CHRU de Tours.

2.4.3 Données immunohistochimiques

Une analyse immunohistochimique a été réalisée au diagnostic, utilisant les marqueurs CD10,
BCL6, BCL2 et MYC. Les marqueurs CD10, BCL6 et MUML ont permis de classer les
LBDGC en lymphomes de type GC ou non-GC selon I’algorithme de Hans'®. Des marquages
a posteriori ont eté réalisés uniquement pour les patients avec lymphome double-hit.

L’immuno-marquage de la protéine MYC a été mis en place a partir des années 2012-2013

dans le service d’anatomo-pathologie du CHRU. Les données manquantes peuvent étre dues
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soit a une quantité de matériel insuffisante (ponction biopsie), soit a une fixation de qualité
médiocre, soit du fait de la réalisation de la biopsie dans un autre centre.

Dans le laboratoire d’anatomo-pathologie de Tours, le seuil positif d’expression des protéines
BCL6 et MUML est supérieur ou égal a 30% et celui de BCL2 a 40%. Pour MYC, nous avons
retenu le seuil d’expression de 40%%.

La technique d’immunohistochimie a été effectuée sur un automate Benchmark XT (Roche)

avec le kit de détection Ultraview sur des coupes paraffinées de 4pum.

2.4.4 Données cytogénétiques

L’étude des réarrangements des génes MYC, BCL2 et BCL6 a été faite par la technique de
FISH (hybridation in situ en fluorescence) au moment du diagnostic initial ou lors du
diagnostic de rechute au laboratoire de cytogénétique du CHRU de Tours. Nous avons utilisé
les données obtenues a 1’issue du diagnostic ainsi que des données réalisées a posteriori pour
une étude rétrospective antérieure, dans un travail du Dr Hammouche du laboratoire de
cytogénétique.

La technique de FISH a été réalisée sur lame d’apposition de prélévement congelé ou frais.

Le réarrangement MYC a été recherché a 1’aide de la sonde de break apart (en 8q24)
(Métasystems®). En cas de positivité, les sondes suivantes ont été utilisées : sonde double
fusion MYC/IGH (en 8924 et 14932) (Cytocell®) pour rechercher le réarrangement du proto-
oncogéne avec le géne IGH, la sonde break apart BCL6 (en 3g27.3) (Cytocell®) et la sonde
break apart BCL2 (en 18g21) (Cytocell®) ou la sonde de double fusion BCL2/IGH (en 18921
et 14g32) (Cytocell®).

La présence d’un réarrangement de MYC définissait les lymphomes simple-hit. Les
lymphomes double-hit étaient définis par la présence de réarrangement MYC et BCL2 ou MYC
et BCL6 ou triple-hit, a savoir présence de réarrangements des 3 genes de maniere
concomitante.

L’interprétation des lames se fait par lecture au microscope. Pour les sondes break apart, le
signal vert doit étre distinct du rouge pour que le résultat soit considéré comme positif et
conclure au réarrangement du gene (le seuil de positivité est fixé a 3%). La présence de spots
jaunes (juxtaposition d’un spot jaune et un spot vert) représente une cellule normale sans
réarrangement genique. Les sondes double fusion sont positives lorsqu’on observe la présence
de 2 spots jaunes témoignant de la fusion entre les 2 génes, d’un spot rouge et d’un spot jaune

pour les genes non réarrangés (le seuil de positivité de ces sondes est de 1% des noyaux).
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2.5 Traitements regus et réponse au traitement :

2.5.1 Traitements recus

Pour les patients présentant un LBDGC, NOS de novo, en cas d’absence de contre-indication
aux anthracyclines, ’attitude du service est de traiter par immuno-chimiothérapie de type R-
CHOP (rituximab, cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine et prednisone). En cas de
contre-indication aux anthracyclines, un traitement par R-DHAP (rituximab, déxamethasone,
aracytine haute dose, cisplatine) est proposé.

En cas de facteurs de risque méningé?*#”#, 1’ajout de chimiothérapie par méthotrexate a forte
dose ou traitement par injection intrathécale (par méthotrexate, dépomédrol et aracytine) est
proposé. Dans notre service, les facteurs de risque d’atteinte méningée en rechute sont : les
localisations sinusiennes, épidurales, surrénaliennes, osseuses, testiculaires, mammaires et
médullaires®®.

Pour les patients ayant une masse bulky, une chimiothérapie de type COP de debulking
pouvait étre proposée. Un traitement par radiothérapie complémentaire en cléture du
traitement était indiqué pour certains patients avec une masse bulky au diagnostic, en suivant
la proposition de la RCP.

En ce qui concerne les lymphomes double et triple-hit, ainsi que les lymphomes double-
expresseur, 1’attitude thérapeutique au sein du service n’est pas encore définitive. Des
chimiothérapies plus intensives sont proposées, de type R-COPADEM (méthotrexate,
vincristine, doxorubicine, cyclophosphamide) puis R-CYVE (aracytine, étoposide) pour les
patients jeunes et R-DA-EPOCH (doses ajustées étoposide, prednisone, vincristine,
cyclophosphamide et doxorubicine) pour les patients plus agés. L’intensification
thérapeutique suivie par une autogreffe de CSP est envisagée en cas d’obtention d’une
réponse compléte au traitement pour les patients 4gés de moins de 65 ans. Les patients
recevaient une chimiothérapie intensive de conditionnement par BEAM (carmustine,
étoposide, aracytine, melphalan) ou BAM. En raison de pénurie temporaire de carmustine,
celle-ci a été remplacée par de la bendamustine (LEAM). Un conditionnement pour une

rechute cérébrale a été réalisé par busulfan-thiotépa.

Les traitements de rattrapage en cas de maladie réfractaire ou en cas de rechute étaient
discutés pour chaque patient en RCP. Les protocoles utilisés dépendaient de 1’état du patient
et des caracteristiques du lymphome a la rechute. En cas de prise en charge curative, les

chimiothérapies proposées étaient : R-ICE (rituximab, ifosfamide, carboplatine et étoposide),
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R-1E (rituximab, ifosfamide, étoposide), R-GEMOX (gemcitabine et oxaliplatine), R-ESHAP
(étoposide, méthylprednisolone, aracytine, cisplatine), ou protocole de radio-chimiothérapie
concomitante (VP16-aracytine), et en cas de rechute neuro-méningée R-MBVP (rituximab,
méthotrexate, vincristine, procarbazine). Pour la prise en charge palliative, la chimiothérapie

per os de type CEP (cyclophosphamide, étoposide, prednisone) était proposeée.

2.5.2 Evaluation de la réponse thérapeutique

La réponse au traitement a été évaluée en imagerie par TDM et TEP selon le choix du
praticien. La réponse au traitement est définie par les critéres de Cheson 2007% et par les
critéres de Deauville®.

Les réponses ont été collectées a partir des comptes-rendus des radiologues dans le dossier du
patient et selon I’évaluation de I’hématologue. Il n’y a pas eu de relecture centralisée.

Une évaluation intermédiaire a été réalisée aprés 3 a 4 cures lors de la premiere ligne de
traitement d’induction et en fin de traitement.

En cas de réponse partielle a la suite de la premiere ligne d’induction, une évaluation
intermédiaire apres les deux cures de rattrapage a été faite.

En cas d’intensification thérapeutique suivie d’autogreffe de CSP, une évaluation de la

réponse thérapeutique a été faite avant I’intensification thérapeutique.

2.6 Analyse statistique :

La comparaison des caractéristiques cliniques et paracliniques des différents groupes de
patients aurait pu étre réalisée par le test du CHI2 et le test exact de Fisher mais le nombre de

patients nous a paru trop faible pour qu’ils soient réellement significatifs.

La survie sans progression (SSP) a été définie comme le temps qui s’est écoulé entre la date
de diagnostic et la date de progression, de rechute, de changement de ligne de traitement pour
la maladie persistante ou la date du décés quelle qu’en soit la cause. Les traitements de
consolidation par intensification et autogreffe de CSP ou radiothérapie pour des patients ayant
obtenu une réponse au traitement n’étaient pas considérés comme un événement.

La survie globale (SG) a été définie comme la durée entre la date de diagnostic et la date de
déces toutes causes confondues ou la date des dernieres nouvelles. Les patients non décédés a

la date des derniéeres nouvelles ont été censurés.

Les courbes de SG et la SSP ont été calculées par la méthode de Kaplan-Meier.
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La comparaison statistique des SG et SSP a été faite par test du log rank. Les valeurs sont

exprimeées par la médiane [minimum-maximum].

Les résultats étaient considérés comme significatifs pour une valeur de p<0.05.

Le logiciel IBM SPSS 16.0 a été utilisé pour la réalisation des tests statistiques et des courbes

de survie.
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3 RESULTATS

3.1 Caractéristiques des groupes

3.1.1 Identification des groupes

L’identification des groupes est décrite dans le flow chart (cf figure 15 et 16).

Le nombre de patients identifiés au départ a partir des fiches de RCP de la Région Centre et
de la base de données du service d’anatomopathologie traités pour un LBDGC entre 2012 et
2015 était de 324. En retirant les dossiers de patients présents en double, il est resté 287
patients.

Parmi ces 287 patients, 252 sont exclus (voir figure 13) : 11 patients présentent un lymphome
secondaire & une transplantation ou lié au VIH ou EBV, 16 patients présentaient un LBDGC
médiastinal, 34 patients présentaient un LBDGC de localisation oculo-cérébrale, 2 patients
présentaient un lymphome de type-jambe (leg-type), 4 patients présentaient un diagnostic
autre (lymphome angio-immunoblastique, lymphome T ou lymphome intravasculaire), 52
patients présentaient un lymphome transformé issu de lymphome de bas grade (30
lymphomes folliculaires, 7 lymphomes de la zone marginale ou MALT, 7 LLC ou lymphomes
lymphocytiques, 2 maladies de Waldenstréom et 6 non spécifies) et 1 patient présentant un

lymphome B intermédiaire entre Burkitt et LBDGC.
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324 patients DLBCL identifiés de
RCP et anatomo-pathologie

N
e 37 dossiers en double
(double présentation RCP ou
double prélevement)

\ Y,

287 patients

y -

e 1 patient BCLU

4 _ N
e 4 patients VIH

e 5 lymphomes post
transplantation rénale

e 1 lymphome post allogreffe
e 1 lymphome lié a 'EBV

275 patients J

/o 16 lymphomes médiastinaux \
e 34 lymphomes oculo-
cérébraux

e 2 lymphomes leg-type

e 4 patients avec diagnostic
autre

\o 52 lymphomes transformés /

167 patients

Figure 15: Flow chart : sélection des patients : premiére partie

On identifie 6 patients présentant un double réarrangement MYC/BCL2 et/ou BCL6 qui sont
intégrés au groupe des lymphomes double-hit.

Les dossiers des 161 patients présentant un LBDGC de novo ont été de nouveau étudiés. Nous
avons exclu : les 75 patients qui étaient agés de plus de 70 ans, les 12 patients qui ont eu un
traitement d’emblée a visée palliative, les 18 patients qui présentaient des informations
manquantes et les 22 patients qui présentaient un lymphome de stade | (voir figure 13).

Parmi les 34 patients LBDGC, les patients ont été classes entre le groupe des LBDGC, NOS
de novo et le groupe des LBDGC, double-expresseur selon leur statut défini par
I’immunohistochimie. Un patient a été exclu car il s’agissait d’un diagnostic de rechute (le

diagnostic initial ayant été posé il y a plus de 10 ans).
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( 167 patients ) Données issus de

cytogénétique :
4 patients double hit

| " 6 patients
\L | double-hit

N/

e 12 patients avec prise en
charge palliative d’emblée
e 18 dossiers avec
données mangquantes

[ 161 patients LBDGC ]
de novo

(e 75 patients agés de plus

- \ de 70 ans
34 patients LBDGC de 22 patients de stade |
novo, agés <70 ans,
stade -1V ) MYC protéine = 40%
BCL2 (IHC) 240%
Statut GC/non-GC 1 patient exclu :
décédé avant
- | 1 patient exclu : rechute traitement
de LBDGC a 10 ans
LBDGC de novo
LBDGC de novo, . . !
N v agés <70 ans ) LBDGC, avec
ages <70 ans réarrangement MYC,
<tade IV stade lI-IV
N=29 patients Double expresseur BCL2+/"?CL6
p N= 4 patients N=9 patients

Figure 16: Flow chart : sélection des patients deuxiéme partie

Six patients LBDGC double-hit sont identifiés initialement. Ensuite 1’identification des
patients avec réarrangement double hit a été complétée en recroisant la liste initiale avec les
résultats du laboratoire de cytogénétique sur la méme période de 2012 a 2015. Quatre patients
supplémentaires présentant un LBDGC double ou triple-hit ont été identifiés. Un patient est
exclu car il est décédé de complication (hémorragie digestive) avant le début de tout
traitement.

Au total 9 patients LBDGC double-hit sont identifiés.

Nous avons finalement retenu 42 patients qui constituent 3 groupes :

- le groupe d’intérét de 9 patients présentant un LBDGC avec double réarrangement

MYC BCL2 et/ou BCL6 (groupel)
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- un groupe de 4 patients LBDGC double-expresseur ages de moins de 70 ans, de stade
I1a 1V (groupe 2)
- un groupe comparateur de 29 patients avec LBDGC, NOS de novo, 4gés de moins de

70 ans, de stade Il a IV (groupe 3)

3.1.2 Caractéristiques cliniques et biologiques lors du diagnostic

Les caractéristiques cliniques sont regroupées dans le tableau 5. La médiane d’age des 42

patients est de 61 ans [25-75]. 16 patients (38%) étaient de sexe féminin, sexe ratio (1 :3).

L’age médian des patients de chaque groupe est de : 63 ans [55-75] pour le groupe LBDGC
double-hit, 58 ans [43-65] pour le groupe LBDGC double-expresseur et 61 ans [25-70] pour
le groupe LBDGC, NOS de novo. La répartition de femmes est de : 6 patients sur 9 dans le
groupe 1, 2 patients sur 4 dans le groupe 2 et 8 patients sur 21 dans le groupe 3.

Au moment du diagnostic, le performans status > 2 est retrouvé chez : 2 patients du groupe 1,
un patient du groupe 2 et 4 patients du groupe 3. On retrouvait un stade disseminé (I11 ou 1V)
chez 8 patients du groupe 1, 2 patients du groupe 2 et 25 patients du groupe 3.

Parmi les 22 patients présentant au moins deux localisations extra-nodales, on retrouvait 5
patients dans le groupe double hit, un patient dans le groupe double-expresseur et 16 patients
dans le groupe LBDGC, NOS de novo.

Une masse bulky était présente chez 14 patients au total, dont 3 patients dans le groupe 1, 3
patients dans le groupe 2 et 8 patients dans le groupe 3.

L’atteinte médullaire est recherchée par biopsie ostéomédullaire ou myelogramme. Les
patients qui avaient une atteinte médullaire sur le TEP ou localisation osseuse n’ont pas fait
I’objet d’une recherche systématique de I’atteinte médullaire. Au total 12 patients ont eu une
évaluation médullaire. Elle a été retrouvée chez 3 patients dans le groupe 1 et un patient dans
le groupe 3.

L’atteinte du systéme nerveux central a été recherchée pour 19 patients au total : 8 patients
dans le groupe 1, un patient dans le groupe 2 et 10 patients dans le groupe 3. Aucune atteinte
n’a été identifiée au diagnostic.

Concernant la biologie, on retrouvait un taux de LDH supérieur a la normale chez tous les
patients du groupe 1 avec un taux médian de 1080 UI/L [425-6711], chez 2 patients du groupe
2 avec un taux médian de 598 UI/L [281-1618] et chez 24 patients du groupe 3 avec un taux
médian de 615 UI/L [317-5217]. On retrouvait un score IPI éleve (score 3 a 5) pour 8 patients
du groupe 1, 3 patients du groupe 2 et 18 patients du groupe 3.
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Caractéristiques LBDGC LBDGC double- | LBDGC, NOS

double-Hit expresseur Groupe 3
Groupe 1 Groupe 2 N=29
N=9 N=4
Age:
meédiane [range] 63 [55-75] 58 [43-65] 61 [25-70]
<60 ans 4 (44%) 3 (75%) 14 (48%)
Sexe (%)
Féminin 6 (67%) 2 (50%) 8 (28%)
Performans status (%)
>2 2 (22%) 1(25%) 4 (14%)
Stade Ann Arbor
| 0 0 0
Il 1 2 4
I 1 1 7
v 7 1 18
> 111 (%) 8 (89%) 2 (50%) 25 (86%)
Localisation
extranodale (%)
>2 5 (56%) 1(25%) 16 (55%)
Bulk (>7cm)
présence 3(33%) 3 (75%) 8 (28%)
Localisation
médullaire
Myélo ou BOM n/n’ 3/7 0/1 1/ 4
Localisation SNC
PLn/n’ 0/8 0/1 0/10
Taux LDH n/n’
> Normale 9/9 2/4 24/28
IP1 (%)
0-1-2 1(11%) 1(25%) 11 (34%)
3-4-5 8 (89%) 3 (75%) 18 (62%)

Légende : LBDGC : lymphome B diffus a grandes cellules, NOS : not otherwide
specified,BOM : biopsie ostéo-médullaire, SNC : systeme nerveux central,
LDH : lactate déshydrogénase, IPI : index pronostic international, n: nb de cas
positif, n’: nombre de cas évaluable

Tableau 3: Caractéristiques cliniques et biologiques des patients au diagnostic

55



3.1.3 Caractéristiques anatomo-pathologiques lors du diagnostic

Ces caractéristiques sont résumeées dans le tableau 4.

Dans le groupe LBDGC double-hit, 2 patients avaient une transformation d’un lymphome de
bas grade (un patient avec lymphome folliculaire et un patient avec un lymphome
lymphocytique).

Parmi ’ensemble de la cohorte (n=42), le statut CG ou non-CG a été étudié pour 36 patients
(tous les patients des groupes 1 et 2, et 23 patients du groupe 3). Au total, 21 patients avaient
un statut de type GC, dont 8 patients dans le groupe 1, 3 patients dans le groupe 2 et 10
patients dans le groupe 3.

L’index de prolifération Ki67 ou MIBI a été étudié dans 30 cas, dont 7 patients dans le
groupe 1, tous les patients du groupe 2 et 19 patients du groupe 3. La médiane du taux de
prolifération est de 80% [70%-100%] dans le groupe 1, de 83% [80%-100%] dans le groupe 2
et de 73% [30%-95%] dans le groupe 3. Lorsque 1’on fixe un seuil de cet index > 90%, 3
patients du groupe 1, un patient du groupe 2 et 3 patients du groupe 3 sont positifs.
Considérant le seuil de cet index >95%, on retrouve 2 patients dans le groupe 1, un patient
dans le groupe 2 et 2 patients dans le groupe 3 comme positifs.

L’expression de la protéine MYC a été recherchée chez 23 patients, soit tous les patients des
groupe 1 et 2 et chez 10 patients du groupe 3. L’expression de la protéine (en prenant un Seuil
> 40%) est retrouvée chez 8 patients (89%) du groupe 1, tous les patients (100%) du groupe 2
et chez aucun patient du groupe 3. L’expression de la protéine BCL2 a été recherchée chez 36
patients soit tous les patients des groupes 1 et 2 et chez 23 patients du groupe 3. Un taux
d’expression de la protéine BCL2 > 50% est retrouvé chez 8 patients (89%) double-hit, tous
les patients double-expresseur (100%) et 13 patients LBDGC, NOS de novo (52%).
L’expression de la protéine BCL6 a été recherchée chez 31 patients soit tous les patients des
groupes 1 et 2, et chez 18 patients du groupe 3. Elle est observée chez 7 patients (78%) du
groupe 1, 3 patients du groupe 2 (75%) et 13 patients (72.2%) du groupe 3.

Dans le groupe 1, 6 patients présentent une double expression MYC/BCL?2 et 2 patients une
triple expression MYC/BCL2/BCL6. Dans le groupe 2, un patient présente une double
expression MYC / BCL2 et 3 patients présentent une triple expression MYC/BCL2/BCLS.
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Caractéristiques LBDGC LBDGC double- | LBDGC, NOS
double-Hit expresseur Groupe 3
Groupe 1 Groupe 2 N=29
N=9 N=4

Diagnostic LBDGC LBDGC LBDGC

Lymphome de bas 1 Lymphome N/A N/A

grade sous jacent folliculaire
1 lymphome
lymphocytique

Statut GC™ 8 3 10

non-GC 1 1 13

Cas disponibles 9 4 23

Taux de prolifération

Moyenne [] 83% 86% 70%

Médiane [range]
Ki67% ou MIB-1 290%

80% [70%-100%]
3

83% [80%-100%]
1

73% [30%-95%]
3

>95% 2 1 2
Cas disponibles 7 4 19
IHC
CMYC 2= 40% 8/9 4/4 0/10
BCL2 > 40% 8/9 4/4 13/23
BCL6 positif 7/9 3/4 13/18
Double expresseur 6/9 1/ 4 0
Triple expresseur 2/9 3/4 0
Cytogénétique
CMYC 9/9 0/2 0/4
CMYC-IGH 4
CMYC—-NON IGH 2
BCL2 8/9 0/2 0/2
BCL6 2/9 0/2 0/2
Lymphome double hit
CMYC/BCL2 7
CMYC/BCL6 1
Triple hit 1

Légende: LBDGC : lymphome B diffusa grandes cellules, NOS : not otherwide
specified, GC : Centre Germinatif, IHC : immuno-histochimie, IGH :géne des
chaines lourdes des immunoglobulines

(1) : statut GC, non GC évalué selon l'algorithme de HANS, IHC

Tableau 4: Caractéristiques histologiques et cytogénétiques au diagnostic
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3.1.4 Caractéristiques cytogénétiques des patients lors du diagnostic

L’¢tude de caryotype est réalisée chez 2 patients du groupe 1, et dans les 2 cas le caryotype
s’est révélé complexe. On retrouve une trisomie BCL6 pour I'un des patients et une

translocation t(8;14) associée & une 2°™ translocation non identifiée.

La recherche de réarrangement cytogenétique a été réalisée pour 15 patients : 9 patients du
groupe 1, 2 patients du groupe 2 et 4 patients du groupe 3 (detaille dans le tableau 6).

Dans le groupe double hit, 7 patients présentaient un double réarrangement MYC et BCL2, un
patient présentait un réarrangement MYC et BCL6 et un patient présentait un triple
réarrangement MYC, BCL2 et BCL6.

L’identification du partenaire de réarrangement du géne MYC a été recherchée de maniére
rétrospective dans le groupe de lymphomes double-hit. 4 patients présentaient un
réarrangement avec le géne IG et 2 patients présentaient un réarrangement avec un géene non-
IG.

La recherche cytogénétique a été faite pour 2 patients du groupe 2 et 4 patients du groupe 3.

On ne retrouvait aucun réarrangement pour les patients dans ces 2 derniers groupes.

Au vu des faibles effectifs, nous n’avons pas réalisé de test comparatif entre les groupes pour

chaque caractéristique.

3.2 Traitements et réponses aux traitements

3.2.1 Traitements et réponse de 1% ligne

Les traitements regus en premiére ligne sont présentés dans le tableau 5

Dans le groupe 1, 8 patients ont recu un traitement par immuno-chimiothérapie intensive : 2
patients ont été traités par du R-CHOP-Méthotrexate, 4 patients par R-DA-EPOCH, et 2
patients par R-COPADEM. Le dernier patient du groupe 1 a regu un traitement par R-CHOP,
car le diagnostic de lymphome double-hit était inconnu au moment de la décision
thérapeutique.

Dans le groupe 2, 2 patients ont regu le traitement standard par R-CHOP, un patient par R-

DHAP et un patient a recu un traitement intensif par R-CHOP-Méthotrexate.
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Dans le groupe 3: 23 patients ont eu un traitement par R-CHOP, un patient R-DHAP, 4
patients R-CHOP-Méthotrexate (en prophylaxie neuroméningée) et un patient par R-
COPADEM (devant une présentation clinique agressive et suspicion clinique de lymphome
double-hit).

LBDGC LBDGC LBDGC NOS
Détails traitements double hit double N=29
N=9 expresseur
N=4
. RCHQOP 1 P 23
Traitement
standard RDHAP 0 " .
RCHOP MTHX 2 1 g
Traitement RDAEPOCH 4 0 .
intensif
RCOPADEM 2 0 0

Légende : LBDGC : lymphome B diffus a grandes cellules, NOS : not otherwide
specified, MTHX : méthotrexate

Tableau 5: Détail des traitements intensifs et standards de premiere ligne

Radiothérapie : 3 patients ont regu de la radiothérapie en cléture pour une forte masse, dans le
groupe 3.

L’intensification thérapeutique avec autogreffe de CSP en 1°° ligne est réalisée pour 2

patients du groupe 1, aucun patient dans les groupes 2 et 3 (cf tableau 6).
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LBDGC LBDGC LBDGC NOS

double hit Double n=29
n=9 expresseur
n=4
ASCT 3/9 0/4 3/29
1%¢ |igne 2
Zéme 1
ligne
Séme 1
ligne
4éme
ligne
Rechute 1

Légende : LBDGC : lymphome B diffus a grandes cellules, NOS :
not otherwide specified, ASCT : autogreffe de cellules souches

Tableau 6: Détail du traitement par autogreffe

Considérons les réponses obtenues a I’issue de la premiére ligne de traitement (voir tableau
7) : on observe que 31 patients ont obtenu une réponse de type RC ou trés bonne réponse
partielle (TBRP) (27 RC et 3 TBRP).

Le taux de réponse (compléte ou TBRP) est de 56% (5 patients) dans le groupe 1, 50% (2
patients) dans le groupe 2 et 79% (23 patients) dans le groupe 3.

La réponse partielle est observée chez 3 patients (33%) du groupe 1, un patient (25%) du
groupe 2 et 3 patients (10%) du groupe 3.

Un patient (11%) a présenté une stabilité du lymphome aprés la 1° ligne dans le groupe 1 et
2 patients (7%) dans le groupe 3. La progression du lymphome est observée chez un patient
(25%) du groupe 2 et un patient (3,4%) du groupe 3.
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Taux de réponse LBDGC LBDGC double- | LBDGC NOS

double-hit expresseur Groupe 3
Groupe 1 Groupe 2 N=29
N=9 N=4
Taux de Traitement  7/8 1/1 4/5
réponse intensif
globale Traitement  1/1 1/3 22/24
(RCetRP) Standart
Taux de Traitement  4/8 1/1 4/5
réponse intensif
complete  raitement  1/1 1/3 19/24
Standart

Légende : LBDGC : lymphome B diffus a grandes cellules, NOS : not
otherwide specified,RC : réponse coplete, RP : réponse partielle n: nb de cas
positif, n’: nombre de cas évaluable

Tableau 7: Réponse obtenue a l'issue de la premiere ligne selon le type de traitement

3.2.2 Prise en charge des patients en réponse partielle

Dans le groupe 1, 3 patients en RP ont recu un traitement de 2°™ ligne comprenant comme
chimiothérapie R-DHAP, R-DHAOX ou R-GEMOX. Le premier patient en réponse
thérapeutique compléte a ’issue d’une 3™ et 4°™ ligne thérapeutique (par R-ICE et R-
GEMOX) a eu une autogreffe de CSP apres intensification par LEAM. Il a rechuté a 5 mois.
Un patient en RP est en maladie progressive malgré la chimiothérapie de 2°™ ligne et a regu
en 3% ligne un traitement palliatif par CEP. Le troisiéme patient en RP avait été traité par
autogreffe en 1% ligne, devant la persistance de la réponse partielle a 1’issu de I’autogreffe, il
a recu un traitement de 2°™ ligne & 3 mois par RDHAP puis radio-chimiothérapie
concomitante avec progression de la maladie.

Dans le groupe 2, le patient en RP a recu une deuxiéme ligne thérapeutique par R-COEP. La
maladie est restée progressive malgré une 3™ et 4°™ ligne thérapeutique par R-GEMOX
puis CEP.

Dans le groupe 3, les 3 patients sont en RP. Un patient a recu une 2°™ ligne de traitement par
R-IE et les 2 autres patients ont regu un traitement par R-DHAP. Au total 2 patients ont
obtenu une RC aprés la 2°™ ligne de chimiothérapie par R-1E et R-DHAP, le patient agé de
moins de 65 ans pour qui la collecte de CSP a pu étre réalisée, a recu une autogreffe de CSP
apres intensification par BEAM.
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Le dernier patient en RP a recu une 3°™ ligne type R-RDAEPOCH, il a eu le statut de RP et a
recu une autogreffe apres intensification par BEAM avec réponse complete en fin de
traitement.

Les traitements et réponses des patients sont détaillés dans la figure 17.

3.2.3 Prise en charge de rechute et réfractaire

Sur la médiane de suivi de 8,55 mois [5-24,12], 4 patients ont rechuté. Un patient de groupe 1,
aucun patient du groupe 2 et 3 patients dans le groupe 3. Parmi ces 4 patients en rechute, un
patient a présenté une rechute précoce a moins de 6 mois, il est donc considéré comme
réfractaire. La prise en charge de ce patient avec lymphome double-hit a été décrite
précédemment. Les 3 patients du groupe 3 en rechute avaient obtenu une RC aprés leur 1%
ligne. Le délai médian de rechute est de 8,47 mois [6,01-13,30]. Ces 3 patients avaient recu un
traitement de 1% ligne standard par RCHOP. Une rechute était de localisation cérébrale
isolée, survenue a 13,31 mois de la RC1. Le traitement de 1°¢ ligne comprenait une
prophylaxie méningée par 4 ponctions lombaires associée au R-CHOP. Il présentait au
diagnostic un stade disséminé (stade IV), avec localisations extra-ganglionnaires multiples
(pulmonaires et osseuses), un score IP1 a 4. Le traitement de rattrapage a été fait par RMVP, 2
cures seulement en raison d’une toxicité rénale, puis aracytine forte dose permettant
I’obtention d’une RC, avec intensification thérapeutique par Busulfan-Thiotépa et autogreffe
de CSP. Le patient est en RC et vivant a la date des derniéres nouvelles.

Les 2 autres patients ont recu du R-DHAP en 2°™ ligne, puis Revlimid-CEP et radio-
chimiothérapie par VVP16-aracytine en 3°™ ligne et CEP pour un des patients en 4°™ ligne.

Les patients sont restés réfractaires a ’issue des différentes lignes de traitement.

Au total, 9 patients sont considérés comme réfractaires (2 en statut de maladie progressive dés
la premiere ligne thérapeutique, 3 en statut de maladie stable des la premiere ligne
thérapeutique, 1 en rechute <6mois apres plusieurs lignes de traitement et 4 en progression
<6mois). La répartition des patients selon leur groupe et le statut de maladie est decrite ci-
dessous.

Dans le groupe 1, 4 patients sont considérés comme réfractaires, le patient en statut MS n’a

pas pu étre traité en 2°™ ligne et est décédé. Deux patients en RP aprés 1° ligne ont eu 3 a 4
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lignes thérapeutiques. Le lymphome est resté réfractaire et ils sont décédés. Le patient en
rechute <6 mois n’a pas eu de 2°™ traitement de rattrapage et est décédé.

Dans le groupe 2, un patient en MP a recu en chimiothérapie par R-ESHAP, R-COPADEM et
R-GEMOX en 2™, 38Mme ot 48™¢ |ignes de traitement. La maladie est restée progressive et il est
décédé. Le patient en réponse partielle a I’issu de la 1% ligne est considéré comme réfractaire
car il a présenté une progression de la maladie a I’issu des lignes de rattrapage.

Dans le groupe 3, trois patients sont considérés comme réfractaires : les 2 patients en MS ont
recu une chimiothérapie par R-DHAP et R-GEMOX en 2°™ ligne et par CEP en 3°™ ligne et
sont finalement décédés. Le patient en progression a 1’issue de la premiere ligne a regu un
traitement par R-ICE puis R-DHAP en 2°™ et 3°™ |igne. La maladie est restée progressive

notamment au niveau médullaire et le patient est décédé.

Au total, le nombre médian de lignes thérapeutiques recues par les patients réfractaires est de
3 lignes [1 a 4] dans le groupe 1, sans obtention de RC ou TBRP a I’issue de ces traitements.
Dans le groupe 2, le nombre médian de lignes thérapeutiques est de 4, sans obtention de RC
ou TBRP a I’issue du traitement de rattrapage.

Dans le groupe 3, le nombre médian de lignes thérapeutiques est de 3 [2-3], sans obtention
non plus de RC ou TBRP.

3.2.4 Mortalité et toxicité

A la date du 1° mai 2017, 11 patients sont décédés, 8 patients de cause de progression du
lymphome et 3 patients de cause inconnue. 4 patients sont décédés dans le groupe 1, 2
patients dans le groupe 2 et 5 patients dans le groupe 3. Il n’y a pas eu de déces dii a une cause
toxique.

Parmi les complications des traitements. 12 patients ont présenté des complications. Les
complications infectieuses décrites pour 5 patients sont 2 abcés de la marge anale, 2 infections
de la chambre implantable, dont une itérative a bacille gram négatif et une bactériémie a
staphylocoque sensible a la meticilline. On note également des complications hématologiques
(pour 2 patients) a type de complications thrombo-emboliques (2 embolies pulmonaires avec
pose de filtre cave pour un patient et 2 thromboses veineuses profondes), des complications
rénales (2 insuffisances rénales liées au méthotrexate et une liée au cisplatine), un épisode de

perforation digestive, 1 épisode d’encéphalite possiblement toxique.
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3.3 Survie globale des patients

3.3.1 Survie globale des patients selon les groupes

La médiane de suivi de la totalité de notre population est de 22 mois [5-58], avec une médiane
de suivi pour les groupe 1; le groupe 2 et le groupe 3 de 19 mois, 11 mois et 25 mois,
respectivement. La médiane de survie globale de la population totale est non atteinte et la SG
a 2 ans est de 75%. La médiane de survie globale du groupe 1 est non atteinte, la SG a 2 ans
était de 53%. La médiane de survie globale du groupe 2 est de 8 mois, la SG a 2 ans est 50%.
La médiane de survie globale du groupe 3 est non atteinte, la SG a 2 ans est de 84%. Le
groupe 3 présentait une tendance a une SG supeérieure au groupe 1 et groupe 2 a la limite de la
significativité (SG a 2 ans 53 % et 50% vs 84% p=0.052) (voir figure 3). De méme 1’ensemble
des groupes 2 et 3 confondus ne présentait pas une SG supérieure au groupe 1 de facon

significative (p=0.1) voir figure 18 et tableau 8.

Caractéristiques LBDGC double-Hit | LBDGC double- LBDGC, NOS

Groupe 1 expresseur Groupe 3

N=9 Groupe 2 N=29

N=4

Médiane de suivie 19 mois [6-34] 11 mois [7-33] 25 mois [5-58]
[range]
SG médiane N/A 8 mois N/A P=0.052
SG 2 ans 53% 50% 84%
SG médiane N/A N/A
SG 2 ans 53% 80%
SSP médiane N/A 5 mois N/A P=0,601
SSP 2 ans 56% 50% 68%
SSP médiane N/A N/A
SSP 2 ans 56% 67%

Légende : SG : survie globale, LBDGC : lymphome B diffus a grandes cellules, NOS : not otherwide specified, DE : double
expresseur, N/A : non atteint

Tableau 8: Analyse de survie globale et sans progression en univarié selon les groupes
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Figure 18 Survie globale et survie sans progression selon les groupes
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3.3.2 Survie globale selon les caractéristiques cliniques et biologiques

On ne retrouve pas de différence significative en SG selon I’dge (supérieur ou inférieur a
60ans) (p=0,26), ni selon le performans status, (p= 0.85), ni selon le stade (localisé vs
disséminé p=0.66), ou I’existence de plus d’une localisation extra-nodale (p=0,76), ni selon le
score IP1 (0 a2 vs 3a5 p=0.13), ni selon le taux de LDH (p=0.15).

3.3.3 Survie globale selon les caractéristiques anatomopathologiques et

cytogénétiques

Pour I’ensemble des patients, on ne retrouvait pas de différence significative de survie globale
selon le statut GC versus non-GC (p=0.79), pour un taux d’expression du Ki67 > 90 (p=
0.13), selon I’expression de protéine BCL2 (p= 0.23) ou selon I’expression de la protéine
MYC (p=0.36).

En revanche, la SG a 2 ans est significativement supérieure pour les patients exprimant BCL6
(SG a2ans 77% vs 30%, p=0.03).

3.3.4 Survie globale selon les traitements et réponses aux traitements

Les patients ayant recu un traitement intensif n’ont pas une différence significative en terme
de SG : SG a 2 ans 63% vs 80 %, p=0,199. On ne retrouvait pas de différence significative de
survie dans le cas d’intensification suivis par autogreffe quelle que soit la ligne thérapeutique
(p=0.746).

Au vu du faible nombre de patients, nous n’avons pas pu étudier la survie globale des patients

autogreffés selon le statut de la réponse obtenue avant intensification.

Pour les patients en réponse compléte, quel que soit leur nombre de lignes thérapeutiques

recues, la SG a 2 ans est significativement supérieure (91% vs 28 %, p<0,0001) figure 17.
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SG a2 ans P SSP p
a2ans

Population totale 74% 72%
Double-hit 53% P=0,052 56 % P=0.74
Groupe 1
Double-expresseur, 50% 50%
groupe 2
LBDGC NOS groupe 3 84% 68%
LBDGC, de novo 80% P=0.11 67% P=0.59
Groupe 2+3
Age <60 ans 82% P=0.26 66% P=0.96
>60ans 66% 63%
Sexe p=0.44
Féminin 68%
M asculin 78%
Performans status P=0,85 P=0,012
<2 75% 70%
>2 69% 29%
Stade Ann Arbor P=0.66 P=0.76
<3 72% 71%
23 75% 63%
Localisation extra-nodale P=0.76 P=0.08
<2 80% 80%
22 70% 51%
LDH P=0.15 P=0.08
Normale 100% 100%
Elevée 69% 69%
IPI P=0.13 P=0.77
<2 88% 77%
>3 67% 58%
Statut GC 70% P=0.7 63% P=0.73
non-GC 79% 73%
K67 P=0,13 P=0,38
<90% 78% 72%
>90% 57% 19%
CMYCIHC P=0.36 P=0.43
<40% 91% 82%
>40% 49% 54%
BCL2 IHC P=0.23 P=0.32
<50% 76% 76%
>50% 65% 50%
BCL6 IHC P=0.03 P=0.11
Négatif 30% 38%
Positif 77% 79%
Traitement Intensif 63% P=0.199 64% P=0.989
Standard 90% 63%
RC P<0.001 P<0,0001
Non 28% 8%
Oui 91% 86%
Autogreffe P=0,75 P=0,001
Non 75% 71%
Oui 67% 17%

Légende : LBDGC : lymphome B diffus a grandes cellules, NOS : not otherwide specified, SG : survie globale,
SSP : survie sans progression, LDH : lactate déshydrogénase, IPI : index pronostic international, GC : Centre
Germinatif, IHC : immuno-histochimie, RC: réponse complete

Tableau 9: Survie globale et survie sans progression selon les caractéristiques
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3.4 Etude de survie sans progression en univarié

3.4.1 Survie sans progression selon les groupes

La médiane de survie sans progression de la population totale est non atteinte et la SSP a 2
ans est de 72%. La médiane de survie sans progression du groupe 1 est non atteinte, la SSP a
2 ans est de 56%. La médiane de survie sans progression de groupe 2 est de 5 mois, la SSP a 2
ans est 50%. La médiane de survie sans progression de groupe 3 est non atteinte, la SSP a 2
ans est de 68%.

On ne retrouve pas de différence significative en terme de SSP entre les groupe 1, 2 et 3
(p=0.60). L’ensemble des patients des groupes 2 et 3 confondus ne présente pas non plus de

différence significative en terme de SSP par rapport au groupe 1 (p=0.59)

3.4.2 Survie sans progression selon les caractéristiques cliniques et biologiques

Les patients avec un performans status conservé (PS 0 et 1) ont une SSP significativement
supérieure aux patients avec un performans status >2 (SSP a 2 ans 70% vs 29 % p=0.012).

On ne retrouve pas de différence significative de SSP de I’ensemble des groupes selon I’age
>60 ans versus <60 ans (p=0,96), selon le stade Ann Arbor (localisé versus disséminé)
(p=0,76), selon I’existence de localisation extra-nodale (p=0,08), selon le score IPI élevé
(p=0.77) ou selon le taux de LDH (p=0,08).

3.4.3 Survie sans progression selon les caractéristiques anatomopathologiques et

cytogénétiques

On ne retrouve pas de différence de SSP selon le statut GC ou non-GC (p=0,732), selon Ki67
seuil a >90 (p=0,376), selon 1’expression de BCL2 (p=0,32), de BCL6 (p=0,11) ou de MYC
(p=0,430).

3.4.4 Survie sans progression selon traitement et réponse

On ne met pas en évidence de différence significative de SSP selon le type de traitement
intensif ou standard quelle que soit la ligne thérapeutique (p=0,99). On retrouve une
difference significative de survie dans le cas d’intensification suivie par autogreffe de CSP
(p=0.001). Chez les patients en reponse compléte quel que soit leur nombre de lignes
thérapeutiques, la SSP a 2 ans est significativement supérieure 86% vs 8%, p<0,0001.

Nous n’avons pas pu réaliser d’études de survie comparatives intra groupe au vu des faibles

effectifs.
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Nous n’avons pas non plus réalisé d’analyse de survie en multivarié au vu des faibles

effectifs.
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4 DISCUSSION

Dans notre étude rétrospective, nous avons identifié 9 patients avec lymphome B diffus a
grandes cellules avec réarrangement MYC et BCL2 et/ou BCL6. Dans cette cohorte de patients
traités majoritairement de maniére intensive, nous avons observé un pronostic plus péjoratif
de ces lymphomes par rapport a I’ensemble des lymphomes B diffus a grandes cellules avec
double expression MYC-BCL2 et lymphomes B diffus & grandes cellules, NOS de novo, avec
un taux de réponse compleéte inférieur.

Nous discuterons de la portée de ces résultats au vu des données de la littérature selon les
caractéristiques cliniques, histologiques, cytogénétiques ainsi que des traitements et nous

envisagerons les perspectives thérapeutiques.

4.1 Présentation au diagnostic

4.1.1 Caractéristiques clinico-biologiques au diagnostic

Caractéristiques cliniques

Dans notre cohorte de patients atteints de lymphome double-hit, I’age médian est de 63 ans.
Ceci concorde avec I’étude de Oki et al 2014°°, portant sur 129 patients avec lymphome
double-hit, dans laquelle la médiane d’age est de 62 ans, (dans cette étude, les patients etaient
agés de 18 a 85 ans). Dans I’étude de Green et al 2012%!, la médiane d’age est de 67 ans
(patients agés de 49 a 87 ans) pour les patients avec lymphome double-hit, de 71 ans pour les
patients avec lymphome double-expresseur et de 64 ans pour les patients LBDGC non double-
expresseur, il n’y a pas de différence d’age significative entre les groupes, ce qui se retrouve
également dans d’autres études®> 2.

Notre groupe comparateur de patients LBDGC de novo a été sélectionné sur un &ge inférieur a
70 ans, ce qui introduit un biais au niveau de ce parameétre, nous ne pouvons donc pas faire de

comparaison entre nos groupes.

Dans notre population, la proportion d’hommes est de 33% dans le groupe de patients avec
lymphome double-hit, 50% dans le groupe de patients avec lymphome double-expresseur et
72% dans le groupe de patients LBDGC, NOS de novo. Selon les études, la proportion
d’hommes dans le groupe de patients avec lymphome double-hit varie de 48% & 67%°153557,
Il n’y a pas de différence de proportion d’hommes entre les patients atteint de LBDGC,

NOS®, et les patients avec lymphome double-expresseur®?.
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Au vu des faibles effectifs de nos cohortes, nous n’avons pas effectué de tests statistiques

comparateurs.

Dans notre étude, I’état général des patients au moment du diagnostic est relativement
conservé. La proportion de patients avec un performans status >2 au moment du diagnostic
dans nos groupes lymphome double-hit, lymphome double-expresseur et LBDGC, NOS de
novo est respectivement de 22%, 25% et 14%. Initialement®, les lymphomes double-hit ont
été décrits comme des lymphomes a présentation agressive avec une altération de 1’état
géneral variable selon les études. Les études de Oki et al 2014 et Petrich et al 2014 montrent
au contraire que seuls environ 30% de patients avec lymphome double-hit présentent un état
général altéré>®>". De plus, Green et al 2012 ne trouvent pas de différence significative sur le
performans status entre les patients avec lymphome double-hit et les patients avec lymphome
non double-hit®*. En ce qui concerne les patients avec lymphome double-expresseur, deux
¢tudes montrent que 1’état général au moment du diagnostic de ces patients est

significativement plus altéré par rapport aux patients LBDGC sans double expression®%,

Dans notre étude, 89% des patients du groupe lymphome double-hit ont un stade Arbor élevé
(>3), 50% des patients du groupe lymphome double-expresseur et 86% des patients du groupe
LBDGC.

Les patients avec lymphome double-hit présentent un stade de lymphome étendu dans ~80%
des cas selon les études®® 37 [’étude rétrospective portant sur 129 patients avec
lymphome double-hit réalisée par le centre MD Anderson®® retrouve un stade étendu chez
84% des patients avec lymphome double-hit. Green et al 2012°* montre que la présence de
stade étendu au moment du diagnostic est significativement plus fréquente dans le groupe de
patients avec lymphome double-hit que dans le groupe de patients avec lymphome non
double-hit (82% vs 46% p=0.027), confirmant les résultats de Niitsu et al 2009, Barrans et al
2010°05%, A contrario, cette différence n’était pas significative dans d’autres études®>>°.

En ce qui concerne les lymphomes double-expresseur, Green et al 2012 ne retrouvent pas de
différence significative concernant un stade étendu au moment du diagnostic entre les patients
avec lymphome double-expresseur et lymphome double-hit, ni entre les patients avec
lymphome double-expresseur et non double-expresseur (56% vs 44% p=0,148), alors que Hu
et al 2013 retrouvent une différence de fréquence de stade>3 entre les patients avec
lymphome double-expresseur et lymphome non double-expresseur (67% vs 43%
P=0,001)%%%,
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Dans notre population, 56% des patients avec lymphome double-hit, 25% des patients avec
lymphome double-expresseur et 55% des patients LBDGC, NOS présentent des localisations
extra-nodales >2.

Ceci est en accord avec le taux de localisations extra-nodales retrouvé dans les études de
cohorte de lymphomes double-hit de grands effectifs a savoir, 28% pour Petrich et al 2014
(n=311)°", 49% pour OKi et al 2014 (n=129) et 54% pour Li et al 2016 (n=157)%. De plus,
comme dans notre étude, Pedersen et al 2012 ne montrent pas de différence significative dans
les localisations extra-nodales entre les patients avec lymphome double-hit et les patients avec
LBDGC, NOS*.

En ce qui concerne les lymphomes double-expresseurs, Green et al 2012 ne retrouvent pas de
différence significative de localisations extra-nodales entre les patients avec lymphome
double-expresseur et les patients LBDGC, NOS (20% vs 15% p=0,395) ou entre les patients
avec lymphome double-expresseur et les patients avec lymphome double-hit (20% vs 27%
p=0,399)°1. A contrario, Hu S et al 2013 retrouvent une différence significative entre les
patients avec lymphome double-expresseur (28%) et les patients avec LBDGC, NOS (18%)
p=0,0160%. Il est & noter que la population de patients avec lymphome double-expresseur
¢tait plus conséquente dans 1’étude de Hu et al 2013 (n=157) que dans 1’étude de Green et al
2012 (n=45), ce qui peut expliquer I’absence de significativité dans 1’é¢tude de Green et al
2012.

Dans notre population de patients avec lymphome double-hit, 89% présentaient un score IPI
intermédiaire haut/haut (score de 3 a 5) contre 75% dans le groupe de patients avec lymphome
double-expresseur et 62% dans le groupe de patients LBDGC, NOS de novo.

Cette proportion de patients avec un score IPI élevé parmi la population avec lymphome
double-hit s’avére trés variable selon les études actuellement publiées. En effet, en ce qui
concerne les patients avec lymphome double-hit, I’étude de Oki et al 2014 (n=129) montre
que la proportion de patients avec un score IP1 élevé (score 4 a 5) est de 26%°°. Dans 1’étude
de Petrich et al 2014 (n=311), la proportion de patients avec un score IPI haut (score 4 a 5) est
de 27% et celle de patients ayant un score IPI intermédiaire haut/haut (score 3 a 5) est de
58%°’. L étude de Li et al 2016 (n=157) montre une proportion de patients avec un score IPI
intermédiaire haut/haut (score 3-5) de 82%°%.

Dans I’étude de Green et al 2012 portant sur 193 patients, la proportion de patients avec un

score IPI élevé était plus importante dans le groupe de patients avec lymphome double-hit que
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dans le groupe de patients avec lymphome non double-hit (64% vs 32% p=0.045). La
différence entre les patients avec lymphome double-expresseur et lymphome non double-
expresseur n’était pas statistiquement significative (41% vs 29% p=0,125)°%. Cependant, dans
I’étude de Hu et al 2013 portant sur un nombre de patients plus éleve, la proportion de
patients avec lymphome double-expresseur avec un score IPI élevé était significativement
plus importante que dans le groupe de patients avec lymphome non double-expresseur (49%
vs 30% p=0.0001)%,

En revanche, Lansdburg et al 2014°% ne retrouvent pas de différence significative sur les
critéres cliniques entre les patients avec lymphome double-hit et les patients LBDGC, NOS. Il
est a noter que la population de cette étude était identifiée de maniére rétrospective a partir de
patients ayant eu une recherche cytogénétique et donc potentiellement avec une présentation
clinique plus agressive ayant motivée la recherche de réarrangements. De plus le diagnostic
de double-hit n’était pas posé uniquement par la technique de FISH mais également par la

réalisation du caryotype.

Atteinte neuro-meningée

La rechute ou la progression au niveau neuro-méningée des lymphomes B agressifs est rare
(2% a 7%)%7%>% mais bien souvent fatale. De ce fait, il est important d’identifier les groupes
a risque au diagnostic et de réaliser un traitement prophylactique ainsi que d’identifier cette
localisation au moment de la rechute. Hegde et al 2005%" soulignent la nécessité d’effectuer la
recherche de D’atteinte neuro-méningée par un examen cytologique mais également par
immuno-phénotypage, pour ne pas passer a coté d’une atteinte neuro-méningée occulte, dont
la fréquence peut aller jusqu’a 22% des patients nouvellement diagnostiqués. En effet, la
cytologie seule a une faible sensibilité et conduit a des taux de faux négatifs allant de 20 a
60%.

L'incidence de la récidive au niveau du systéeme nerveux central (SNC) chez les patients avec
lymphome non hodgkinien agressif qui n‘ont pas recu de prophylaxie méningée est d'environ
5%. Les facteurs de risques associés a un tel événement restent controversés néanmoins, un
taux de LDH augmenté et la présence de plus d'une localisation extra-ganglionnaire ont été
identifiés comme des facteurs de risque indépendants pour la rechute isolée au niveau du
SNCz9,87_

Pour Schmitz et al 2012%, le score CNS-IPI, qui reprend les 5 facteurs du score IP1 combinés

avec une atteinte rénale ou surrénalienne, est un outil robuste et reproductible pour estimer le
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risque de rechute au niveau du SNC chez les patients LBDGC traités avec la chimiothérapie
R-CHOP. Environ 10% de la population ayant un score CNS-IPI élevé présente un risque
accru (>10%) de rechute au niveau du SNC.

Dans notre population, 1’atteinte neuro-meningée a eté explorée chez 7 des 9 patients avec
lymphome double-hit, chez 1 des 4 patients avec lymphome double-expresseur et chez 10 des
29 patients avec LBDGC, NOS. Aucune atteinte neuro-méningée n’a été retrouvée lors du
diagnostic. Un patient a rechuté avec une atteinte neuro-meningée isolée dans le groupe de
patients LBDGC, NOS.

Les patients avec lymphome double-hit sont plus exposés a une atteinte neuro-meéningée au
diagnostic*. Le risque (estimé entre 21% et 44%) a été probablement surévalué dans les
premiéres études a effectif réduit de patients (inclusion de 16 a 20 patients)®* >3, Dans les
séries rétrospectives plus récentes, I’atteinte du SNC des patients avec lymphome double-hit
au moment du diagnostic est respectivement évaluée a 4%°¢, 7%°', et 18%°%. Pour OKki et al,
2014, le taux d’atteinte du Ssystéme nerveux central est de 4% au moment du diagnostic
sachant que 10% de la population a été explorée. En analyse multi variée, il a identifié le
performans status >2 et 1’atteinte osseuse comme facteurs pronostiques indépendants de la SG
et de la SSP, et a créé un score, le DHIPI. Ce score DHIPI a été identifie comme le seul
facteur indépendant prédictif de I’atteinte du SNC : HR 2,14 (IC95% 1,08-4,22), p:O,02956.
De méme, les lymphomes double-expresseur ont un risque significativement plus élevé de
rechute au niveau du SNC : Savage et al 2016 ont étudié 447 patients LBDGC dont 131
(29%) étaient double-expresseur MYC/BCL2. Ce risque a 2 ans est estimé a 9,7% contre
2,2% chez les patients non-double-expresseur. (HR 3,76, p= 0,007). Dans Il'analyse
multivariée, le statut lymphome double-expresseur est associé a un risque accru de rechute au
niveau du SNC (HR 3.68; 1C95% 1.27-10.64, p=0,016) ainsi que le score SNC-IPI
indépendamment du statut GC*. 1l s’agit a notre connaissance de la plus vaste étude explorant
le risque de rechute au niveau du SNC chez des patients avec lymphome double-expresseur.
Donc, les patients avec lymphome double-hit et lymphome double-expresseur représentent
une population a risque de rechute neuro-méningée, notamment les patients ayant une atteinte
osseuse et un performans status >1.

L’absence d’atteinte neuro-méningée chez nos patients peut étre expliquée par le faible

nombre de patients double hit ainsi que par la courte durée de suivi.
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Caractéristiques biologiques
Dans notre étude, le taux de LDH était supérieur & la normale pour 100% des patients avec
lymphome double-hit, 50% des patients avec lymphome double-expresseur et 83% des
patients LBDGC, NOS.
Dans les études récentes, la proportion de patients avec un taux de LDH élevé est de 69%
dans 1’étude d’Oki et al 2014 (n=129), de 76% dans I’étude de Petrich et al 2014 (n=311) et
de 84% dans I’étude de Li et al 2016 (n=157)°0°794,
Pedersen et al, 2012 ont inclus de maniére prospective 157 patients de LBDGC de novo ou
transformés afin de s’affranchir du biais de recherche DHT selon le tableau clinique. Ils ont
identifié 17 patients avec lymphome double-hit et ne retrouvent pas de différence de
présentation clinique significative entre les patients avec lymphome double-hit et les patients
LBDGC, en dehors d’une tendance sur le taux de LDH (82% vs 60%, p=0,07)55.
L’étude de Green et al 2012 ne montre pas de différence significative du taux de LDH entre
les patients avec lymphome double-hit et les patients avec lymphome non double-hit (73% vs
46% p=0,121)°1. Cette différence ne se retrouve pas non plus entre les patients avec
lymphome double-expresseur et lymphome non double-expresseur (56% vs 44%p=0,148)%,
ce qui est confirmé par Hu et al, 2013 (64% vs 58%, p=0,29)%.

Nous n’avons pas pu mettre en évidence que les lymphomes double-hit ont une présentation
plus agressive au diagnostic, d’une part a cause des faibles effectifs, d’autre part car nous
avons sélectionné des patients avec des LBDGC, NOS plus agressifs comme groupe
comparateur. La littérature ne montre pas les lymphomes double-hit comme ayant une
présentation clinique plus agressive que les autres LBDGC, NOS au moment du diagnostic.
Le faible effectif des lymphomes double-hit dans les études comparatrices (n= 19 a 45
patients) peut expliquer la difficulté a mettre en évidence de facon significative leur plus
grande agressivité, contrairement au LBDGC lymphome double-expresseur dont la fréquence
supérieure permet d’avoir des effectifs plus importants (n=150) et donc de permettre

d’atteindre plus facilement le seuil de significativité.

4.1.2 Caractéristiques histologiques

Statut GC
Dans notre cohorte, 36 patients (86%) ont pu étre évalués sur le statut GC selon 1’algorithme
de Hans'®. Au total, 21 patients (58%) sont de type GC, parmi eux : 8 patients sont dans le
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groupe double-hit (soit 89% de ce groupe), 3 patients sont dans le groupe double-expresseur
(soit 75% de ce groupe) et 10 patients sont dans le groupe LBDGC, NOS de novo (soit 44%
de ce groupe).

Nos résultats sont en accord avec plusieurs études qui confirment un taux éleve de statut GC
dans la population des patients avec lymphome double-hit, allant de 64% & 99%,°2:%6:57:69.94.100-
102.

Dans I’étude rétrospective de 157 patients avec lymphome B agressif, de Pedersen et al, 2012,
le statut GC est observé chez tous les patients avec lymphome double-hit (100%) et 44% des
patients avec lymphome non double-hit (44%) p<0,0001%,

Selon I’étude rétrospective de Green, et al, 2012 portant sur 193 patients, 56% des patients
ont un statut GC. Le statut GC est significativement plus fréquent dans le groupe de patients
avec lymphome double-hit (n=11, soit 91%) que dans le groupe de patients avec lymphome
non double-hit (54%, p=0,025), d’autre part le statut GC est significativement moins fréquent
dans le groupe de patients double-expresseur (n=54, soit 37%) que dans le groupe de patients
LLBDGC non double-expresseur (65%, p=0,001)%.

Dans une population de LBDGC de novo, apres identification du statut GC selon 1’algorithme
de Choi?®, celui de Viscol®® et par GEP, Hu et al, 2013 observent également une fréquence de
statut GC plus élevée parmi les patients avec lymphome double-hit (n=10, soit 90%), tandis
que cette fréquence est de 34% chez les patients double-expresseur (n=157) et de 61% chez
les patients LBDGC non double-expresseur (n= 309, p<0,0001)%,

Une grande partie des études concernant les lymphomes double-expresseur confirme que ces
lymphomes présentent, contrairement aux lymphomes double-hit, le statut GC de maniere
minoritaire (entre 24% et 42% des patients)'%%1% Dans une cohorte rétrospective de 428
patients, Savage et al, 2016 ont évalué le statut GC selon I’algorithme de Hans et GEP. Le
statut GC est significativement moins fréquent dans le groupe de patients double-expresseur
par rapport aux patients LBDGC non double-expresseur que ce soit par 1’algorithme de Hans
(41% vs 63% p<0.0001) ou par GEP (33% vs 65% p<0.0001)%°.

Dans notre population, la proportion de statut GC versus non-GC différait selon les groupes,
mais au vu du faible nombre de patients, nous n’avons pas réalis€¢ de tests statistiques.
Néanmoins, en accord avec la littérature que nous venons de citer ci-dessus, les lymphomes

double-hit sont plus fréquemment de type GC.
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Ki67

L’index de prolifération par KI67 ou MIB-1 était disponible pour 30 patients dans notre étude.
La médiane du taux d’expression de cet indice de prolifération est respectivement de 80%,
83% et 73% pour les patients double-hit, double-expresseur et LBDGC, NOS de novo. 22%
des double-hit, 25% des double-expresseur et 7% des LBDGC, NOS avaient un taux élevé de
prolifération défini comme supérieur ou egal a 95%.

La comparaison avec les études de la littérature est difficile car le seuil définissant un taux
¢levé de prolifération n’est pas le méme dans toutes les études, il varie de >70% a >90% selon
les études. La proportion de patients DHL ayant un taux de prolifération >70% est de 84%°%,

la proportion de patients DHL ayant un taux de prolifération >85% est de 55%.

Dans 1’étude rétrospective de Copie-Bergman et al, 2015 le taux de Ki67 défini comme >80%
est, de facon surprenante, significativement moins fréquent dans les lymphomes double-hit
(50%) que dans les lymphomes avec réarrangement MYC seul (simple hit SHL) (79%)
(p=0.043)%,

Lorsque le seuil d’expression de K167 est >90%, Landsburg et al, 2016 observent un taux
d’expression similaire entre les lymphomes double-hit 22% (n= 10/45), et les LBDGC MYC-
normal (n=36/127) 28%, et un taux d’expression plus ¢élevé dans les lymphomes simple hit
MYC (n=56/87) 64%%,

Pour Pedersen et al, 2012, le taux de prolifération défini comme >90% ne différe pas non plus
entre les lymphomes double-hit 24% et les lymphomes non double-hit 14% (p=0,30). *°

Hu et al, 2013 retrouvent un taux de prolifération >70% supérieur pour les patients double-
expresseur (74%) et LBDGC non double-expresseur (62%), différence qui est significative
(p=0,0082) bien que le taux des LBDGC non double-expresseur soit inférieur a ceux
retrouvés pour les lymphomes double-hit®,

L’¢étude rétrospective de 492 cas de lymphomes B agressifs en histologie (BCLU, BL,
LBDGC) par immuno-histochimie et FISH retrouve 28 cas de lymphomes double ou triple-
hit'%”. Lorsque le seuil d’expression de KI67 est >75%, 77% des patients étaient positifs et
lorsque le seuil est >95% uniquement 54% des patients sont considérés positifs. Dans cette
étude, pour un seuil d’expression de KI67>75%, la sensibilité et la spécificité de détection des
lymphomes double/triple-hit sont respectivement de 0,77 et 0,36 tandis que pour un seuil
d’expression de K167>90%, la spécificité est de 0,62 et la sensibilité de 0,54. L augmentation
du seuil d’expression de KI67 ne contribue pas a I’identification des lymphomes B de haut

grade double- et triple-hit.
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Dans notre étude le taux médian d’expression de KI67 reste élevé méme pour le groupe
LBDGC, NOS. Ce résultat, n’est pas surprenant puisque ce groupe comparateur est compose
de patients ayant un LBDGC de novo plus agressif (stade Il a IV et &ge<70ans). En ce qui
concerne les double-hit et double-expresseur, notre étude reste comparable avec la littérature.
Méme si nous n’avons pas réalisé d’étude statistique, néanmoins au vu de la littérature, il
apparait clairement que le marquage par KI67 ne permet pas d’identifier les patients avec

lymphome double-hit ou double-expresseur.

4.1.3 Caractéristiques immuno-histochimiques

Expression de la protéine MYC
L’immuno-marquage de la protéine MYC a été réalisé pour 23 patients de notre cohorte.
L’expression de la protéine MYC (seuil >40%) a été retrouvée pour 89% des patients avec
lymphome double-hit, 100% des patients avec lymphome double-expresseur et aucun patient
LBDGC, NOS de novo.
Le seuil du taux d’expression de la protéine MYC est variable selon les études, variant de 30 a
90% ; toutefois un cut-off de 40% pour I’expression de la protéine MYC est retenu®/100-108,
Le taux d’expression de protéine MYC est retrouvé >90% pour 12 patients (39%) double-hit
et 11 patients (58%) simple-hit dans 1’étude Copie-Bergman et al (n=574)%. Lorsque le cut-
off est de 50%, tous les patients double-hit (n=5) sont considérés positifs dans 1’étude de Kluk
et al 2012*, (n=77) et lorsque le cut-off est de 40%, parmi les 7 patients de double-hit, 86%
surexpriment la protéine MYC (n =6)%°,
L’existence de la surexpression de la protéine MYC chez des patients avec LBDGC de novo
mais sans réarrangement du géne MYC!®, ainsi que 1’absence de surexpression de la protéine
MY C dans des lymphomes authentifiés double ou triple-hit!®® suggérent que la protéine MYC
pourrait &tre induite par d'autres mécanismes, comme l'activation des voies de signalisation ou
des facteurs de croissance qui régulent l'expression de MYC. Le taux d’expression de la
protéine MY C recherchée par les études immunohistochimiques est variable et indirectement
corrélée au réarrangement du géne MYC. De plus, ce marquage peut étre entravé par les
difficultés techniques liées aux méthodes de fixation, aux choix d'anticorps et par la qualité du
prélevement.
Ainsi la variabilité entre I'expression de la protéine et les altérations des génes ne permet pas
de recommander l'immuno-marquage de la protéine MYC comme unique méthode de
dépistage de la translocation du géne et donc comme méthode d’identification des lymphomes
double-hit.

80



Expression de la protéine BCL2
L’expression de la protéine BCL2 a été évaluée chez 86% des patients de notre cohorte avec
un seuil de positivité retenu supérieur ou égal a 40%. L’expression de cette protéine BCL2 est
positive chez 89% (8/9) des patients avec lymphome double-hit, chez tous les patients (4/4)
du groupe double-expresseur et chez 57% (13/23) des patients du groupe LBDGC, NOS.
Dans les différentes études, le seuil de positivité retenu varie de 50 a 70% selon les études,
rendant difficile leur comparaison®!%1 |a proportion de patients exprimant la protéine
BCL2 varie de 50 a 70% dans des cohortes de double-hit et de LBDGC, NOS5:91.93,
Dans 1’étude de Copie-Bergman et al, 2013, la proportion de patients exprimant la protéine
BCL2 est de 83% dans la population de patients avec lymphome double-hit et de 58% dans la
population de patients avec lymphome simple-hit (p=0,042) .1l est a noter que dans cette
étude, que deux seuils de positivité de la protéine BCL2 ont été retenus (50% et 70%), mais
aucune distinction n’est faite entre ces 2 seuils dans la présentation des résultats®.
Chez les patients avec lymphome double-hit, la proportion de patients exprimant la protéine
BCL2 est voisine de 90% (avec un seuil de positivité retenu de 50%)°% et ne différe pas de
la proportion de patients exprimant la protéine BCL2 chez les patients avec LBDGC non
double-hit (82% vs 87% p=0,52) selon Pedersen et al 2012%,
Dans la nouvelle classification de ’OMS de 2016, le seuil de positivité de 1I’expression de la

protéine BCL2 est de 50%*'.

Expression de la protéine BCL6
L’expression de la protéine BCL6 a été recherchée pour 74% des patients dans notre étude.
Cette expression est positive chez 78 % (7/9) des patients avec lymphome double-hit, chez
75% (3/4) des patients double-expresseur et 72% (13/18) des patients du groupe LBDGC,
NOS de novo. Dans la littérature, 1I’expression de la protéine BCL6 est recherchée car elle
permet de définir le statut GC/non GC en utilisant 1’algorithme de Hans. L’expression de la
protéine BCL6 se retrouve dans environ 92% des patients avec lymphome double-hit®, son
expression ne differe pas entre les patients avec lymphome double-hit (82%) et les patients
avec LBDGC non double-hit (86%)%. Néanmoins, si le terme de double-hit couvre le
réarrangement de MYC avec BCL2 et/ou BCL6, les lymphomes double-hit MYC/BCL6 sont
plus rares que les lymphomes double-hit MYC/BCL2%91%, et les lymphomes double-hit
MYC/BCLS6 sont souvent exclus des études du fait de leur faible fréquence et du fait que leur

pronostic est trés controversg®>°54699193.100112 poyr |3 quasi-totalité des études, le terme de
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double-expresseur décrit exclusivement 1’expression concomitante des protéines MYC et
BCL2%9310 De méme, dans la nouvelle classification de I’OMS de 2016, la recherche de la
protéine BCL6 n’est pas considérée pour I’identification des lymphomes double-expresseur®’.
Seul Friedberg et al 2017 retient la co-expression de MYC/BCL6 comme faisant partie des

double-expresseur®,

4.2 Choix du dépistage des lymphomes double-hit en partant des

double-expresseur

Parmi les 167 patients diagnostiqués de LBDGC dans notre service, 7% (n=12) présentent une
double expression MYC/BCL2. Au sein de la population de moins de 70 ans ayant un LBDGC
de novo, de stade Il -1V (n=33), cette proportion de patients double-expresseur est de 12%
(n=4).

Dans la littérature, la fréquence de patients double-expresseur est de 19 & 349491:93100104.113
Dans notre série la fréquence de double expression de MYC et BCL2 est moins importante
que celle rapportée dans la littérature. Cette différence peut s’expliquer par le fait que nous
avons restreint notre étude aux patients agés de 18 a 70 ans et que nous avons exclu les
patients de stade I d’Ann Arbor ainsi que les transformations de bas grade du lymphome.
Nous n’avons pas réalisé de comparaisons statistiques de nos 3 groupes en raison du faible
effectif de chacun.

Comme détaillé précédemment, les patients double-expresseur présentent plusieurs facteurs
pronostiques défavorables mais qui sont controversés. Il est établi que ces patients double-
expresseur se distinguent des autres patients par un age plus avancé®*®°, par un stade de la
maladie plus élevé®® et de maniére certaine par une expression plus fréquente du statut non-
GC#16991.93100.113 "1 'y avait pas de différence significative entre le sexe, le taux sérique de

lactate déshydrogénase, la taille de la tumeur ou la fréquence des mutations TP5346:%,

Les patients avec lymphome double-hit et les patients double expresseur ne concordent pas ;
les patients avec lymphome double-hit ne sont pas tous double expresseur : environ 80% des
patients avec lymphome double/triple-hit sont également double expresseur. Seulement moins

de 20% de patients double-expresseur sont des patients avec lymphome double-hit®t. Ces
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chiffres suggérent que d’autres mécanismes que la translocation sont a 1’origine de la
surexpression de ces protéines.

La proportion de patients double-expresseur au sein des patients avec lymphome double-hit
était de 89% (8/9) dans notre cohorte. Le seul patient dans notre cohorte de double-hit qui

n’était pas double-expresseur présentait un taux d’expression de MYC de 20%.

La classification de I’'OMS de 2016 n’émet pas de recommandation consensuelle pour savoir
si tous les LBDGC ou bien seulement certains doivent faire I’objet de recherche de
réarrangements géniques.

Dans notre centre hospitalier, la recherche de réarrangement du gene MYC est réalisée par la
technique de FISH dans les cas ou le taux d’expression de la protéine MYC est supérieur a
40% et celui de la protéine BCL2 supérieur a 40%.

Friedberg et al 2017 réalisent une recherche par la technique de FISH en utilisant une sonde
break apart pour MYC ainsi qu’une recherche de translocation t(14;18) pour tout nouveau
LBDGC diagnostiqué dans leur institution®® mais, la recherche systématique de
réarrangements géniques dans tous les cas de LBDGC aboutirait a une augmentation des colts
de diagnostic et nécessiterait de développer les moyens de diagnostic actuels.

D’autres possibilités de stratifier la détection sur I’index de prolifération (KI167), sur le statut
GC/non-GC ou encore le taux d’expression de la protéine MYC* s’appuient sur des études
rétrospectives majoritairement non validées. Cependant, restreindre la recherche de
lymphomes double-hit a certains patients seulement, expose a un risque de sous diagnostic. Or
ces patients double-hit, ayant un mauvais pronostic, nécessitent d’emblée une prise en charge
thérapeutique plus agressive.

La recherche de translocation par la technique de FISH pourrait se limiter aux patients de
groupe-GC avec surexpression de MYC-BCL2 et pourrait étre réalisée de maniére
systématique pour les transformations de lymphomes folliculaires. De fait, les lymphomes
folliculaires présentent la translocation de BCL2 : t(14;18). 1l semble important de rechercher
la survenue d’une altération du gene MYC parmi les événements clonaux apparaissant au
cours de I’évolution de ces lymphomes et de leur transformation en lymphome agressif.

La recherche de réarrangement génique au diagnostic chez tout patient jeune (éligible a un
traitement intensif) avec un nouveau diagnostic LBDGC est une option qui pourrait
s’envisager. L’acces au diagnostic de réarrangement serait facilité par le développement de la

technique de FISH sur matériel fixé en paraffine.
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4.3 Double hit: partenaire

Double-hit

Dans notre population, 9 patients présentent un double ou triple réarrangement des génes
MYC, BCL2 et/ou BCL6: 7 patients (78%) présentent un réarrangement MYC/BLC2, un
patient présente un réarrangement MYC/BCL6 et un patient présente un triple réarrangement
MYC/BCL2/BCLS.

Dans la littérature, le réarrangement BCL2 est présent dans environ 60 a 90% des cas de
double-hit/triple-hit, le réarrangement BCL6 dans environ 5 a 20% des cas, et le triple
réarrangement MYC/BCL2/BCL6 dans environ 8%°°81% [ 'incidence de double-hit est
d'environ 10% dans LBDGC de novo et environ 20% dans le lymphome de haut grade
transformé a partir d'un lymphome B de bas grade, en particulier le lymphome folliculaire
(FL)®-%8101 De nombreuses études n’intégraient pas I’entité de double-hit MYC/BCL6 au sein
des lymphomes double-hit en raison de leur plus rare fréquence et de leur pronostic
différent'0112115  Néanmoins la classification de ’OMS de 2016 inclut les lymphomes
double-hit MYC-BCL6 au sein des lymphomes B de haut grade (HGBL) avec réarrangement
MYC, BCL2 et/ou BCL6.

L’absence de patients avec simple réarrangement MYC peut s’expliquer par la petite taille de
la cohorte, le caractere rétrospectif de 1’étude, le faible taux de recherche en cytogénétique, les
limites techniques (matériel €puisé, absence de congélation possible, ...). En effet, dans notre
centre hospitalier, la technique de FISH pour la recherche de réarrangement MYC, BCL2 et
BCL6 s’effectue sur matériel frais en cytogénétique. Cela nécessite d’avoir du matériel frais,
congelé ou bien de pouvoir réaliser la technique d’apposition sur lame au moment du
diagnostic, ce qui peut étre difficilement réalisable en cas de faible quantité ou en cas de
qualit¢ moyenne (nécrose, préleévement de petite taille ou non informatif...) du prélévement.
De plus les indications de recherche de réarrangement génétique MYC n’étaient pas définies
de la méme maniere sur la période de 2012 a 2015. Cette période correspond a la mise en
place, au laboratoire d’anatomopathologie, du marquage de la protéine MYC par
immunohistochimie.

Néanmoins les résultats que nous avons restent intéressants et pertinents car ils donnent une

image de la pratique dans notre centre sur cette période.
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Partenaire de MYC

Dans les lymphomes de Burkitt, le géne MYC est réarrangé classiqguement dans les loci de
I'immunoglobuline (IG), soit au niveau du géne de la chaine lourde IG (IGH), soit plus
rarement au niveau des génes de la chaine légere kappa (IGK) ou lambda (IGL). Au contraire,
dans les LBDGC, les réarrangements de MYC impliquent des genes partenaires de
translocation non IG jusqu'a la moitié des réarrangements, dont BCL6, PAX5, BCL11A, ou
IKAROS*®*55%112 Des études ont suggéré un impact pronostique possible du géne partenaire
IG, bien que correspondant a un groupe hétérogéene en termes d'histologie et de thérapeutique
recue®®®>112  En reprenant 574 patients avec LBDGC traités par immuno-chimiothérapie,
Copie-Bergman et al 2015 se sont intéressés a la significativité du partenaire de
réarrangement du géne MYC. Cette étude a identifié 32 patients (5,6%) avec réarrangement
double/triple-hit et 19 patients (3,3%) simple hit!®. Le géne partenaire du réarrangement
MYC était un gene 1G pour 47% des patients (n=24) et un gene non-IG pour 53% des patients.
Dans le groupe double/triple-hit, le réarrangement avec un partenaire IG était moins fréquent
dans le groupe lymphome double-hit (39%) que dans le groupe des lymphomes simple hit
(63,2%) (p=0.038). Le réarrangement du géne MYC avec un géne IG conférait un pronostic
défavorable qui se retrouvait dans les groupes simple-hit et double-hit. Le réarrangement du
géne MYC avec un géne non-1G conférait un pronostic favorable aux patients simple-hit et
double-hit, avec une survie comparable a celle des patients sans réarrangement MYC,
suggeérant ainsi, que le pronostic défavorable des patients avec lymphome simple- et double-
hit serait dd, en fait, a la présence d’un réarrangement MYC avec un gene IG.

Au vu de ces données, I’identification du partenaire de réarrangement de MYC a été étudiée
dans notre population de maniére rétrospective. Le gene partenaire de réarrangement du géne
MYC a été recherché par utilisation de sonde double-fusion MYC-IG pour 7 patients. Par cette
technique, on a pu affirmer que le gene partenaire du réarrangement était IGH pour 4 patients,
non-1G pour 2 patients et douteux pour un patient ; il n’a pas été recherché pour les 3 patients
restants. Au vu des faibles effectifs, nous n’avons pas pu réaliser de tests statistiques.
Néanmoins, il parait important pour les futures études prospectives que soit identifié le gene
cible réarrangé avec le géne MYC pour les lymphomes simple ou double-hit, afin de pourvoir

confirmer leur pronostic et de mieux comparer 1I’impact des thérapeutiques évaluées.

Caryotype
Seulement deux patients ont eu un caryotype réalisé dans le groupe double-hit. Ces deux

caryotypes étaient complexes. Dans la littérature, on note que le réarrangement de LBDGC est
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plus souvent présent dans le cas de caryotypes complexes''®! ce qui les différencie des

lymphomes de Burkitt.

4.4 Survie et facteurs pronostiques

4.4.1 Survie selon les caractéristiques cliniques

Dans notre étude 56% des patients avec lymphome double-hit sont agés de plus de 60 ans.
Dans leur étude, Oki et al 2014 ne retrouvent pas 1’dge comme étant un facteur de pronostic
alors que Petrich et al 2014 identifient ’age >60 ans comme facteur pronostique défavorable
(HR 1,62 ; 1C95% [1,177-2,234] ; p=0,003)*%>". Dans notre population de patients avec
lymphome double-hit nous n’avons pas pu étudier I’influence de 1’4ge au vu de nos faibles

effectifs.

Le performans status >2 est un facteur de survie défavorable pour les patients avec lymphome
double-hit, a la fois pour la survie globale et pour la survie sans progression dans 1’analyse
univariée et multivariée®®>’. Dans notre étude, 22% des patients avec lymphome double-hit
avaient un performans status >2, contre 14% dans le groupe LBDGC, NOS de novo. La
survie globale a 2 ans de ces patients était respectivement de 69% et 75% (p=0.85). Les
patients avec un performans status <2 ont une survie sans progression qui est 2,4 fois
supérieure a celle des patients ayant un performans status >2 (p=0.012). L’absence de
différence en survie globale dans notre étude peut étre liée a notre faible effectif.

L’impact du stade du lymphome double-hit au diagnostic sur la survie est encore a ’heure
actuelle débattu. En effet, selon Oki et al 2014, les stades Il et 1V, pris dans leur ensemble,
n’ont pas d’impact sur la survie, le stade IV seul est de pronostic défavorable, tandis que selon
Petrich et al 2014, les patients ayant un stade >III ont une survie globale significativement
plus courte (HR 2.607 ; 1C95%(1.373, 3.138) p=0.001)%¢""

On ne met pas en évidence d’impact pronostique du stade Ann Arbor (<II versus >III) sur
notre groupe total de patients (survie globale p=0,66 et survie sans progression p=0,76). Ce
résultat est nuancé par le fait que notre groupe de patients contrdle correspond a des patients
avec un stade >II. La survie globale de nos patients double-hit avec un stade étendu a 2 ans
(n=8) est de 50% contre 100% (p=0.510) pour les stades non étendus (n=1) ce qui est difficile

a interpreéter puisque le seul patient ayant un stade | était vivant.
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Au sein des lymphomes double-hit, I’existence de plus d’une localisation extra-nodale est
observée comme facteur défavorable de survie globale dans 1’étude de Li et al 2016
(HR=2.10 1C95% (1.31-3.28) p=0.002) et Petrich et al 2014 (HR 1.518 1C95% (1.099, 2.294)
p=0.014)>"%4, Pour OKi et al 2014, cette localisation n’influence pas significativement la
survie (p=0.066)°. La survie globale a 2 ans de nos 5 patients avec plus d’une localisation
extra-ganglionnaire est de 70%, elle est identique a celle des patients sans localisation extra-
nodales (p= 0,76), la survie sans progression a 2 ans est de 51% contre 80% (p=0,08).

Dans notre étude, 1’atteinte médullaire a été trouvée pour 4 patients, dont 3 appartiennent au
groupe double-hit ; nous ne pouvons pas faire d’analyse de survie a cause des faibles effectifs,
ce qui serait intéressant car 1’atteinte médullaire est notée comme un facteur défavorable®’ %
en survie globale (HR 1.91, 1C95%][1.19-3.06] p=0,008)%®. Oki et al ont montré que les
patients présentant a la fois un mauvais statut de performance et une atteinte médullaire
constituaient le groupe de patients ayant les survies les plus courtes (survie globale 2ans 17%
et survie sans progression 0%) et présentaient un plus grand risque d’atteinte méningée. Dans
notre étude, la survie globale du patient ayant un lymphome double-hit et présentant un
performans status >2 combiné & une atteinte médullaire est de 35 mois®®.

Nous ne retrouvons aucune atteinte méningée lors du diagnostic, ni a la rechute pour nos
patients avec un lymphome double-hit.

Dans notre étude, le taux de LDH est supérieur a la normale pour tous les patients avec un
lymphome double-hit. Le taux de LDH élevé est un facteur pronostique de survie globale pour
Oki et al (HR 2,21 1C95% [1,10-4,45] p=0,027) qui définissent un seuil supérieur a 3 fois la
normale®®. Petrich et al retrouvent un impact pronostique en survie globale en analyse
univariée et multivariée (HR 1,73 1C95% [1-3,02] p=0,05)°’. En revanche, pour Li et al 2016,

le taux de LDH n’est pas un facteur pronostique de survie en analyse univariée (p=0,160)%*.

4.4.2 Survie selon les caractéristiques histologique et immunohistochimique

Histologie
Petrich et al 2014 n’ont pas trouvé un impact défavorable sur la survie selon le type
histologique entre LBDGC et un lymphome de type intermédiaire entre le LBDGC et le
lymphome de Burkitt (p=0.33) de méme que OKki et al (p=0,601) et Li et al (p=0,728)%:°7:94,
Pour Petrich et al 2014, I’antécédent de LNH de bas grade, notamment le lymphome
folliculaire, n’a pas d’impact sur la survie globale (p=0.842) ainsi que pour Oki et al

(p=0.440) et pour Li et al (p=0,285)>¢"%, Dans notre groupe nous avons exclu les patients
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avec le diagnostic histologique de type lymphome intermédiaire (BCLU), 2 patients avaient
un lymphome de bas grade avant la transformation en LBDGC double-hit. Nous n’avons pas
pu déterminer I’influence de la transformation sur la survie globale.

Au regard de ces données, il apparait nécessaire d’inclure toutes les histologies dans le groupe

des lymphomes B avec réarrangement double et triple-hit dans une future étude.

Huit patients avec lymphome double-hit étaient de type GC et un patient de type non-GC. Au
sein des patients avec lymphome double-hit, le statut GC ne parait pas étre un facteur

pronostique®®°’ contrairement & ce qui a été décrit pour les LBDGC, NOS®1105,

Dans notre cohorte, le taux médian de prolifération était proche entre les 3 groupes. En
considérant un seuil >90%, le taux de prolifération n’influence pas significativement la survie
(p=0,13) pour notre population de LBDGC tout confondu. Dans 1’étude de Oki et al 2014, le
taux d’expression de Ki67 n’impacte pas non plus la survie des patients avec un lymphome
double-hit®®.

Immunohistochimie

Les patients LBDGC double-expresseur ont une survie plus courte que les patients LBDGC
sans double expression, (la survie globale a 5 ans est de 30% a 52% vs 75% (p=0,0001); la
survie sans progression a 5 ans est de 27% a 46% vs 73% (p=0,0001)%193%° Néanmoins leur
survie est meilleure que celle des LBDGC double-hit : la survie globale a 5 ans est de 36% vs
27%, et la survie sans progression a 5 ans est de 32% contre 17% pour patients avec
lymphome double-hit®113,

Dans I’é¢tude de Hu et al 2013, I’expression de la protéine MYC seule (versus MYC négatif)
et de la protéine BCL2 (versus BCL2 négatif) a isolément un impact sur la survie globale et
sur la survie sans progression. D’aprés les auteurs, cette valeur pronostique semble étre plutot
lice a la présence de patients double-expresseur au sein de ces groupes de patients. De fait,
aprés avoir exclu les patients double-expresseur, aucune de ces deux protéines ne gardait

d’impact sur le pronostic de survie®.

4.4.3 Survie selon les caractéristiques cytogénétiques

Gene MYC
Le réarrangement isolé du géne MYC dans les LBDGC simple-hit est un facteur dont le role

pronostique est assez controversé, la plupart des études ont montré une valeur pronostique
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défavorable de ce facteurl#3445089118119 " alors que d’autres études n’ont pas observé
d’impact du réarrangement isolé du géne MYC sur la survig®100112115,

Dans 1’étude de Valera et al 2013, I’amplification du géne MYC, et non le gain de MYC est
associée a un pronostic défavorable ce qui n’est pas confirmé dans 1’étude de Landsburg et al
2016. L’effet pronostique défavorable sur la survie de SHL quel que soit le géne partenaire est
comparable a celui de DHT chez des patients traités par R-CHOP (survie globale a 2 ans
p=0,13, survie sans progression a 2 ans p=0,12)59:10,

D’autres études ont montré que le pronostic défavorable associé¢ au réarrangement du geéne
MYC est associ¢ a la présence concomitante d’un réarrangement des genes BCL2 et
BCL643'55’101.

Copie-Bergman et al ont souligné 1I’importance de la nature du partenaire de translocation du
géne MYC sur la survie. Lorsque ce partenaire est le géne des immunoglobulines (IG), la
survie des patients est diminuée'?°. Dans une étude récente publiée en 2015, Copie-Bergman
et al confirment que le réarrangement du géne MYC avec un partenaire IG a un impact
défavorable sur la survie globale!®.

Parmi les 50 cas évalués dans cette étude, le géne partenaire de la translocation MYC était un
géne 1G dans 24 cas et un géne non-1G dans 26 cas. Les patients MYC-IG avaient une survie
globale plus courte que les patients MYC-nonlG (p=0,0002), alors qu’il n’y avait pas de
différence de survie globale entre les patients MYC-nonIG et les patients MYC-normal.
L’impact du réarrangement du géne MYC-IG sur la survie sans progression est indépendant du
score IPI et du statut GC/non-GC en analyse multivariée. Cette étude confirme aussi que le
réarrangement du gene MYC-IG dans un contexte de double-hit (réarrangement BCL2 ou
BCL6) reste un facteur pronostic défavorable sur la survie. Cette étude montre également que
la survie globale ne différe pas entre les patients simple-hit avec partenaire IG (p=0,0175) et

les patients double-hit avec partenaire 1G (p=0,0023).

Lymphomes double-hit
Notre population de patients avec lymphome double-hit comprenait 7 patients double-hit
MYC/BCL2, 1 patient triple-hit et 1 patient double-hit MYC/BCL6. Dans ce contexte, il ne
nous était pas possible de mettre en évidence une différence de survie ou de non infériorité
entre les différents groupes de réarrangement du gene MYC.
Dans 1’étude de Copie-Bergman et al 2015, I’absence de valeur pronostique des double-hit
MYC en analyse multivariée est inattendue, étant donné que la majorité des études publiées

ont décrit les lymphomes double-hit comme étant agressifs, de mauvais pronostic de survie et
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résistants a la chimiothérapie conventionnelle**535860.105 Gj 1°on exclut les patients double-hit
MYC/BCL6 dans I’étude de Copie-Bergman et al 2015, on retrouve le statut pronostique
défavorable des double-hit et triple-hit MYC/BCL2 sur la survie globale (p=0.0055) et sur la
survie sans progression (p=0.027) en analyse multivariée!®.

Pour les lymphomes double-hit, I’impact du second réarrangement associ¢ (BCL2 ou BCL6)
sur le pronostic de survie est controversé, certains auteurs retrouvant les réarrangements
MYC/BCL6 associés a un meilleur pronostic de surviel'®, d’autres auteurs retrouvant ces
réarrangements associés a de moins bons pronostics de survie'® et d’autres auteurs encore ne
trouvent pas de différence de pronostic de survie avec les réarrangements MYC/BCL2%:57:94,
L’impact des triple-hit est également controversé, certains auteurs retrouvant les triple-hit

associés a un moins bon pronostic de survie'®

alors que d’autres auteurs ne trouvent pas de
différence de pronostic de survie entre les triple-hit et les double-hit®:°7%,

On retrouve 89% de double-expresseur parmi les patients avec lymphome double-hit. Au sein
des LBDGC double-hit, Li et al ne retrouvent pas d’impact de la protéine MYC sur le
pronostic de survie (p=0,87), ceci est également vrai pour I’expression de BCL2 (p=0,270) et

pour la co-expression de MYC-BCL2 (p=0,42)%.

L’entit¢ des LBDGC double-hit semble hétérogene. Cette population ne differe pas
significativement des LBDGC sur le plan clinique ni sur le plan histologique. Leur
identification ne peut donc pas se faire sur la base des criteres cliniques-biologiques ou
histologiques.

Les résultats concernant la recherche d’identification de facteurs pronostiques cités dans les
études ci-dessus sont discordants. Seuls le performans status, le score IPI élevé et I’atteinte
neuro-méningee ont une valeur pronostique sur la survie globale. L’histologie (BCLU vs
LBDGC) et le caractere transformé ne sont pas des facteurs pronostics de la survie.

Ces résultats soulignent 1’hétérogénéité des lymphomes double-hit au sein de la nouvelle
entité décrite par la classification de I’OMS de 2016. Cela est renforcé au vu de la discordance
des résultats concernant 1’identification de facteurs pronostiques tant sur le plan clinique

qu’histologique.

4.5 Traitements

Dans le groupe des patients avec lymphome double-hit, un patient a recu un traitement R-
CHORP et les autres ont recu un traitement par chimiothérapie intensive (R-COPADEM, R-
DA-EPOCH ou RCHOP-MTHX). Comme le montrent de nombreuses études, le pronostic
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des patients avec lymphome double-hit traités par R-CHOP est mauvais, la survie médiane
variant de 4,5 mois a 21 mois selon les études*3°9-°291.9  Aycune étude prospective étudiant
la comparaison entre le traitement par R-CHOP et d’autres immuno-chimiothérapies
intensives n’a été¢ publiée a ce jour. De fagon étonnante, 1’unique patient de notre cohorte
double-hit traité par R-CHOP est le patient présentant une survie globale de 18,8 mois (score
IP1 1 au diagnostic, PS <2 au sein du groupe) et une survie globale a 2 ans de 100%.

Parmi les premiéres études rétrospectives, Le Gouill et al en 2007 ont étudié 16
patients présentant un double réarrangement MYC/BCL2. Parmi eux, 7 ont recu une
chimiothérapie de type COPADEM, 3 patients ont bénéficié d’une intensification
thérapeutique avec autogreffe de CSP et 2 patients ont bénéficié d’une allogreffe de moelle
osseuse. Malgré ces chimiothérapies intensives, les patients avaient une médiane de survie
tres faible (inférieure a 1 an) ; les médianes de survie globale et de survie sans progression
étaient respectivement de 5 et 4 mois. La médiane de survie globale pour les patients greffés
(n=5) était de 7 mois contre 4 mois pour les patients non greffés (n=11),

L’¢étude rétrospective de 2003 a 2015 menée par Li et al 2016 comprenait 157 patients
double-hit dont 49 patients avaient une transformation de LNH folliculaire. La médiane de
survie globale des double-hit était de 19 mois. 38% des patients (n=54) ont recu un traitement
standard par R-CHOP et 48% (68 patients) ont eu une chimiothérapie plus intensive qui était
soit du R-EPOCH (34 patients) soit du hyper-CVAD (34 patients). Les patients traités par R-
EPOCH montraient une meilleure survie globale, mais cette différence de survie avec les
patients traités par R-CHOP n’était pas statistiquement significative (HR 1,27, IC 95% 0,61-
2,60, p=0,545)%,

L’étude rétrospective réalisée entre 2003 et 2013 au centre médical MD Anderson
(Houston, US) par OKi et al 2014 comporte 129 patients double-hit. Dans cette série, 44
patients ont recu un traitement standard de type R-CHOP, 28 patients ont recu un traitement
R-EPOCH et 34 patients un traitement R-CVAD/M. Le taux de RC était significativement
plus élevé pour les patients traités en premiére ligne par R-EPOCH (68%) ou R-Hyper-
CVAD/M (68%) que pour ceux recevant un traitement par R-CHOP (40%) (p=0.01). Sur
I’ensemble de la cohorte, la médiane de survie sans progression et celle de survie globale sont
respectivement de 8 et 18 mois. Les patients traités par R-EPOCH présentaient une meilleure
survie que ceux traités par R-CHOP comme le montre la survie sans progression a 2 ans qui
est respectivement de 67% et 20% (HR 0,35, 1C95%= 0,17-0,72, p =0.004) ainsi que la survie
globale a 3 ans qui est respectivement de 76% et 35 % (HR 0,43, 1C95%= 0,18-1,03, p

=0.057). Dans cette étude la définition de double-hit comprenait la translocation de MYC,

91



BCL2 et/ou BCL6, mais aussi la présence de copies supplémentaires de ces mémes genes.
L’histologie de la population n’était pas homogene ; les patients LBDGC de novo
représentaient 65% des patients, les autres histologies étant BCLU, transformation folliculaire
et lymphome folliculaire grade 3°.

Petrich et al 2014 ont identifié dans une large étude rétrospective non randomisee 311

patients avec un lymphome double-hit sur 23 centres académiques de 2000 a 2012. La
médiane de survie sans progression et celle de survie globale de 1’ensemble de la population
sont respectivement de 10,9 et 21,9 mois.
En traitement de premiére ligne, 100 patients (32%) ont eu un traitement standard par R-
CHOP et les autres patients ont regus un traitement intensif soit par R-EPOCH (64 patients ou
21%), soit par R-Hyper-CVVAD (65 patients ou 21%), soit par R-CODOX-M (42 patients ou
14%), soit par R-ICE (9 patients ou 3%). La médiane de survie sans progression est meilleure
lorsque les patients ont recu un traitement autre que R-CHOP 21,6 vs 7,8 mois ; p=0,001,
mais les taux de survie globale ne différent pas (p = 0,564). La comparaison de chaque autre
type de chimiothérapie au traitement R-CHOP montre une survie sans progression
significativement supérieure ; RCHOP vs Hyper CVAD (p=0,001); vs CODOX-M/IVAC
(p=0,036); vs R-DAEPOCH (p=0,0463). La population n’était pas homogene, les LBDGC
constituant 50% des patients. L'impact pronostique d’un traitement initial plus intensif se
confirmait en analyse multivariée sur la survie globale (HR= 0.53; (IC95% CI 0.29-0.98,
p=0,042). Malgré I’absence d’impact sur la survie, les traitements intensifs de type R-
DAEPOCH et R-Hyper-CVAD permettaient de mettre plus de patients en réponse compléte
que le traitement par R-CHOP (p<0,05)°’.

4.6 Autogreffe

Dans notre groupe, 6 patients ont eu une autogreffe : un patient en 1% ligne et 5 au-dela de la
2°M ligne. Les médianes de survie globale et de survie sans progression des patients
autogreffés sont respectivement non atteinte et 6 mois. Les taux de survie globale et de survie
sans progression a 2 ans sont respectivement de 67% et 17%.

Parmi nos patients double-hit, 3 patients ont été greffés. Les taux médians de survie globale et
de survie sans progression des patients autogreffés sont respectivement de 19 et 6,1 mois. Les
taux de survie globale et de survie sans progression a 2 ans sont tous les deux de 33%.

Dans I’étude de Oki et al 2014, 24 des 129 patients (soit 18,6%) ont eu une autogreffe. Le
taux de greffe en premiere ligne était significativement plus élevé dans le bras R-DA-EPOCH

(50%) que dans le bras R-CHOP (4%) (p<0,001), puisque le taux de reponse compléte était
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plus important dans le groupe de R- DA-EPOCH. Les auteurs ajoutent, que du fait du
caractere rétrospectif de 1’étude, les praticiens peuvent avoir été influencés et avoir plus
fréquemment proposé une autogreffe aux patients recevant un traitement intensif. L’analyse
univariée montre que la SSP est longue lorsque les patients ont recu du R-DA-EPOCH avant
la greffe plutét que du R-CHOP (HR 0,38, p = 0,008). En revanche, la greffe en premiére
ligne (n=23) pour les patients en réponse complete (n = 71) n’apporte pas de bénéfice de
survie (survie globale a 2ans : 70% dans les 2 groupes et survie sans progression a 2 ans :
68% et 53% respectivement (p=0,133))%°.

Cette donnée était retrouvée dans 1’étude de Petrich et al 2014, (n=311), la greffe en premiére
ligne n’apporte pas de bénéfice de survie globale (p = 0.14) chez les patients en RC, quel que
soit le type de greffe (auto- ou allogreffe, p=0,302). On retrouve un taux de greffe de 27%,
dont 39 patients (10%) d’autogreffe en 1°® rémission compléte et 14 patients allogreffés en
1% RCY,

Sur les 157 patients double-hit de Li S. et al 2016, 39 patients ont été greffés, dont 31
autogreffés (20%) et 8 allogreffés. La greffe de cellules souches (autogreffe n=31, allogreffe
n=8) est identifiée comme facteur de bon pronostic de survie globale (HR 0,42, 1C95% =
0,29-0,78, p=0,0003). Néanmoins, en étudiant la significativité de la greffe sur la survie
globale en fonction de la réponse a la premiere ligne (RC réponse compléte, RP réponse
partielle et RP réfractaire primaire), seuls les patients RP recevant une greffe amélioraient
significativement leur survie globale versus I’absence de greffe (SG médiane : non atteinte
versus ~10 mois, p= 0,003). Le bénéfice ne se retrouve pas pour les patients en réponse

compléte (p=0,963) mais pour les patients en RP (p=0,09) a I’issue de la premiére ligne®*.

Ces résultats sont proches de ce que nous avons trouvé dans notre cohorte. La possibilité
d’extraire des conclusions a partir de nos résultats est limitée du fait du faible effectif de notre
groupe double-hit dans la cohorte, et c’est également pour cela que nous n’avons pas réalisé
de tests statistiques. Il est important d’augmenter le nombre de patients de 1’échantillon étudié
car de plus nombreuses données permettraient d’identifier un sous-groupe de patients avec un

mauvais pronostic a autogreffe.
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5 CONCLUSION

Les lymphomes double-hit sont de mauvais pronostic, leur survie est améliorée par des
traitements plus intensifs que le traitement standard par R-CHOP. Il est nécessaire de guider
ce choix selon les comorbidités du patient, une étude randomisée R-DA-EPOCH vs R-
COPADEM pourrait nous aider dans le choix du traitement de 1°¢ ligne. Le bénéfice de
I’autogreffe en premicre ligne n’est pas certain, mais cette consolidation chez des patients en
réponse compléte apres rattrapage reste toujours bénéfique. Afin de connaitre des données
statistiquement solides sur 1’absence d’intérét de ’autogreffe en 1% réponse compléte, seule
une étude prospective randomisée pourrait apporter une réponse. D’apres la littérature,
I’allogreffe est rarement utilisée ; dans notre cohorte, aucun patient n’en a bénéficié et il est
difficile de conclure sur son intérét potentiel.

Les patients en réponse compléte ont une survie longue, d’ou I’intérét d’introduire de
nouveaux traitements pour favoriser cette réponse pour ce type de lymphome. A ce titre, les
lymphomes double-hit présentent 2 cibles de choix pour I’immunothérapie que sont les
protéines MYC et BCL2.

Des inhibiteurs de la protéine BCL2 comme le navitoclax et le venetoclax ont montré une
réponse sur quelques patients réfractaires. En ce qui concerne la surexpression de la protéine
MYC, I’inhibition des protéines aurora kinase A et B qui sont surexprimées secondairement a
I’expression de MYC permet la restitution de ’apoptose cellulaire. En phase I, 1’inhibition
sélective d’aurora kinase A par I’alisertib chez des patients réfractaires est bénéfique.?
L’inhibition de BET bromodomain a aussi son intérét sur les signaux de transduction liés au
géne MYC. Deux molécules GSK525762 et CPI0610 feront 1’objet d’étude en Phase T (essais
cliniques NCT01943851 et NCT01949883).

Les innovations thérapeutiques récentes tels que les BITES (anticorps bispécifique) (essai
cliniqgue NCT02454270) et les CART cells (chimeric antigen receptor T cells : lymphocytes T
cytotoxiques modifiés) (essai clinique NCT02737085) visant a restituer I’immunité anti-
tumorale font 1’objet d’essais pour les LBDGC réfractaires.

Une meilleure compréhension et identification des patients a mauvais pronostic de survie est
primordial. L’avenir nous fournira les nouveaux traitements cibles pour la prise en charge de

ces lymphomes de mauvais pronostic.
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ANNEXES

Annexe 1: Classification d'Ann Arbor (Lister et al., 1989)

Stade | Atteinte d'une seule aire ganglionnaire.
IE : atteinte localisée d'un seul territoire extra-ganglionnaire.
Stade Il Atteinte de deux ou plusieurs aires ganglionnaires du méme co6té du
diaphragme.

IIE : atteinte extra-ganglionnaire unique avec une ou plusieurs aires
ganglionnaires du méme coté du diaphragme.

Stade I11 Atteinte ganglionnaire sus et sous diaphragmatiques.
I1IS : avec atteinte splénique.
I1IE : avec atteinte extra-ganglionnaire localisée.

Stade IV Atteinte viscérale avec au moins une atteinte ganglionnaire, ou atteinte
médullaire.

A : absence de symptdme B, B : présence de symptdmes B (amaigrissement inexpliqué de
plus de 10 % du poids du corps en moins de 6 mois ou une fievre inexpliquée >38°C de plus
de 8 jours ou des sueurs nocturnes profuses).
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Annexe 2: Echelle du performans status (Oken, Martin M. M.D.; Creech, Richard H. M.D.; Tormey, Douglass C. M.D.,
Ph.D.; Horton, John M.D., Ch B.; Davis, Thomas E. M.D.; McFadden, Eleanor T.; Carbone, 1982)

Indice Description

0 Asymptomatique

1 Symptomatique, limitation pour les activités physiques soutenues
2 Symptomatique, alitement moins de 50% de la journée

3 Symptomatique, alitement plus de 50% de la journée

4 Alitement permanent

5 Déces
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Annexe 3:Classification OMS 2008 des hémopathies B matures (Campo et al., 2011)

Mature B-cell neoplasms
Chronic lymphooytic leukeminismall mphocytic lymphoma
B-cel probymphoaytic leukemin
Splenic marginal zone lymphaoma
Hairy cell leukemin
Splenic diffuse red pulp small B-cell lymphoma®
Hiiry cell l=ukemin vorian®
Lymphoplasmacytic lmphoma
‘Waldersindm macroglabulinemia
Heavy dhoin dissases
1 Heavy dhain dis=nse
y Heovy chain disease
1 Heavy chain disease
Plasma oedl myeloma
Sadlitary plasmocyloma of bone:
Extrocssecws plasmacytomo
Extrancdal manrginal zone ymphoma of mucosa-nssodnied lymphoid lissue [MALT kmphomal
Modal merginal zone lymphoma
Pediatric nodal marginal zone lymphoma®
Folkcular iymphoma
Pediatric fallicular lymphoma®
Primary cutaneouws follicle centre ymphoma.
Mante cell ymphoma
Diffuse large B-cell ymphoma (DLBCL), NOS
T-cellhistiocyle rich large B-oedl lymphoma
Primary DLBCL of #he CNS
Primary cutansous. DLBCL, leg ype:
EBV-positve: DLBCL of the eldedy™
DLBCL associated with chronic inflammation
Lymmmhe ad| | }
Primary mediastinal {thymic) large B-ozll ymphoma
Intrevasculor large B-cel ymphama.
ALK-positive lamge B-cell lymphoma
Flasmablasic mphoma,
Langs B-cell ymphoma ansing in HHVE-associaled multicenbric Casti=man disease
Burkitt mphoma
B-cel lymphoma, unclassifable, with features intemmediate between diffuse lamge B-cell ymphoma and Burkitt lymphoma
B-oell lymphoma, unclassifable, with features inkemme-diate between difiuse luge B-oell ymphoma and dassical Hodgkin lymphoma
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Annexe 4: Classification OMS 2016 des hémopathies B matures (Swerdlow et al., 2016)

Matum B-coll neoplasms
Ghronio kmphooyio low ke missmall mo hoogtio lymphoma
Monaclonal B-cal ymphocyoss®
B-oall prolymph ooySo heulsmin
Salenic margnal zona pmpohoma
Hairy oall loukamia
Spibne Booll ymphomabwkomo, uncinssfnbis
Splanic difuse md pulp small B-call lymphoma
Hary coll bukomin-varmnt
Ly phoplasmacysio lyn phoma
‘Waldonstrém macroglobuling ma
Monaclonal gammapathy of undeformined signifiaan o (MGLES), lgh™
. harey-chain disosse
5 haaw-dhan dsassa
a hamychan deossa
Monoclonal gammapathy of undetermined signifioen o (MGLS), lgGas
Flasma call myaloma
Salitary plasmacyioma of bona
Exramssous plesmacgyioma
Monaclonal imm unoglobulin doposifion disossns®
Extranod al marginal zone ymphoma of muoosa-assndated pmphoid tesue
MALT byrngharnaal
Modal mamginal zona lymphioma
Padintr nodal margnal zone ymphomas
Fallioular bgnphoma
Iin sty follicular neo piesia®
Duodenal-typ e foliolar lpmphoma®
Padasc-typs foliouar lpmphoma*
Large B-aol lymphoma with 74 roarmng amant®
[Primary cutanea us follichs cortar imp homa
Marta call lpmphoma
Iin situ mantin coll neoplasia®
Diftusa largn B-call ymphoma {DUBCL), NOS
Garmnal comer B-call typa”
At ad B-call type®
T-mltismoyie-noh largs B-oall ymphoma
Primary DLBCL of $ho contral nervous systom §CHS)
[Primary cutanaous DLBCL, ieg typa
Emy + DLBCL, NOS*
EBV" mucocutansous woar
DUBCL associmted with chronic infammation
Lymphoma toid granuloma oz
Primary mediastinal {Swmic) lerge B-oall lgnphoma
Intm sesoular lamga B-a lymph oma
ALK lamge Bl lymphama
[Plazzsmabinssio lympho ma
Primary effusion kmp homa
Mt DLBCL NOS*
Bt byrmpha ma
Burkifiky [pmphoma wifr | 1q absraton”
High-gmde B-call lgnphoma, with WYC and BCL 2and/or BCLE ma mangemams™*
High-gmde B-al lymphoma, NOS*
B-oall lymp homa, unclassifiabla, with fastures imermadiate batwaaon DLBCL and
classical Hodgkin g phoma
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RESUME

La révision de 2016 de la classification OMS des lymphomes définit une nouvelle entité de lymphomes
agressifs intitulés lymphomes de haut grade avec translocation impliquant les génes MYC-BCL2 et/ou
BCL6 (aussi appelés lymphomes « double-hit »), représentant moins de 10% des lymphomes B diffus a
grandes cellules (LBDGC). Ces lymphomes sont agressifs et nécessitent des traitements intensifs. Des
questions persistent concernant la stratégic pour diagnostiquer ces lymphomes et I’impact des
thérapeutiques intensives sur la survie des patients. Notre étude rétrospective réalisée sur le centre
hospitalier universitaire de Tours de 2012 a 2015 a inclus au total 42 patients dont : 9 patients avec
LBDGC « double-hit » traités de maniere intensive, 4 patients avec LBDGC avec double expression de
MYC-BCL2 et 29 patients LBDGL, NOS de novo de stade >II, agés de moins de 70 ans. Les patients
avec lymphomes double-hit ont une présentation initiale comparable a celle des patients LBDGC NOS :
22% présentent un performans status >2 (contre 14%) ; 89% ont un stade 111 et IV (contre 86%) ; 56%
présentent au moins deux localisations extra-ganglionnaires (contre 55%) ; 100% ont un taux de LDH
élevés (contre 83%) ; 89% ont un score IPI éleve (contre 62%). Nous avons observé que les lymphomes
double-hit étaient plus freqguemment de type GC (89% contre 43%). 89% des patients double-hit ont
recu un traitement intensif contre 17% dans le groupe LBDGC, NOS, et 6 patients ont été autogreffeés.
Sur une durée médiane de suivi de 22 mois [5-58], 3 patients ont rechuté, dont une rechute neuro-
méningée, et 11 sont décédes. Leur survie globale a 2 ans est plus courte : 53% pour les lymphomes
double-hit, 50% pour les lymphomes double-expresseur contre 84% chez les patients LBDGC, NOS
(p=0.052). Cette ¢tude confirme d’une part la rareté de ces lymphomes et d’autre part leur mauvais
pronostic. Afin de définir les facteurs prédictifs des lymphomes double-hit et pour identifier de
nouvelles cibles thérapeutiques il serait nécessaire d’envisager de réaliser des études prospectives
incluant un plus grand nombre de patients.
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Résumé :

La révision de 2016 de la classification OMS des lymphomes définit une nouvelle entité de lymphomes
agressifs intitulés lymphomes de haut grade avec translocation impliquant les génes MYC-BCL2 et/ou
BCL6 (aussi appelés lymphomes « double-hit »), représentant moins de 10% des lymphomes B diffus a
grandes cellules (LBDGC). Ces lymphomes sont agressifs et nécessitent des traitements intensifs. Des
questions persistent concernant la stratégie pour diagnostiquer ces lymphomes et I’impact des
thérapeutiques intensives sur la survie des patients. Notre étude rétrospective réalisée sur le centre
hospitalier universitaire de Tours de 2012 a 2015 a inclus au total 42 patients dont : 9 patients avec
LBDGC « double-hit » traités de maniére intensive, 4 patients avec LBDGC avec double expression de
MYC-BCL2 et 29 patients LBDGL, NOS de novo de stade >II, agés de moins de 70 ans. Les patients
avec lymphomes double-hit ont une présentation initiale comparable a celle des patients LBDGC NOS :
22% présentent un performans status >2 (contre 14%) ; 89% ont un stade Ill et IV (contre 86%) ; 56%
présentent au moins deux localisations extra-ganglionnaires (contre 55%) ; 100% ont un taux de LDH
élevés (contre 83%) ; 89% ont un score IPI élevé (contre 62%). Nous avons observé que les lymphomes
double-hit étaient plus fréqguemment de type GC (89% contre 43%). 89% des patients double-hit ont recu
un traitement intensif contre 17% dans le groupe LBDGC, NOS, et 6 patients ont été autogreffés. Sur une
durée médiane de suivi de 22 mois [5-58], 3 patients ont rechuté, dont une rechute neuro-méningeée, et 11
sont décédés. Leur survie globale a 2 ans est plus courte : 53% pour les lymphomes double-hit, 50% pour
les lymphomes double-expresseur contre 84% chez les patients LBDGC, NOS (p=0.052). Cette étude
confirme d’une part la rareté de ces lymphomes et d’autre part leur mauvais pronostic. Afin de définir les
facteurs prédictifs des lymphomes double-hit et pour identifier de nouvelles cibles thérapeutiques il serait
nécessaire d’envisager de réaliser des €études prospectives incluant un plus grand nombre de patients.
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