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Introduction

Le génome supporte au sein des gènes l’information codant pour les protéines nécessaires à
la vie des cellules. Il est constitué par des molécules d’acide désoxyribonucléique (ADN) bica-
ténaires formant les chromosomes. L’altération des séquences nucléotidiques peut survenir au
cours de la vie cellulaire, il s’agit de mutations du génome. L’identification et la classification
de ces mutations ont permis de mettre en évidence la responsabilité de certaines d’entre elles
dans la transformation maligne des cellules. Ces mutations sont appelées des mutations conduc-
trices. Grâce à l’identification et la caractérisation de ces mutations conductrices, la recherche a
pu développer des molécules chimiques permettant d’agir sur les isoformes protéiques mutants
produits par ces gènes mutés. Ces molécules ont pour objectif de contrer l’action pathogène des
mutations driver ou conductrices et ainsi de les rendre actionnables. L’utilisation des méthodes
de séquençage de l’ADN sur les cellules néoplasiques des patients atteints de cancer a permis
de détecter ces mutations actionnables et d’ouvrir la voie à une nouvelle façon de traiter ces
pathologies : la médecine de précision. Cette médecine se propose de personnaliser le traitement
des patients en fonction des mutations actionnables identifiées sur le génome tumoral de leurs
cellules néoplasiques.

Le lymphome B diffus à grandes cellules (LBDGC) est une néoplasie du tissu hématopoïétique
portant sur les lymphocytes B. En Europe, il s’agit du lymphome le plus fréquent. Son incidence
se stabilise mais son pronostic reste péjoratif malgré une récente amélioration. Actuellement, son
diagnostic se fait essentiellement par l’étude cytologique, histologique et immunohistochimique
du tissu tumoral biopsié chez le patient. Ces dernières années, la physiopathologie de ce lym-
phome s’est enrichie de nouvelles découvertes réalisées au niveau moléculaire. Ces découvertes
ont permis de mieux comprendre la lymphomagénèse de ce lymphome, de mieux distinguer les
différents sous-types regroupés au sein du LBDGC, d’identifier des marqueurs pronostiques, et
de trouver de nouvelles thérapies. Dans la première partie de cette thèse, je présenterai ces der-
nières études.

Afin, lors du diagnostic, de mieux caractériser ce type de cancer, et afin de faire bénéficier aux
patients des meilleurs traitements, nous avons décidé de développer une méthode de séquençage
adaptée aux gènes mutés dans cette pathologie. Nous avons séquencé les gènes EZH2, TP53,
MYD88, CARD11 et CD79B dans les échantillons tumoraux de dix patients. Les caractéristiques
cliniques et pathologiques de ces dix patients sont étudiées dans la deuxième partie consacrée au
matériel. Dans la troisième partie, je détaillerai la méthode qui nous a permis de séquencer ces
gènes. Elle se base sur l’automate de next generation sequencing (NGS) MiSeq, un appareil de
séquençage massivement parallélisé, qui permet de séquencer simultanément plusieurs gènes de
plusieurs patients, avec une précision suffisante. Les résultats présentés dans la quatrième partie
sont discutés et mis en perspective avec les connaissances sur le LBDGC, dans une dernière
partie : la discussion.
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Partie 1

Revue de la littérature

1.1 Introduction

Cette première partie se propose d’étudier la littérature concernant les lymphomes B diffus à
grandes cellules (LBDG) et les modifications génétiques impliquées dans leurs lymphomagénèses.

1.2 Les lymphomes B diffus à grandes cellules

1.2.1 Définition
Les lymphomes B sont des proliférations clonales de lymphocytes B. Les lymphomes B diffus à

grandes cellules (LBDGC) correspondent à un groupe très hétérogène de lymphomes B agressifs.
Ils sont unifiés par l’aspect cytologique de leurs lymphocytes B qui sont de grandes tailles.
L’aspect architectural de leur prolifération est quant à lui diffus.

1.2.2 Épidémiologie
L’incidence annuelle sur la population mondiale pour 100.000 habitants est de 4,5 chez

l’homme et de 2,2 chez la femme. Le sex-ratio est proche de 2 (homme/femme).
L’âge médian d’incidence se situe aux alentours de 70 ans (69 ans chez l’homme et 74 ans

chez la femme). Certaines formes comme le LBDGC primitif du médiastin peuvent néanmoins
survenir plus tôt et il n’est pas rare de retrouver une incidence chez le jeune ou même chez
l’enfant [2].

1.2.3 Classification OMS 2008
Des traits morphologiques, cliniques et biologiques ont permis une subdivision au sein des

LBDGC. La majorité de ces processus néoplasiques n’ont cependant pas de caractère patholo-
gique propre et sont classés en NOS (not otherwise specified) par la quatrième édition (2008) de
la Classification des tumeurs des tissus hématopoïétique et lymphoïde de l’Organisation mondiale
de la santé (OMS) [3].

Néanmoins, une distinction doit être faite entre les LBDGC de novo et ceux issus de la trans-
formation de lymphomes moins agressifs tels que la leucémie lymphoïde chronique/le lymphome
lymphocytique (syndrome de Richter) [4], le lymphome folliculaire (LF) [5], les lymphomes de la
zone marginale (LZM) ou le lymphome de Hodgkin.

La Classification OMS 2008 distingue onze variants regroupés dans quatre groupes, qui sont :
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— Les lymphomes B diffus à grandes cellules, sans autres spécificités (LBDGC-NOS), sub-
divisés en trois variants morphologiques : le centroblastique [6], l’immunoblastique [7] et
l’anaplasique [8].

— Les LBDGC avec une localisation extra-nodulaire prédominante tels que : le LBDGC
primitif du médiastin, le LBDGC intravasculaire, le LBDGC cutané de type jambe, le
LBDGC primitif du système nerveux central et la granulomatose lymphoïde.

— Les LBDGC à cellules B différenciées.
— Les formes frontières.

1.3 Les lymphomes B diffus à grandes cellules NOS

Il s’agit du sous-groupe de LBDGC le plus fréquent. Beaucoup d’études lui sont consacrées.

1.3.1 Clinique
La pathologie se déclare par des adénopathies volumineuses dans environ 60 % des cas, par

une atteinte de l’anneau de Waldeyer dans 10 % des cas, par une localisation extra-nodale dans
environ 30 % des cas [9]. Cette dernière présentation correspond notamment a une atteinte au
niveau du tractus gastro-intestinal, de la rate, de la moelle osseuse (dans 11 [10] à 27 % des cas,
ce qui est de mauvais pronostic [11]), des testicules, des glandes salivaires, de la thyroïde, du foie,
des reins et de la surrénale.

Les adénopathies sont le plus souvent supérieures à 2 cm. Elles sont indolores et évoluent de
façon chronique.

Les symptômes généraux principalement identifiés sont une hyperthermie, des sueurs profuses,
un amaigrissement (signes B) et une asthénie.

Les syndromes de masse entraînés par la prolifération néoplasique sont de symptomatolo-
gies diverses. Tous les organes peuvent être touchés. La prolifération peut provoquer leur dys-
fonctionnement. On peut constater, par exemple, un envahissement médullaire avec un tableau
d’insuffisance médullaire [12], un syndrome de masse thoracique entraînant un syndrome cave
supérieur [13], des déficits neurologiques par compression médullaire [14], des troubles du rythme
cardiaque par envahissement du faisceau de His [15], des troubles endocriniens tels qu’une maladie
d’Addison par envahissement des surrénales [16].

Les LBDGC peuvent également induire des syndromes paranéoplasiques tels que des syn-
dromes inflammatoires [17], des syndromes neurologiques centraux [18] et périphériques [19], des
érythrodermies [20] et des lésions ostéolytiques [21].

1.3.2 Examen anatomopathologique
Après avoir éliminé un diagnostic différentiel, notamment infectieux dans le cadre d’une

adénopathie, il convient si possible de réaliser une biopsie de la masse et un examen anatomo-
pathologique afin de caractériser le type de néoplasie.

Examen histologique

Quelque soit le site atteint par la prolifération néoplasique, les caractéristiques morpholo-
giques demeurent identiques.

Les lymphocytes B néoplasiques sont de grandes tailles et envahissent de façon diffuse en
effaçant l’architecture normale des tissus sous-jacents. Des macrophages, des corps apoptotiques,
des mitoses et des zones de nécrose ou de fibrose peuvent accompagner le processus tumoral.
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La Classification OMS 2008 subdivise en trois variants morphologiques les LBDGC-NOS : le
centroblastique, l’immunoblastique et l’anaplasique.

— Le variant centroblastique est caractérisé par un aspect cytologique composé par un noyau
rond à ovale, une chromatine lâche, des petits nucléoles multiples fréquemment en périphé-
rie du noyau et un cytoplasme basophile d’abondance moyenne. Ces cellules ressemblent
aux centroblastes normaux de la zone sombre du centre germinatif. La prolifération peut
comporter un nombre variable d’immunoblastes, mais ce nombre doit être inférieur à 90%.

— Le variant immunoblastique est défini par la présence de plus de 90 % d’immunoblastes qui
sont décrits comme composés par un noyau rond, une chromatine lâche ou marginée, un
nucléole unique proéminent et central et un cytoplasme abondant le plus souvent excentré
par rapport au noyau. Ces lymphocytes peuvent parfois présenter une différenciation
plasmocytoïde. Ce variant s’est révélé être de mauvais pronostic [22].

— Le variant anaplasique est composé par des cellules de grandes à très grandes tailles avec
des noyaux pléïomorphes qui peuvent parfois ressembler aux cellules de Reed-Sternberg
[23]. L’architecture de l’envahissement peut être sinusoïdale. Attention, cette forme n’est
pas liée au lymphome anaplasique à grandes cellules qui est un lymphome T.

Immunophénotype

L’immunophénotype des LBDGC-NOS est très hétérogène. Ces cellules expriment le CD45 et
un certain nombre d’antigènes pan-B tels que, le CD19, le CD20, le CD22, le CD79a et le PAX-5.
Ils sont présents dans presque tous les cas, mais il se peut qu’un de ces antigènes soit absent. Il a
également été observé la perte de l’immunoglobuline de surface (Igs) [24]. La présence du CD20
est d’intérêt diagnostic, car c’est la cible des anticorps monoclonaux humanisés Rituximab.

Les marqueurs de différenciation plasmocytaire peuvent également être retrouvés, notamment
le CD38 et le CD138.

L’expression du CD30 est rare. Elle est fréquemment associée à la forme anaplasique.
Dans 10 % des cas, on retrouve l’expression de CD5 [25].
CD10, BCL6, IRF4/MUM-, LMO2, GCET1 et FOXP1 sont d’expression variable et sont pris

en compte dans des scores diagnostiques et pronostiques présentés plus loin.

1.3.3 Bilan d’extension et de retentissement
Une fois le diagnostic réalisé grâce à l’examen anatomopathologique, il convient de réaliser

un bilan d’extension. Celui-ci permet d’éviter de méconnaître une autre localisation, de servir
de référence lors du bilan d’évaluation de la réponse au traitement, d’évaluer le pronostic du
lymphome et de choisir la thérapie adaptée.

Ce bilan d’extension est constitué :
— D’un bilan d’extension topographique comprenant un scanner cervico-thoraco-abdomino-

pelvien avec mesure des masses et une tomoscintigraphie par émission de positons qui
permet de mesurer l’absorption par la ou les masses du [18]F-flurodeoxyglucose (SUV).

— D’une évaluation de l’état général et plus particulièrement de la recherche de signes B
(fièvre supérieure à 38 °C pendant plus de 8 jours, sueurs nocturnes et perte de poids
supérieure à 10 % durant les six derniers mois).

— D’examens biologiques : une numération combinée à une formule sanguine, la mesure de la
clairance de la créatinine, l’uricémie, le taux sériques de LDH et de β-2-microglobuline, la
mesure de la calcémie, les sérologies des hépatites B et C, VIH, EBV, CMV et toxoplasmose
et un examen immunophénotypique des lymphocytes circulants.

— D’un myélogramme et d’une biopsie ostéo-médullaire.
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— D’un examen cytologique du liquide céphalo-rachidien (LCR).

Les résultats de ces examens permettent de calculer le stade Ann-Arbor tel que :

Stade I
Atteinte d’une seule aire ganglionnaire.
IE : atteinte localisée d’un seul territoire Extra-ganglionnaire.

Stade II
Atteinte de deux ou plusieurs aires ganglionnaires du même côté du
diaphragme.
IIE : atteinte Extra-ganglionnaire unique avec une ou plusieurs aires
ganglionnaires du même côté du diaphragme.

Stade III
atteinte ganglionnaire des deux côtés du diaphragme.
IIIS : avec atteinte Splénique.
IIIE : avec atteinte Extra-ganglionnaire localisée.

Stade IV
atteinte viscérale (foie, poumon, moelle, os) avec au moins une atteinte
ganglionnaire, ou une atteinte médullaire.

Auxquels, une des lettres suivantes peut être ajoutée :
E : s’il y a une atteinte viscérale contiguë.
A : s’il n’y a pas de signe B.
B : s’il y a des signes B.
X : si la masse tumorale est volumineuse (Bulky > 10cm).
S : s’il y a une atteinte splénique.

Ces résultats permettent également de calculer l’Index Pronostic International ajusté à l’âge
(IPIaa) en attribuant un point pour des LDH supérieures à la normale, un point si le score
ECOG (test de performance) est supérieur à 1, et un point si le stade de Ann-Arbor est à III ou
IV.

1.3.4 Pronostic
La dernière avancée thérapeutique majeure ayant modifié le pronostic du LBDGC a été réa-

lisée par l’administration du Rituximab, un anticorps monoclonal chimérique dirigé contre le
CD20. Ce traitement administré conjointement à la chimiothérapie conventionnelle associant la
cyclophosphamide, l’adriamycine, la vincristine et la prednisone (CHOP) a permis une augmen-
tation de la survie des patients. La survie globale à 3 ans est passée de 42 % à 77 % [26]. En
France, la survie nette à 5 ans est de 58 % chez les hommes et de 61 % chez les femmes. Elle a
gagné 18 points entre les périodes 1995–1998 et 2005–2010 [2]. Malgré cette avancée, le pronostic
de ce lymphome reste sombre [27] [28], la survie à 10 ans est seulement de 43,5 % [29].

1.3.5 Génétique
L’étude des profils de survie des patients atteints de LBDGC-NOS a révélé un petit groupe ho-

mogène de patients bons répondeurs à la chimiothérapie (CHOP environ 40 %). Par la suite, une
étude a mis en évidence deux sous-groupes dans les LBDGC-NOS qui n’ont pas les mêmes profils
d’expression génique. Au moyen du clustering hiérarchique des profils d’expression génique, il
s’est avéré qu’une population de lymphocytes néoplasiques est associée au profil des lymphocytes
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B activés. Ces lymphocytes sont aussi appelés plasmoblastes et correspondent aux lymphocytes
sortant du centre germinatif en voie de différenciation vers le plasmocyte. Cette population a été
nommée ABC pour activated B cell. Une autre population s’est retrouvée séparée de la première
en se groupant au profil d’expression des lymphocytes de la zone claire du centre germinatif, ce
sous-type de LBDGC a donc été nommé GCB pour germinatif center B-cell [30]. Cette étude
a permis de conclure que ces deux sous-types de LBDGC sont originaires de lymphocytes B à
différents stades de maturation et qu’ils ont des mécanismes oncogéniques différents.

Ils ont également une évolution clinique différente ; ainsi, on retrouve une survie globale à
5 ans de 60 % pour les sous-types GCB et de 35 % pour les sous-types ABC traités par une
chimiothérapie CHOP [31] (cette différence reste observée dans les chimiothérapie de type R-
CHOP ajoutant le Rituximab à la thérapie standard [32]). La concordance avec le pronostic
cytologique a été vérifiée. Les LBDGC-NOS immunoblastiques sont plus fréquemment des sous-
types ABC et ont un pronostic plus sévère alors que les centroblastiques pures sont plus souvent
de type GCB [31].

Des anomalies cytogénétiques ont été mises en évidence pour chacun de ces sous-types. Pour
l’ABC, les anomalies cytogénétiques les plus fréquentes sont : le réarrangement du 3q27 avec
implication de BCL6 (avec une incidence de 57 % [33]), la trisomie 3 (26 %) avec implication
de FOXP1, la délétion 6q impliquant PRDM1 (dans 24 [34] à 40 % des cas [35]), la délétion
17p impliquant TP53 (dans 18 % des cas [35]), l’amplification d’une région de 18q (18q21-q22
impliquant BCL2 dans 34 % des cas [35] et 18q11.2-23 impliquant BCL2 et NFATC1 dans 54 %
des cas de cette étude [36]), la délétion du locus du gène suppresseur de tumeur INK4a/ARF sur le
chromosome 9 et l’amplification d’une région du chromosome 19. Les anomalies cytogénétiques
plus fréquentes dans les GCB sont la t(14 ;18) avec réarrangement de BCL-2 (dans 46 % des
sous-types GC [35]), l’amplification du micro ARN mir-17–92 dans le locus de MIHG1 sur le
chromosome 13, l’amplification d’une région du chromosome 12, la délétion de PTEN sur le
chromosome 10 (dans 11 % des cas) et l’amplification de REL sur le chromosome 2 (dans 17 %
des cas [37]) [38].

Des algorithmes permettant de lier les données immunophénotypiques aux sous-types géné-
tiques existent. Ils permettent d’identifier les sous-types lors du diagnostic de routine anatomo-
pathologique. L’algorithme de Hans (figure 1.1) propose de classer en sous-type GCB, les cas
de LBDGC exprimant à plus de 10 % le CD10, ainsi que les cas n’exprimant pas le CD10 mais
exprimant le BCL6 et le IRF4/MUM1 ; tous les autres cas sont considérés comme non-GCB [39]
(figure 1.1). La comparaison de ces algorithmes avec la méthode d’identification de profil d’ex-
pression génique donne des concordances allant d’environ 70 % pour l’algorithme de Hans [1]
à environ 85 % pour celui de Choi. Ce dernier utilise cinq antigènes : GCET1, CD10, BCL6,
MUM1 et FOXP1 [40].

Lors de la publication de la Classification OMS 2008 des néoplasies lymphoïdes, il n’a pas été
requis d’appliquer ces algorithmes en routine du fait de leur faible concordance avec les résultats
de profil d’expression [3] [41].

Au cours des dix dernières années, l’apparition de nouvelles méthodes de séquençage haut-
débit massivement parallélisé a permis de mieux caractériser les altérations génétiques de ces
sous-types en identifiant, avec une grande sensibilité, des mutations récurrentes du génome tu-
moral touchant un seul nucléotide. Certains de ces variants ont par la suite été confirmés comme
pathogènes et éventuellement actionnables par l’administration d’une molécule empêchant l’ac-
tion oncogène de la protéine mutante [42].
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Figure 1.1 – L’algorithme de Hans [1]

1.4 Principaux gènes retrouvés mutés dans le LBDGC-NOS

1.4.1 TP53
P53 est reconnu pour être une protéine suppressive-de-tumeur, l’absence d’expression de cette

protéine notamment en cas d’inactivation ou de délétion de TP53 (17p-) est péjorative sur la
survie dans les pathologies tumorales [43].

1.4.1.1 Épidémiologie

TP53 est muté dans plus de la moitié des cancers [44] et plus de 75 % de ces mutations sont
des mutations faux-sens [45].

Des mutations non-synonymes de TP53 ont été identifiées chez 21 % des patients atteints de
LBDGC. Ces mutations portent principalement sur les codons 248, 273, et 175. La survie des
patients ayant un p53 non muté, a été mesuré en moyenne à 94 mois, celles des patients ayant
un p53 mutés, à 53 mois [46]. La délétion de 17p a été identifiée dans 18 % des sous-types ABC
mais pas dans les sous-types GCB [35].

1.4.1.2 Fonction

TP53 code pour p53, un facteur de transcription qui orchestre la réponse cellulaire, en par-
ticulier lorsque la molécule d’ADN est endommagée [47]. Il prévient la réplication en empêchant
le passage de la phase G1 à S (verrou du cycle cellulaire, « gardien du génome » [48]). Les
différents autres signaux qui entraînent une réponse de p53 sont l’hypoxie, le stress oxydatif, les
signaux d’hyperproliférations, la déplétion en ribonucléotide, le stress réplicatif et l’attrition des
télomères.

P53 a une activité de facteur de transcription en se liant sous forme tétramérique à des sé-
quences spécifiques de l’ADN. Il entraîne la trans-activation de gènes impliqués dans la promotion
de l’apoptose, de l’arrêt du cycle cellulaire (voie de PTEN [49] et de PLK2 [50]), de la réparation
de l’ADN (voie de RRM2b), de la sénescence et de l’autophagie. Il inhibe la transcription des
gènes impliqués dans la re-programmation métabolique, la dé-différenciation et l’invasion cellu-
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laire [51] [52]. Un des gènes promu par p53 est p21 qui relaye son action de blocage du cycle
cellulaire [53]. Un autre gène promu par p53 est le gène de l’E3 ubiquitin ligase (MDM2). La
protéine MDM2 participe par ubiquitination au rétrocontrôle négatif de p53 [54] (à noter que
l’augmentation de l’expression de MDM2 est retrouvée dans les néoplasies malignes hématolo-
giques [55]). Cette ubiquitination peut être bloquée par l’acétylation des résidus lysines pouvant
également être ubiquitinés [56]. La liaison entre MDM2 et p53 est nécessaire à l’ubiquitina-
tion de cette dernière [57]. Cependant, certaines études ont montré que l’ubiquitination de p53
peut ne pas être délétère à son activité. Elle pourrait notamment permettre sa translocation
cytosolique [58], facilitant son action pro-apototique par l’intermédiaire de son action sur la mi-
tochondrie [59]. Une étude a par ailleurs prouvé que MDM2 ubiquitine la protéine Snail [60], une
protéine favorisant l’envahissement tumoral [61]. Snail serait en outre dégradée directement par
p53 [62].

1.4.1.3 Action oncogénique

TP53 est un gène suppresseur de tumeur. Son action oncogénique résulte de la perte de ses
fonctions normales. Son rôle de suppresseur de tumeur a été prouvé par l’induction, avec une
pénétrance complète, de cancer chez des souris ayant TP53 délété de façon homozygote [63].
La fonction de p53 peut être perdue à cause de différents mécanismes tels que des mutations
au sein du gène TP53 et également des lésions empêchant l’activation de p53 (par exemple des
mutations sur son propre facteur de transcription [64] ou encore des mutations sur les effecteurs
de p53 [65]).

Selon une hypothèse, certaines mutations de TP53 entraîneraient un gain-de-fonction de p53
rendant les p53 mutants oncogéniques. Ces mutants ont une action oncogénique plus forte que
si cette action avait été entraînée par le simple fait de la perte de leur fonction suppressive de
tumeur. Pour confirmer cette hypothèse, il a été prouvé que l’inhibition de la traduction des p53
mutés (ARN interférant les ARN de TP53 muté de façon homozygote) ralentit la prolifération
et augmente la survie de ces cellules [66].

Ces mutants ont été classés en deux groupes :
— Les contacts (R273H, R248Q et R248W) mutés au niveau de leur site d’interaction avec

l’ADN.
— Les structuraux (R175H, G245S, R249S et R282H) mutés au niveau d’un acide aminé

important pour leur structure.
Ces mutants ont plusieurs actions :
— Ils accélèrent le cycle cellulaire en rendant PTEN [67] et PLM oncogéniques [68] (gènes

normalement suppresseurs de tumeur ayant fonction de stabilisateur et d’activateur de
p53 [69]). Les p53 mutants sont phosphorylés sur des site qui leurs sont spécifiques, ce qui
leurs permet d’interagir avec p300 et ainsi d’accélérer le cycle cellulaire en formant une
boucle d’autoregulation positive [70].

— Ils augmentent le stress oxydatif en inhibant Nrf2, le principal facteur de transcription
impliqué dans l’expression d’enzymes anti-oxydantes [71].

— Ils entraînent une dérégulation des voies métaboliques, notamment celle du glucose, vers
l’effet Warburg, en favorisant la translocation du récepteur GLUT1 sur la membrane cel-
lulaire [72] [73] (l’intérêt thérapeutique de la metformine et des inhibiteurs de GLUT1 est
en cours d’investigation [74]). Ils activent de façon constitutive RRM2b, un gène norma-
lement activé de façon temporaire pour produire des nucléotides servant à la réparation
de l’ADN. Cela permet une synthèse nucléotidique suffisante pour soutenir la réplication
cellulaire tumorale [75]. Ils dérégulent également la voie du métabolisme des lipides par la
transcription de SREBP-1 et -2 et favorisent ainsi, l’augmentation de ce métabolisme [73].
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— Ils facilitent l’envahissement métastatique [76] [77].
— Ils augmentent la résistance à l’étoposide [78].
— Ils entraînent l’expression de gènes impliqués dans le remodelage épigénétique de la chro-

matine (MLL1, MLL2 et MOZ) qui sont eux aussi responsable de l’expression d’autres
oncogènes [79].

— Ils renforcent l’expression de REG-γ en se liant à son promoteur et concours à l’activation
de l’axe miR-130b–ZEB1, un mécanisme entraînant la transition épithélio-mésenchymateuse
dans les cancers de l’endomètre [80]. REG-γ est surexprimé dans les cancers du colon, du
sein [81] et de l’endomètre [82]. Cette protéine est également impliquée dans la protéolyse
d’enzymes ralentissants le cycle cellulaire [83] et de SRC-3 (un facteur de transcription).
Elle a également été identifiée sur plusieurs autres voies oncogéniques [84].

— Ils se lient au promoteur de miR-130b et inhibent sa transcription. Cela aboutit à l’ac-
tivation du gène suppresseur des E-cadherin BMI-1 et du gène Snail [80] permettant le
transfert épithélio-mésenchymateux et l’envahissement.

— Ils augmentent l’activité du protéasome [85]. Les cellules néoplasiques augmentent leur
production en protéine et donc, elles ont une augmentation de leur besoin en acides-
aminés. L’augmentation de l’activité du protéasome permet de survenir à ce besoin par la
protéolyse, et ainsi de maintenir une homéostasie protéique. Il semble que les mutations
gain-de-fonction de p53 permettent par l’augmentation de l’activité du protéasome d’éviter
à la cellule le stress protéique [86].

— L’isoforme mutant R248Q promeut en particulier la voie de signalisation Akt [87].

1.4.1.4 Intérêt thérapeutique

Les mutants gain-de-fonction de TP53 entraînent une résistance à l’étoposide en activant
l’expression de TDP2, un gène impliqué dans la réparation des lésions de type double brin
induites par l’étoposide [78].

Ils induisent également une résistance aux inhibiteurs du protéasome, tel le bortezomib (Vel-
cade) [85].

L’analogue méthylé de PRIMA-1, APR-246 permettrait de restaurer la conformation de p53
muté (sur les codons 175 et 273) par fixation covalente sur le domaine central de p53 et ainsi de
réactiver sa fonction suppressive de tumeur sauvage [88]. Un essai clinique de phase I dans les
hémopathies malignes s’est terminé en concluant en une bonne tolérance [89].

1.4.1.5 Structure

P53 est composé des régions suivantes :
— Une région allant des acides aminés 1 à 60 contenant un domaine de transactivation (TAD)

subdivisé en deux sous-domaines TAD1 et TAD2 qui ne sont pas repliés et qui permettent
à p53 de lier des protéines co-régulatrices.

— Une région riche en proline (PRR) allant de l’acide aminé 61 à l’acide aminé 93.
— Une région allant de l’acide aminé 94 à l’acide aminé 290, constituée par le domaine de

liaison à l’ADN. Cette dernière région est liée au domaine permettant la tétramérisation
(OD) par un lien d’acide aminé flexible allant de l’acide aminé 292 à l’acide aminé 324.

— Et en fin, d’un domaine de tétramérisation qui va de l’acide aminé 325 à l’acide aminé
356.

— Au niveau de l’extrémité C-terminale, à partir de l’acide aminé 357, se trouve un domaine
de régulation (CTD).
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Figure 1.2 – Structure de p53 : en haut, l’histogramme noir représente les fréquences de muta-
tions pour chaque base ; elles sont extraites de la base de données de l’Agence internationale de
recherche sur le cancer (IARC) [45]. Au centre se trouve la représentation du gène avec les do-
maines structuraux de la protéine. En bas, la structure tridimensionnelle de p53 est coloriée selon
un gradient allant de l’acide aminé N-terminal (bleu) à l’acide aminé C-terminal (rouge) [90] [91]
(copyright © Cold Spring Harbor Laboratory Press 2010).

1.4.2 La voie de signalisation de NF-κB
Les facteurs nucléaires κB (NF-κB) sont une famille de complexes protéiques qui ont une

action de facteur de transcription [92]. NF-κB contrôle la transcription de gènes impliqués dans
la survie, la prolifération, la maturation et l’invasion cellulaire, la réponse au stress, la sécrétion
de cytokines, l’angiogenèse et l’inflammation [93]. La voie principale d’activation de NF-κB (voie
canonique) découle de la reconnaissance d’un antigène soit par les récepteurs toll-like (TLR) dans
le cadre de l’immunité innée, soit par les immunoglobulines de surface constituant le récepteur des



PARTIE 1. REVUE DE LA LITTÉRATURE 28

cellules B (BCR) dans le cadre de l’immunité adaptative [94]. Le CD40 participe également à la
co-stimulation de cette voie. La reconnaissance de l’antigène par les récepteurs de surface conduit
dans les lymphocytes B normaux au déclenchement d’une cascade d’activation enzymatique qui
in fine aboutit à la levée de l’inhibition de NF-κB.

NF-κB initie l’expansion clonale du lymphocyte B ayant reconnu un antigène immunisant
à sa surface [95]. Il entraîne sa migration vers le centre germinatif. Une fois que le lymphocyte
atteint la zone sombre du centre germinatif, l’activité de NF-κB s’arrête, probablement en raison
de l’absence de co-stimulation par le CD40 [96]. Dans la zone sombre du centre germinatif,
ce lymphocyte (centroblaste) va proliférer et remanier les gènes du BCR par hypermutation
somatique dans le but d’augmenter la sensibilité de son immunoglobuline à l’antigène immunisant
[97]. Lorsque ces lymphocytes sortent de la zone sombre, la stimulation du BCR et du CD40 par
les cellules dendritiques et par les lymphocytes T helper permet la reprise de l’activité de NF-κB.
Cette reprise d’activité est d’autant plus forte et soutenue que l’affinité pour l’antigène présenté
est grande. Les lymphocytes ayant une affinité suffisante pour l’antigène [98] se différencient par
la suite, soit en lymphocyte B mémoire, soit en plasmocyte (par l’expression de Blimp-1).

Historiquement, la première mise en évidence du caractère oncogénique de NF-κB vient de
son homologie avec v-Rel, une protéine rétro-virale aviaire connue pour induire une transfor-
mation maligne [99]. Par la suite, sa sur-expression a été mise en évidence dans de nombreuses
hémopathies malignes [100].

Dans les lymphomes B diffus à grandes cellules de sous-type activé (LBDGC-ABC), la dif-
férenciation plasmocytaire va être bloquée. En effet, la protéine Blimp-1 nécessaire à cette dif-
férenciation n’est pas fortement exprimée par les cellules néoplasiques en raison de multiples
mécanismes [101] [102] [103]. Ces cellules vont rester bloquées à un stade comparable à celui du
plasmoblaste [104]. Pour affirmer cette explication des mécanismes oncogéniques, des souris ont
été modifiées génétiquement pour avoir une activité constitutive de NF-κB favorisant la prolifé-
ration. De plus, PRDM1 a également été inactivé, pour entraîner la sous-expression de Blimp-1
ce qui permet d’empêcher la différenciation. Il a été observé, chez ces souris, le développement
de lymphomes ayant un phénotype comparable à celui du LBDGC-ABC [105]. Il a également
été prouvé que les cellules néoplasiques du LBDGC-ABC ont leur voie de signalisation NF-κB
activée de façon constitutive, ce qui n’est pas le cas pour le sous-type GCB [106].

Cette activation constitutive résulte de plusieurs altérations génétiques différentes qui ne sont
pas nécessairement toutes retrouvées dans les LBDGC-ABC.

1.4.2.1 Une perte de fonction des inhibiteurs de NF-κB

Dans environ 4 % des LBDGC, il a été identifié des mutations perte-de-fonction de
NFKBIA/IκBα, une protéine qui fait partie des inhibiteurs de NF-κB [107].

Un autre inhibiteur de NF-κB, BCL3 est fréquemment impliqué dans des aberrations chro-
mosomiques de cellules lymphomateuses [108].

1.4.2.2 Un gain de fonction des protéines NF-κB

Dans environ 15 % des LBDGC, il a été mis en évidence des amplifications de c-REL, un des
membres de la famille NF-κB [109]. Il a également été démontré que l’expression de REL mutant
transforme un sous-type GCB en un sous-type ABC [110].

Dans environ 10 % des sous-types ABC, des amplifications de l’oncogène NFKBIZ/IκBζ ont
été retrouvées [111].
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1.4.2.3 La voie de signalisation du BCR

Dans les sous-types ABC, cette voie de signalisation du récepteur des cellules B (BCR) est
activée de façon constitutive du fait de la présence de mutation portant principalement sur les
gènes du BCR de CD79 et sur CARD11 [112] (figure 1.3).

BCR : Le BCR est un complexe protéique trans-membranaire constitué par une immunoglobu-
line (Ig) en surface, exposant ses paratopes vers l’extérieur, et par une protéine hétérodimérique
Ig-α/Ig-β (CD79A/B). Le BCR est situé en amont de la voie de signalisation qui conduit entre
autre à l’activation de NF-κB.

Les cellules néoplasiques des sous-types ABC (tout comme dans les LLC) ont l’IgM de leur
BCR stéréotypé. En effet, dans 39 % de ces lymphomes, la partie variable de la chaîne lourde
est seulement constituée par les deux mêmes paires d’exons (VH4-34 et VH3-7) [113]. Il a été
démontré que ces phénotypes de BCR sont sélectionnés car ils entraînent la reconnaissance
d’antigène du soi, favorisent ainsi, la stimulation du BCR donnant un avantage sélectif à ces
lymphocytes néoplasiques.

CD79 : Il s’agit d’une protéine transmembranaire hétérodimérique (Ig-α et Igβ) qui forme un
complexe avec l’Ig lorsque celle-ci reconnaît un épitope [114]. Dans la partie cytoplasmique de
ces protéines se trouve un « motif de signalement des immunorécepteurs » (ITAM). La complexi-
fication de CD79 avec l’Ig va entraîner un changement conformationnel de CD79 et induire la
phosphorylation des tyrosines du motif ITAM. Ces phosphorylations signalent en intracellulaire
la reconnaissance d’un épitope par l’Ig [115] et activent la tyrosine kinase SYK qui va à son tour
activer BTK. BTK active par la suite PKC-β.

Les mutations retrouvées dans les sous-types ABC portent sur CD79 dans 21 % des cas. Plus
particulièrement, dans 18 % des cas, ces sous-types, sont mutés sur la première tyrosine (Y196)
du motif ITAM, un acide aminé critique pour la fonction de CD79 [116].

Le mécanisme donnant un avantage sélectif aux cellules néoplasiques mutées sur Y196 n’est
pas entièrement élucidé. Il a cependant été prouvé que cette mutation participe à l’activation
constitutive du BCR, probablement du fait de l’inhibition de l’internalisation de ces récepteurs
[117]. Il a également été formulé l’hypothèse que cette mutation permettrait d’échapper à une
autorégulation négative par l’enzyme LYN [116].

CARD11 : CAR11 (Caspase recruitment protein 11) est la protéine codée par le gène CARD11.
Elle est aussi nommée CARMA1.

Cette protéine a un rôle essentiel de co-stimulation du BCR qui aboutit à l’activation de
NF-κB. Il s’agit d’une protéine de soutien qui se complexifie une fois phosphorylée avec BCL10,
une protéine adaptatrice, et avec MALT1, une protéase. Elles forment ainsi le complexe CBM.
La phosphorylation de CAR11 est une étape en aval de BTK et de PKC-β dans la cascade d’ac-
tivation déclenchée par le BCR. Par la suite, le complexe CBM induit l’activation de l’inhibiteur
de la κ-B kinase (IKK) en recrutant le complexe LUBAC qui ubiquitine IKK. Ce mécanisme
d’ubiquitination est facilité par les protéines E3 ubiquitine ligases cIAP1 et cIAP2. En aval,
IKK phosphoryle à son tour, les inhibiteurs de NF-κB et entraîne ainsi la levée de l’inhibition
de l’activité de NF-κB [118]. Le complexe CBM active également le facteur de transcription
AP-1, ainsi que des gènes impliqués dans la stabilité des transcrits, l’adhésion cellulaire et le
métabolisme [119].

Une étude a identifié la présence de mutation faux-sens sur les exons 5 à 9 de CARD11
dans environ 10 % des sous-types ABC. Ces exons encodent pour le domaine superhélice de
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CARD11 [37] [120]. La présence de mutations sur ce gène n’est cependant pas limitée aux sous-
types ABC. Elles sont également retrouvées dans les sous-types GCB [121].

À l’origine en cytogénétique, des translocations chromosomiques impliquant BCL10 ou MALT1
avaient été mises en évidence dans les lymphomes de MALT [122].

L’inhibition de CARD11 par l’induction de l’expression d’ARN interférant au sein des cellules
néoplasiques s’est révélée toxique pour les cellules des sous-types ABC, mais pas pour celles des
GCB [123]. L’expression forcée de mutants faux-sens sur le domaine super-hélice de CARD11
entraîne une augmentation de l’activité de la voie de NF-κB. Ces mutations sont donc des
mutations gain-de-fonction [37]. L’hypothèse serait que ces mutations entraîneraient l’activation
constitutive de CAR11 et donc de MALT1 sans nécessiter sa phosphorylation par la PKC-β,
rendant ainsi la voie du BCR active de façon constitutive sans nécessité de stimulation antigénique
[124]. Il a été observé également que ces mutations entraînent une lymphocytose, mais ne sont
pas suffisantes pour induire un lymphome [125] [126]. Cependant, la transformation maligne a
été réalisée chez des souris délétées pour p53 de façon homozygote sur-exprimant la protéine
MALT1 [127]. Il a été aussi remarqué que cette activation constitutive entraîne la formation de
structures fibrillaires dans le cytoplasme des cellules néoplasiques qui sont visibles en microscopie
électronique [128]. Enfin, les mutants oncogènes de CAR11 activent également l’oncogène JNK
[129].
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1.4.2.3.1 Implications Thérapeutiques

Figure 1.3 – Schéma de la voie de signalisation de NF-κB, des principales enzymes mutées et
de leurs implications thérapeutiques. (Reprinted by permission from Macmillan Publishers Ltd :
Nature Reviews Clinical Oncology [130] copyright © 2013).

1.4.2.3.1.1 Inhibition de BTK ou de SYK
L’ibrutinib est un inhibiteur sélectif et irréversible de BTK [131]. Il a une action anti-

néoplasique dans les sous-types ABC [132]. Un essai clinique de phase II pour l’Ibrutinib dans les
LBDGC a montré un taux de réponses complètes de 16 % et un taux de réponses partielles de 21
% pour les sous-types ABC. Dans les sous-types GCB, les taux de réponses complètes et partielles
se sont révélés être de 5 % [133]. Cet essai clinique a également mis en évidence l’inefficacité de
l’Ibrutinib sur les sous-types ABC mutés MYD88 ou CARD11, qui sont des protéines agissant
en aval de BTK sur la voie de signalisation de NF-κB. Cependant, des mutations combinées
sur MYD88 et CD79B semblent permettre l’action de l’Ibrutinib. Les meilleures réponses se
retrouvent chez les patients n’ayant pas de mutation sur la voie du BCR. Les mutations de
TNFAIP3 induisent également l’inefficacité de l’Ibrutinib [134]. Il a également été prouvé que
l’Ibrutinib peut entraîner la sélection de sous-clones tumoraux rendus résistants par l’acquisition
de mutations sur les gènes de ces protéines [135]. Un essai clinique de phase III a commencé en
2013 et les premiers résultats sont attendus pour juin 2018 [136].

Concernant les effets indésirables de l’Ibrutinib, l’étude de phase II dans le lymphome à
cellules du manteau (LCM) rapporte des effets indésirables chez 60,4 % des patients. Les effets
indésirables graves survenus chez plus de 2 % des patients ont été la fibrillation auriculaire (6,3
%), la pneumonie (5,4 %), les infections des voies urinaires (3,6 %), les douleurs abdominales
(2,7 %), l’hématome sous-dural (2,7 %), la neutropénie fébrile (2,7 %), l’insuffisance rénale aiguë
(2,7 %), l’œdème périphérique (2,7 %) et la pyrexie (2,7 %). Des cas isolés de leucostase ont été
également observés [137].
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Le Fostamatinib est d’un inhibiteur oral sélectif de SYK, qui a montré une activité signi-
ficative contre les LBDGC réfractaires ou en rechute lors d’un essai clinique de phase I/II [138].

1.4.2.3.1.2 Inhibition de PKC-β
Le Sotrastaurin est un inhibiteur des protéines PKC dont PKC-β, la protéine activatrice

de MYD88 (aussi nommé AEB071 ou STN) [139]. La prolifération des lymphocytes de LBDGC
mutés sur CD79 et non mutés sur CARD11 est inhibée par le Sotrastaurin [140] [141]. Un essai
clinique de phase I/II a été réalisé et est terminé, les résultats sont actuellement en attente de
publication [142] [130].

Pour l’enzastaurin, un essai clinique de phase III n’a pas montré l’efficacité de ce traitement
[143].

1.4.2.3.1.3 Inhibiteurs du protéasome
Le protéasome entraîne la dégradation des régulateurs négatifs de la progression du cycle

cellulaire (molécule pro-apoptotique), ainsi que de l’inhibiteur de NF-κB, IκBα. Il a été prouvé
qu’un des inhibiteurs du protéasome, le Bortezomib, peut sensibiliser à la chimiothérapie les
cellules néoplasiques des sous-types ABC, mais pas celles des sous-types GCB [144]. Cependant,
cette molécule ne possède pas d’activité significative en monothérapie [145].

Allant contre cette classe d’inhibiteur, il a été montré que l’inhibition du protéasome peut
aussi favoriser des protéines anti-apoptotiques en particulier MCL1 [146] et HSP90 [147] qui sont
également impliquées dans les mécanismes de résistance au Bortezomib [148].

1.4.2.3.1.4 Autres inhibiteurs
CIAP1/2 participe à l’activation de NF-κB en aval du complexe CBM. Une étude a montré

que le Birinapant, un inhibiteur de cIAP1/2, limite la prolifération des lymphocytes néoplasiques
dans les ABC-DLBCL, mais pas dans les GCB-DLBCL [149].

MALT1, une protéine du complexe CBM, participe à l’activation de NF-κB. La molécule
MI-2 a montré une action inhibitrice irréversible de MALT1 permettant ainsi de diminuer l’ac-
tivation constitutive de NF-κB dans des lignées cellulaires de sous-type ABC et dans un modèle
murin [150].

La sur-expression d’IRF4 augmente l’activation de NF-κB [151]. Grâce à sa liaison avec
le complexe cereblon (CRBM), les analogues de la thalidomide [152] dont le chef de fil est le
Lenalidomide entraînent la répression d’IRF4 (par l’intermédiaire de la dégradation des protéines
ikaros [153]). C’est en partie aussi, le mécanisme d’action du CC-122 [154], dont l’action spécifique
se situe sur la voie des interférons de type I et qui semble également lui permettre d’agir dans
les sous-types GCB [155].

Plusieurs essais cliniques de phase I/II ont rapporté une activité du Lenalidomide contre les
cellules néoplasiques des sous-types ABC en rechute ou réfractaire. Un essai clinique a mesuré
une réponse complète de 23 % en monothérapie [156]. Un autre essai a montré que l’association
à la thérapie standard (R-CHOP) est sûre et efficace [157]. Des essais cliniques de traitement
par Lenalidomide en première intention sont en cours [158]. L’action du Lenalidomide semble
nécessiter la présence d’une protéine CAR11 non mutée [159].

CC-122 est actuellement en essai clinique de phase I. Il a déjà montré une activité contre les
LBDGC [160]. Notre patient 1638 est dans cet essai après six lignes de chimiothérapies (cf. page
44).
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1.4.2.4 La voie de signalisation du TLR

La voie de signalisation de l’immunité innée participe également à l’activation de NF-κB dans
les lymphocytes B notamment à partir du récepteur TLR-4 impliqué dans la reconnaissance des
lipopolysaccharides (LPS) [161].

MYD88 est muté dans environ 40 % des sous-types ABC. La mutation la plus fréquente
est L265P. Elle est retrouvée dans 14 à 31 % des ABC et dans 6 à 10 % des GCB [162] [121].
Son identification est un facteur pronostic péjoratif indépendant (hazard ratio à 2,4) [163]. Il a
également été reporté une co-occurrence de la mutation L265P et de mutations sur CD79B [164].

Elle est par ailleurs retrouvée dans environ 90 % des lymphomes lympho-plasmocytaires
(LPL), dans 3 à 10 % des leucémies lymphoïdes chroniques, dans 5 % des lymphomes de la
zone marginale (LZM) muqueux, dans 5 % des LZM nodulaires et dans 5 à 7 % des LZM
spléniques [165].

MYD88 est une protéine adaptatrice impliquée dans la cascade de signalisation des voies de
signalisation du récepteur Toll-like (TLR), ainsi que du récepteur à l’interleukine 1 (IL-1) et à
l’interleukine 8 (IL-8). MYD88 active IRAK4. In fine ces voies entraînent l’activation de NF-κB,
la sécrétion de cytokines et la réponse inflammatoire.

L’action de MYD88 est nécessaire à la survie des ABC. Son inhibition s’est révélée toxique in
vitro pour les cellules de ce lymphome, mais pas pour celles du sous-type GCB. L’expression du
mutant L265P s’est montrée favorable à la prolifération des cellules des LBDGC-ABC [162]. Cette
prolifération a ainsi prouvé son action oncogénique gain-de-fonction en conférant un avantage
sélectif aux cellules qui expriment cette mutation. Cette mutation, lorsqu’elle est exprimée par
un modèle murin, suffit à induire une transformation maligne mimant le sous-type ABC [166].

La mutation L265P occupe un résidu très conservé phylogénétiquement qui contribue à la
formation d’un feuillet β au sein du domaine TIR de MYD88.

Implications thérapeutiques : Deux inhibiteurs spécifiques de IRAK4 sont en cours de dévelop-
pement au stade pré-clinique. Ils ont montré leur toxicité sur des lignées cellulaires et sur des
modèles murins de LBDGC-ABC [167].

Dans un essai clinique de phase I, il a été montré que IMO-8400 inhibe l’activation de la voie
du TLR dans les LBDGC-ABC ayant une mutation L265P et diminue la survie et la prolifération
de ces cellules [168].

1.4.3 EZH2

1.4.3.1 Épidémiologie

L’implication d’EZH2 dans les cancers a été suggérée à l’origine, du fait de sa sur-expression
dans les cancers de la prostate [169]. Il a été montré, par la suite, que cette sur-expression est
présente dans d’autres pathologies néoplasiques, notamment dans les néoplasies hématologiques
[170].

Des mutations de la tyrosine 641 (Y641) surviennent dans 22 % des sous-types GCB [171],
en particulier ceux portant une translocation de BCL2 [172]. Ces mutations sont également
retrouvées dans 7 à 12 % des lymphomes folliculaires [173]. En revanche, on ne les retrouve
presque jamais, dans les sous-types ABC.

1.4.3.2 Fonction

Enhancer de zeste homologue 2 (EZH2) est la sous-unité catalytique de Polycomb repressive
complex 2 (PRC2). Ce complexe protéique a une action méthyltransférase et entraîne la di- ou
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tri-méthylation de la lysine 27 (H3K27me2/3) des histones H3. Cette méthylation maintient la
chromatine condensée (hétérochromatine) et réprime la transcription des gènes dont les histones
ont été méthylés [174]. L’expression de EZH2 se fait principalement dans les cellules en division.

1.4.3.3 Action oncogénique

Il a été prouvé que l’expression forcée d’EZH2 entraîne une prolifération plus importante [175]
et induit un syndrome myéloprolifératif chez la souris [176].

Les mutants Y641 (Y641F, Y641N, Y641S, Y641C et Y641H) touchent une protéine du
domaine SET d’EZH2, ce qui induit une activité de tri-méthylation des H3k27 di-methylés plus
forte que la protéine sauvage [177]. Ils induisent également les gènes ciblés par PRC2 [178]. Ces
mutants ne peuvent pas méthyler les H3K27 non-méthylés. Une coopération est donc nécessaire
avec la protéine sauvage. Les mutants sur les résidus A677 et A687 identifiés dans les lymphomes
non hodgkinien ont le même mécanisme d’action oncogène [179] [180].

L’hypothèse principale permettant d’expliquer l’oncogenèse est que les gènes réprimés par
PRC2 sont des gènes suppresseurs de tumeurs impliquées dans la différenciation cellulaire. Le
blocage de ces suppresseurs de tumeurs permettrait de favoriser la transformation maligne [181]
[182]. Cependant, il a aussi été mis en évidence l’hypothèse inverse, selon laquelle EZH2 favori-
serait la différenciation [183] [184]. D’autres gènes réprimés par EZH2 ont été identifiés comme
des facteurs importants dans l’oncogenèse, tels que les gènes suppresseurs de tumeur Ink4a/Arf,
E-cadherin, FOXC1, CDKN1A [185] et les gènes impliqués dans la réparation de l’ADN [186].

Il a aussi été décrit une action de EZH2 indépendante de PRC2, comme facteur de transcrip-
tion notamment de NF-κB [187] (mais aussi du récepteur aux androgènes et de NOTCH1). EZH2
peut également se lier et méthyler STAT3, ce qui promeut la prolifération dans des modèles de
glioblastome et de cancer de la prostate.

1.4.3.4 Intérêts thérapeutiques

Différents inhibiteurs sélectifs d’EZH2 sont en cours de développement [186] :
— Le Tazemetostat (EPZ-6438) est en cours d’essai clinique de phase II [188]. Dans cette

étude, un patient porteur de la mutation Y646H a atteint une réponse partielle après 16
semaines de traitement. 9 patients sur 15 ont atteint une réponse objective à l’adminis-
tration de ce traitement.

— GSK126 et El1 diminuent la prolifération. Ils ralentissent le cycle cellulaire et induisent
l’apoptose des cellules néoplasiques dans des modèles murins [189] [190]. GSK126 inhibe
spécifiquement les mutants gain-de-fonction d’EZH2. Il est actuellement en phase I d’essai
clinique [191] [189].

— CPI-1205 est également un inhibiteur d’EZH2. Il est en essai clinique de phase I [192].
— GSK343 a montré une bonne activité inhibitrice dans des études enzymatiques et sur des

lignées cellulaires de cancer du sein [193].
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Matériel

Dix patients, diagnostiqués anatomopathologiquement d’un lymphome B à grandes cellules,
ont été sélectionnés. Je détaillerai, ci-dessous, les caractéristiques cliniques et pathologiques de
ces patients.

Patient 1602

Résumé clinique
Ce patient est une femme de 80 ans. Le diagnostic de LBDGC a été porté à la suite d’un

scanner thoraco-abdomino-pelvien réalisé dans le cadre d’un bilan pour altération général et de
dyspnée causée par une embolie pulmonaire.

Les localisations initiales sont :
— Un nodule du lobe inférieur droit mesuré à 8 mm.
— Des multiples adénomégalies médiastinales, axillaires, sus et sous claviculaires bilatérales.
— Un volumineux amas ganglionnaires péri-aortique engainant l’aorte, les artères rénales et

la veine cave inférieure.

Examen anatomopathologique

À l’examen macroscopique, la pièce adressée à l’état frais est composée d’un fragment mesu-
rant 5 x 2 x 0,7 cm, de consistance ferme et de couleur brun-rougeâtre. L’examen histologique
extemporané révèle une prolifération maligne pouvant correspondre à un lymphome ou à une
autre tumeur.

L’examen histologique révèle que le prélèvement correspond à un ganglion dont l’architecture
apparaît totalement remaniée par une prolifération de cellules de taille moyenne à grande, d’ar-
chitecture diffuse, dépassant la capsule ganglionnaire pour infiltrer le tissu adipeux environnant.
Les cellules ont un noyau irrégulier, augmenté de volume, parfois nucléolé, entouré d’un cyto-
plasme éosinophile abondant. De nombreuses images de mitoses parfois atypiques sont observées,
mais pas de plage de nécrose. Les cellules tumorales sont diffusément reconnues par les anticorps
anti-CD20 et anti-BCL2. Elles sont également marquées de manière plus focale par les anticorps
anti-BCL6 et anti-MUM 1. Absence de marquage des cellules tumorales par les anticorps anti-
CKAE1/AE3, anti-CD5, anti-CD30 et anti-CD10. Les anticorps anti-CD3 et anti-CD5 marquent
de petits lymphocytes T matures épars. L’index de prolifération évalué par l’anticorps anti-Ki67
apparait élevé (environ 90 %). Aucune cellule n’est marquée par la sonde EBER. L’examen ana-

35
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tomopathologique conclut en un aspect morphologique et immunohistochimique, de lymphome
B diffus à grandes cellules de phénotype non centre germinatif.

Bilan d’extension
Le bilan biologique retrouve :
— Une hypercalcémie au maximum à 3,42 mmol/L de calcium ionisé et 3,76 mmol/L de

calcémie corrigée.
— Une concentration sérique en �2-microglobuline de 7,03 mg/L.
— Une concentration sérique en LDH de 547 UI/L.
Le myélogramme ne retrouve pas d’infiltration lymphocytaire suspecte.
L’immunophénotypage de ces lymphocytes circulant ne retrouve pas de population clonale.
Le bilan d’imagerie est complété par une tomographie par émission de positrons qui montre

une volumineuse masse abdominale hypermétabolique correspondant au manchon tumoral décrit
au scanner. Il existe également des hypermétabolismes diffus au niveau du cadre colique, de la
plèvre et du cavum. La valeur standardisée d’intégration maximum (SUVmax) est estimée à 17,5.

Le score de Ann Arbor résultant est à IV B Bulky avec un score IPIaa à 3.

Résumé de la prise en charge
La patiente a été traitée par 6 cures de chimiothérapie R-CHOP du 18 janvier au 9 mai 2016.
La première réponse complète a été mise en évidence le 18 avril sur un scanner thoraco-

abdomino-pelvien ne révélant aucune anomalie et par une tomographie par émission de positrons
mesurant 5PS à 1.

Patient 1619

Résumé clinique
Ce patient est une femme de 69 ans. Le diagnostic de LBDGC a été porté en mars 2014

à la suite de la biopsie d’une adénopathie cervicale gauche d’évolution chronique hors contexte
infectieux.

Examen anatomopathologique
L’examen histologique révèle une architecture ganglionnaire effacée par une prolifération de

cellules lymphoïdes de taille moyenne disposée en nappe ponctuée de macrophages qui donnent
un aspect de « ciel étoilé » et cloisonnée par des septa fibreux. Ces éléments ont un cytoplasme
basophile et un noyau ovoïde avec une chromatine mottée et des nucléoles parfois proéminents.
On observe de nombreuses mitoses et des corps de nécrose monocellulaire. Il existe par ailleurs,
de larges plages de nécrose acidophile focalement hémorragique. À l’étude immunohistochimique,
les éléments lymphomateux expriment CD20, CD10, Bcl-2, Bcl-6 et Ki67 (proche de 100 %). Ils
n’expriment pas CD30, MUM1 et EBER (EBV). Le microenvironnement est constitué de petits
lymphocytes T CD3+ CD5+, épars. L’examen conclut en un lymphome B agressif inclassable
(forme intermédiaire entre lymphome à grandes cellules B et lymphome de Burkitt).

Examen cytogénétique
Le bilan cytogénétique réalisé ne révèle pas de réarrangement de MYC et fait donc pencher

le diagnostic vers le lymphome B diffus à grandes cellules de type centre germinatif.
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Bilan d’extension
Le bilan biologique est sans particularité.
Le myélogramme est d’interprétation impossible, ne retrouvant qu’un sang médullaire très

pauvre et dilué.
L’immunophénotypage des cellules médullaires ne détecte pas de population B monoclonale.
La biopsie ostéo-médullaire est indemne d’infiltration lymphoïde suspecte.
Le scanner cervico-thoraco-abdomino-pelvien révèle : une formation tissulaire homogène pla-

quée sur le bord latéral du paquet jugulo-carotidien droit, compatible avec une adénopathie et
une adénopathie mésentérique rétro-péritonéale.

Le bilan d’imagerie est complété par une tomographie par émission de positrons. Cette der-
nière montre une hyperfixation métabolique sus et sous-diaphragmatique avec une image jugulo-
carotidienne avec SUV max à 16 et une image ganglionnaire rétro-péritonéale avec SUV max à
8.

Ce bilan d’extension correspond à un stade III d’Ann Arbor avec un IPIaa à 1.

Résumé de la prise en charge
La patiente a été traitée par 6 cures de chimiothérapie R-CHOP du 31 mars au 16 juillet

2014.
La première réponse complète a été mise en évidence le 25 juin 2014 par une tomographie

par émission de positrons confirmant l’obtention d’une réponse complète avec un 5PS à 1.

Patient 1622

Résumé clinique
Ce patient est un homme de 27 ans.
Le diagnostic de LBDGC a été porté à la suite de la découverte d’une tuméfaction cervicale

gauche. En l’absence d’argument pour l’étiologie infectieuse, le patient a bénéficié le 25 mars,
d’une biopsie de l’amygdale gauche et d’un examen anatomopathologique révélant un lymphome
B diffus à grandes cellules, de phénotype centre germinatif avec expression aberrante du CD5.

Examen anatomopathologique

À l’analyse histologique, le parenchyme amygdalien apparaît totalement effacé par une pro-
lifération lymphoïde tumorale. Cette prolifération est faite de cellules de grande taille, de mor-
phologie centroblastique. Ces éléments s’agencent en plages nodulaires sans structure folliculaire
identifiable.

Après étude immunohistochimique, les cellules lymphomateuses expriment nettement CD20,
BCL6, BCL2 et CD10. À noter la présence d’une expression aberrante de CD5 alors que la cycline
D1 est négative. Les anticorps anti-CD21 et CD23 ne retrouvent pas de réseau de cellules folli-
culaires dendritiques. L’anticorps anti-CD30 est négatif. L’anticorps anti-MUM1 montre environ
10 % de cellules positives.

L’étude en hybridation in situ avec la sonde EBER ne retrouve pas d’expression du virus
EBV.
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Bilan d’extension

À l’examen clinique, on retrouve une adénopathie jugulo-carotidienne gauche de 5 x 6 cm de
diamètre, non sensible à la palpation.

Un scanner cervico-thoraco-abdomino-pelvien révèle une hypertrophie amygdalienne gauche
suspecte avec des adénopathies jugulo-carotidiennes.

Le bilan biologique montre :
— Un dosage des LDH légèrement augmenté à 233 UI/L.
— Un dosage des phosphatases alcalines légèrement augmenté à 118 UI/L.
Le myélogramme est sans infiltration lymphoïde suspecte.
L’immunophénotypage des cellules sanguines et médullaires ne détecte pas de population B

monoclonale.
Ce bilan d’extension correspond à un stade IV d’Ann Arbor avec un IPIaa à 2.

Résumé de la prise en charge
Le patient a été traité et a été inclus dans l’essai thérapeutique GAINED bras GA101. Son

traitement a commencé par 4 cures de chimiothérapie ACVBP+GA101, suivies de deux cures de
Methotrexate et d’une auto-greffe. Son traitement a duré du 6 mai au 12 septembre 2014.

La première réponse complète a été mise en évidence le 22 juillet par une tomographie par
émission de positrons confirmant l’obtention d’une réponse complète avec un 5PS à 1.

Au 30 juin 2016, le patient était toujours en réponse complète.

Patient 1623

Résumé clinique
Ce patient est une femme de 38 ans. Le diagnostic de LBDGC a été porté à la suite d’un bilan

de recherche d’étiologie de thrombose. Le scanner cervico-thoraco-abdomino-pelvien a montré
une masse médiastinale. L’examen anatomopathologique réalisé sur la biopsie de cette masse
diagnostique le 5 mai 2014 un lymphome B sclérosant du médiastin.

Examen anatomopathologique
L’analyse après fixation, formol et inclusion en paraffine montre une prolifération de cellules

lymphoïdes de taille moyenne, cloisonnée par de nombreux septa fibreux pénicillés. Ces cellules
ont un cytoplasme d’abondance variable souvent rétracté qui donne un aspect de halo clair
péri-nucléaire. Les noyaux sont ovoïdes, parfois nucléolés ou mitotiques. Ces cellules forment des
nappes et des cordons ponctués par endroit de petits lymphocytes. Les cellules lymphomateuses
expriment CD20, CD30, MUM1 et Ki67 (60 à 70 % environ) mais n’expriment pas CD5, CD10,
Bcl-2 et Bcl-6. L’examen conclut en un lymphome B sclérosant du médiastin.

Bilan d’extension

À l’examen clinique, on retrouve une masse pariétale antérieure gauche para-sternale corres-
pondant à une infiltration de la paroi thoracique par le lymphome.

Le bilan biologique montre :
— Un dosage des LDH légèrement augmenté à 284 UI/L.
— Une lymphopénie à 0,81 G/L.
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La biopsie ostéo-médullaire est indemne d’infiltration. L’immunophénotypage des cellules
médullaires ne détecte pas de population B monoclonale.

La ponction lombaire révèle un liquide céphalo-rachidien stérile sans élément cellulaire.
L’échographie trans-thoracique cardiaque révèle un épanchement péricardique, localisé en

regard du haut du ventricule gauche, de 1 cm, non compressif.
Ce bilan d’extension correspond à un stade IV d’Ann Arbor avec un IPIaa à 2.

Résumé de la prise en charge
La patiente traitée a été incluse dans l’essai thérapeutique GAINED bras GA101. Son trai-

tement a commencé par 4 cures de chimiothérapie ACVBP+GA101, suivies de deux cures de
Methotrexate et d’une auto-greffe. Son traitement a duré du 12 mai au 26 août 2014.

La première réponse complète, a été mise en évidence le 18 décembre 2014, par une tomogra-
phie par émission de positrons.

Au 7 juillet 2016, la patiente était toujours en réponse complète.

Patient 1625

Résumé clinique
Ce patient est une femme de 79 ans. Le diagnostic de LBDGC a été porté à la suite de

l’apparition d’une adénopathie cervicale gauche, sans étiologie infectieuse. L’examen anatomo-
pathologique réalisé sur la biopsie de cette masse, diagnostique le 19 juin 2014, un LBDGC non
GC.

Examen anatomopathologique
L’analyse histologique après fixation dans le formol montre une large infiltration des fragments

de biopsie examinés par des nappes de cellules lymphoïdes de taille moyenne à grande, cloisonnées
par endroit par des fins septa fibreux. Ces éléments ont un cytoplasme d’abondance variable qui
entoure un volumineux noyau ovoïde pourvu de plusieurs nucléoles proéminants. Les mitoses sont
assez nombreuses. Les éléments lymphomateux expriment CD20, Bcl2, MUM1 (30 % environ) et
Ki67 (60 % dans les zones denses). Ils n’expriment pas CD5, CD10, Bcl-6 (rares cellules éparses
marquées), CD30 et EBER (EBV). L’examen conclut en une localisation au niveau de l’amygdale
gauche, d’un lymphome à grandes cellules B non GC.

Bilan d’extension
Le bilan biologique révèle :
— Un dosage normal des LDH.
— La numération globulaire est sans particularité.
La biopsie ostéo-médullaire est indemne d’infiltration.
L’immunophénotypage des cellules médullaires ne détecte pas de population B monoclonale.
Le scanner cervico-thoraco-abdomino-pelvien met en évidence de volumineuses adénopathies

jugulo-carotidiennes gauche, ainsi qu’au niveau du segment V, et de plus petit axe non nécrotique
d’environ 2 cm. Il révèle l’existence d’adénopathie de taille centimétrique en sus-claviculaire
gauche et au niveau médiastinal. Il retrouve des lésions tissulaires de la fosse périgo-palatine
droite qui pourraient être en rapport avec sa localisation lymphomateuse, ainsi que la présence
de lésions tissulaires au niveau de l’amygdale gauche biopsiée antérieurement.
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Le bilan d’imagerie est complété par une tomographie par émission de positrons qui révèle une
maladie sus-diaphragmatique avec hypermétabolisme de l’amygdale, des adénopathies cervicales
et médiastinales.

Ce bilan d’extension permet de classer ce lymphome à grandes cellules B non GC à un stade
IV de Ann Arbor avec un IPIaa à 1.

Résumé de la prise en charge
La patiente a été traitée par 6 cures de chimiothérapie R-CHOP du 28 juillet au 12 novembre

2014.
La première réponse complète a été mise en évidence le 8 septembre (après la deuxième cure,

lors du premier bilan d’évaluation) par une tomographie par émission de positrons.

Patient 1626

Résumé clinique
Ce patient est un homme de 19 ans. Le diagnostic a été porté à la suite de la découverte d’un

processus tumoral suspect au niveau de l’amygdale et du pilier amygdalien gauche. L’examen
anatomopathologique de la biopsie de l’amygdale gauche conclut provisoirement en un lymphome
B inclassable, intermédiaire entre le lymphome de Burkitt et le lymphome à grande cellules B ; des
analyses cytogénétiques devront trancher entre les deux hypothèses. Par la suite, le 18 juillet 2014,
l’examen cytogénétique retrouve une double fusion IGH/MYC, qui fait pencher le diagnostic en
faveur du lymphome de Burkitt.

Examen anatomopathologique
Histologiquement, les différents fragments de biopsie révèlent un tissu amygdalien diffusé-

ment infiltré par un processus lymphomateux. La tumeur est constituée d’une prolifération mo-
nomorphe de cellules de taille moyenne, de morphologie centroblastique avec des noyaux arrondis
ou ovalaires parfois légèrement irréguliers, à chromatine claire, dotés de petits nucléoles. Les cyto-
plasmes sont peu visibles. On note la présence de mitoses. Après étude immunohistochimique, ces
éléments lymphoïdes expriment nettement CD20 et CD10. Bcl2 et Bcl6 ne sont pas contributifs
(plutôt négatifs ou faibles). CD3 et CD5 sont négatifs mais marquent un fond de petits lympho-
cytes T réactionnels. MUM1 est positif sur environ 30 % des cellules. CD30 est négatif. Ki67
montre près de 100 % de cellules en cycle. L’hybridation in situ avec la sonde EBER ne montre
pas d’expression du virus EBV. L’examen conclut en un aspect histologique s’accordant avec une
forme inclassable de lymphome intermédiaire, entre le lymphome de Burkitt et le lymphome à
grandes cellules B.

Bilan d’extension
L’examen clinique ne révèle ni adénopathie ni hépato-splénomégalie.
Le bilan biologique montre :
— Une concentration sérique en LDH normale.
— Une concentration sérique en IgG et en IgA, légèrement augmentée à 18,9 et 3,38 g/L

respectivement.
Le myélogramme ne montre pas d’infiltration lymphomateuse suspecte. La biopsie ostéo-

médullaire est également indemne d’infiltration lymphomateuse.
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Les ponctions lombaires sont indemnes d’infiltration lymphomateuse.
Le bilan d’imagerie est complété par une tomographie par émission de positrons qui révèle

l’atteinte amygdalienne bilatérale à franche prédominance gauche, avec une lésion intensément
hypermétabolique dont la SUV est mesurée à 20,2 ; sans lésion par ailleurs.

Ce bilan d’extension permet de classer ce lymphome en un stade IV de Ann Arbor avec un
IPIaa à 1.

Résumé de la prise en charge
Après une première cure de chimiothérapie probabiliste, réalisée dans l’attente du diagnostic

final le 16 juillet 2014, puis une chimiothérapie de type R²COPADEM s’est déroulée jusqu’au 3
novembre 2014.

La première réponse complète a été mise en évidence le 2 octobre 2014 par une tomographie
par émission de positrons confirmant l’obtention d’une réponse complète avec un 5PS à 1.

Patient 1630

Résumé clinique
Ce patient est un homme de 86 ans. Le diagnostic de LBDGC a été porté à la suite d’un

scanner thoraco-abdomino-pelvien réalisé dans le cadre d’un bilan pour altération général et de
dyspnée d’étiologie cardiaque. L’examen anatomopathologique réalisé sur la biopsie de l’amygdale
gauche du patient conclut, le 24 novembre 2015, en un LBDGC non GC.

Examen anatomopathologique

À l’examen macroscopique, la pièce de biopsie observée est constituée d’un tissu beige de
consistance ferme. À l’analyse microscopique, le tissu lymphoïde amygdalien est homogénéisé
par une prolifération de cellules lymphoïdes de taille moyenne à grande, disposées en nappes
cloisonnées par de fins septa fibreux. Ces éléments sont munis d’un cytoplasme d’abondance
variable et d’un noyau ovoïde pourvu d’un ou de plusieurs nucléoles proéminants. On observe
des corps de nécrose monocellulaire et des images de mitose. Ces éléments expriment CD20,
MUM1, Bcl-2, Bcl-6 (50 %) et Ki67 (> 95 %), mais n’expriment pas CD5, CD10, CD30 et
EBER (EBV).

L’examen conclut en une localisation amygdalienne gauche d’un lymphome diffus à grandes
cellules B non GC.

Bilan d’extension
Le bilan biologique révèle :
— Une lymphopénie à 0,67 G/L.
— Une concentration sérique en LDH de 374 UI/L.
— Une électrophorèse des protéines sériques montre une discrète immunoglobuline M mono-

clonale λ avec un dosage des IgM sériques normal.
Le scanner thoraco-abdomino-pelvien révèle une adénopathie de 2 cm dans le médiastin an-

térosupérieur gauche. Il montre également une lésion solide, infiltrante, mal limitée de 4 centi-
mètres présentant une base d’implantation sur le péricarde et s’étendant sur l’oreillette droite,
ainsi qu’une hypertrophie amygdalienne gauche.
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Ce bilan d’extension permet de classer ce lymphome en un stade IV de Ann Arbor avec un
IPIaa à 3.

Résumé de la prise en charge
Le patient est décédé le 26 novembre 2015, avant tout traitement par chimiothérapie.

Patient 1632

Résumé clinique
Ce patient est un homme de 19 ans. Le diagnostic de LBDGC a été porté à la suite d’une

consultation pour une masse cervicale droite. Le 27 novembre 2015, un examen anatomopatho-
logique réalisé sur un curage ganglionnaire conclut en un LBDGC non-GC.

Examen anatomopathologique
L’examen macroscopique du curage jugulo-carotidien trouve 9 ganglions. Le plus volumineux

mesure 7 x 3 cm ; il est entouré d’une épaisse capsule blanchâtre. À la coupe, il est de couleur
beige, remanié par des foyers hémorragiques et nécrotiques. L’examen histologique montre une
infiltration du tissu lymphoïde ganglionnaire par des cordons qui injectent volontiers les sinus
et des nappes peu cohésives, qui sont constituées de cellules lymphoïdes de grande taille. Il
s’agit de cellules très atypiques, parfois monstrueuses, munies d’un abondant cytoplasme et d’un
volumineux nucléole aux contours parfois très irréguliers. Ces éléments expriment CD20, CD30,
MUM1, Bcl-2 (rares cellules) et Ki67. Ils n’expriment pas EMA, ALK1, CD10, CD23, Bcl-6, CD5
et EBER. Les petits lymphocytes T sont marqués par les anticorps anti-CD2, anti-CD3, anti-CD5
et anti-CD7. L’étude immunohistochimique complémentaire montre un marquage intense des
cellules lymphomateuses par l’anticorps anti-PAX5 et focale avec l’anticorps anti-CD15 (cellules
isolées éparses). L’examen anatomopathologique conclut en un lymphome B diffus à grandes
cellules B (variante anaplasique).

Bilan d’extension
Un scanner cervico-thoracique révèle une masse ganglionnaire du creux sus claviculaire droit

mesurant 52 x 38 x 36 mm, sans envahissement des vaisseaux.
Une tomographie par émission de positrons montre un volumineux conglomérat d’adéno-

pathies cervicales droites mesurant 50 x 49 mm dont la SUV max est à 23, sans autre foyer
hyper-métabolique.

L’examen biologique quantifie une lymphopénie à 0,9 G/L avec des LDH normaux.
L’immunophénotypage des lymphocytes circulants ne détecte pas de population clonale.
La biopsie ostéo-médullaire est indemne d’infiltration.
Un scanner cervico-thoraco-abdomino-pelvien réalisé le 16 décembre 2015 montre la dispari-

tion de la masse cervicale. Il révèle notamment la présence de deux nodules demi-centimétriques
du lobe pulmonaire inférieur droit ; l’un partiellement calcifié et nécessite une surveillance rap-
prochée mais reste stable par rapport au précédent examen. Le scanner révèle également une
paniculite mésentérique minime avec présence de quelques ganglions lomboaortiques infracen-
timétriques et des petits nodules hypodenses au sein du parenchyme hépatique, probablement
bénin, mais nécessitant une surveillance également dans le contexte.

Le score de Ann-Arbor résultant est à I A et l’IPIaa à 0.
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Résumé de la prise en charge
Le patient a été traité par 6 cures de chimiothérapie R-CHOP du 23 décembre 2015 au 6

avril 2016.
La première réponse complète a été mise en évidence le 3 février 2016 par une tomographie

par émission de positrons confirmant l’obtention d’une réponse complète avec un 5PS à 1.

Patient 1634

Résumé clinique
Ce patient est un homme de 60 ans. Le diagnostic de LBDGC a été porté à la suite de la

consultation pour une masse cervicale droite évoluant en volume. L’examen anatomopathologique
réalisé sur la biopsie de cette masse conclut le 7 septembre 2015 en un LBDGC de sous-type GC.

Examen anatomopathologique
En tout, six fragments sont analysés en macroscopie. Ils mesurent de 0,1 à 1,5 cm. L’analyse

après fixation dans le formol montre une prolifération néoplasique maligne qui dissocie et détruit
le muscle strié. Il s’agit de cellules de taille moyenne, largement apoptotiques, disposées en cor-
dons et en thèques ébranlées. Ces éléments ont un cytoplasme d’abondance variable qui entoure
un noyau ovoïde, pourvu d’une chromatine dense et parfois de petits nucléoles. Ces éléments
expriment CD20, CD10, Bcl-6 (30 %) et Ki67 (100 %). Ils n’expriment pas MUM1, Bcl-2, CD30,
TdT, cytokératine (AE1/AE3) et EBER (EBV).

L’examen conclut dans un premier temps, en la présence d’un lymphome B agressif inclassable
qui se révélera être un lymphome B diffus à grande cellule de type GC, sans autre spécificité
après analyse cytogénétique.

Bilan d’extension
Le bilan biologique mesure des LDH à 638 UI/L.
Le myélogramme ne révèle pas d’infiltration lymphocytaire suspecte.
Un immunophénotypage des lymphocytes B sanguins et médullaires n’identifie pas de popu-

lation clonale.
La biopsie ostéo-médullaire est indemne d’infiltration lymphomateuse.
L’examen du scanner thoraco-abdomino-pelvien révèle :
— Une masse cervicale droite hétérogène avec une partie nécrotique sous angulo-maxillaire

probablement développée aux dépens de la région parotidienne profonde.
— Une hypertrophie de la sous maxillaire droite avec des formations ganglionnaires multiples

jugulo-carotidiennes droites associées.
— Une absence d’autre anomalie, notamment d’adénopathie thoraco-abdo-pelvienne.
La tomographie par émission de positrons montre :
— Un volumineux conglomérat ganglionnaire cervical droit, hyper-métabolique refoulant la

sphère laryngo-pharyngée, sans l’envahir.
— Une absence d’hyper-métabolisme suspect au niveau de la sphère ORL, notamment au

niveau de la base de la langue.
— Aucun autre foyer hyper-métabolique.
Ce lymphome est donc de stade Ann-Arbor I avec un IPIaa à 1.
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Résumé de la prise en charge
Le patient a été traité par 6 cures de chimiothérapie R-CHOP du 2 septembre au 2 décembre

2015.
La première réponse complète a été mise en évidence le 30 septembre par une tomographie

par émission de positrons.

Patient 1638

Résumé clinique
Ce patient est une femme de 46 ans. Le diagnostic de LBDGC a été porté à la suite d’un

scanner thoraco-abdomino-pelvien réalisé dans le cadre d’un bilan pour symptomatologie pul-
monaire. L’examen anatomopathologique réalisé sur la biopsie d’un nodule pulmonaire conclut
le 8 octobre 2014, en un lymphome B, probablement de la zone marginale, reclassé par la suite
en LBDGC.

Examen anatomopathologique
L’examen histologique révèle que le parenchyme pulmonaire est totalement remanié par une

fibrose associée à des nodules ou des plages très cellulaires riches en cellules de taille moyenne à
grande au cytoplasme souvent rétracté. L’examen immunohistochimique révèle que ces nodules
ou plages très cellulaires comportent de nombreux lymphocytes B (CD20+) de taille moyenne à
grande, qui sont CD5-, CD10- et CD30-. BCL2 et BCL6 marquent quelques cellules isolées. L’in-
dex de prolifération cellulaire étudié avec le Ki67 (MIB1) est élevé, avec un marquage focalement
dense. La recherche des ARN de latence EBER d’EBV est négative. Ces nodules ou plages sont
parsemés de petits lymphocytes T (CD3+), de macrophages (CD68+), de rares et éparses cellules
dendritiques (PS100+) et de rares cellules broncho-pulmonaires résiduelles (KL1+). L’examen
conclut en un aspect évocateur d’un lymphome B, probablement de la zone marginale.

Bilan d’extension
Le bilan biologique révèle :
— À l’électrophorèse des protéines sériques, une IgM monoclonale κ dosée à 2,44 g/L.
— Une calcémie corrigée, discrètement augmentée à 2,57 mmol/L.
— Des LDH à 346 UI/L.
— Une β2-microglobuline à 3,39 mg/L.
— Une lymphopénie quantifiée à 0,72 G/L, ainsi qu’une anémie normocytaire à 10,8 g/dL.
Un immunophénotypage des lymphocytes B sanguins ne révèle pas de population clonale.
La biopsie ostéo-médullaire est indemne d’infiltration lymphomateuse.
L’examen du scanner thoraco-abdomino-pelvien révèle en :
— Une augmentation de la taille des masses pulmonaires intra-parenchymateuses.
— Une splénomégalie à 15,3 cm.
— Une adénomégalie hilaire droite de 14 mm.
Le 8 octobre 2014, le bilan d’imagerie est complété par une tomographie par émission de

positrons. Cette dernière révèle trois nodules pulmonaires positifs avec des SUV importantes à
21, 23,6 et 19,5 accompagnés d’une petite adénopathie sous-carénaire avec un SUV max à 7,6.
Devant ces résultats, il est affirmé une transformation de ce lymphome de la zone marginale, en
un lymphome B diffus à grandes cellules.

Ce lymphome est donc de stade Ann-Arbor IV avec un IPIaa à 2.
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Résumé de la prise en charge
La patiente est en traitement depuis le 31 octobre 2014 et n’a toujours pas atteint la rémission

complète. Elle a bénéficié de plus de six lignes de chimiothérapies.



Partie 3

Méthode de séquençage massif en parallèle des
gènes EZH2, TP53, CD79B, CARD11 et MYD88

3.1 Introduction

La première partie de notre étude a permis de connaître les principales mutations conductrices
et actionnables retrouvées dans les lymphomes B diffus à grandes cellules. En accord avec les
recommandations de l’Institut national du cancer (INCa), nous avons décidé de mettre en place
au sein du Laboratoire de biologie moléculaire du CHU de Dijon, une méthode de séquençage
massivement parallélisé d’un panel de gènes dont l’identification des mutations ponctuelles se
sont révélées utiles à la prise en charge des patients atteints de LBDGC.

Cette méthode se déroule en trois phases. La première permet de préparer les échantillons en
vue de leur séquençage. Cette phase de pré-séquençage part d’un bloc de paraffine comprenant les
cellules néoplasiques et aboutit à une suspension de fragments d’ADN qui sont les amplicons des
gènes d’intérêt sélectionnés par l’enrichissement ciblé. Cette solution est appelée bibliothèque.
La deuxième phase est constituée par le séquençage, elle est entièrement réalisée par l’automate
NGS MiSeq d’Illumina et dure plus de 24 heures. La troisième étape est l’analyse informatique
des données issues du séquençage et aboutit à la production d’un fichier listant les mutations.

3.2 Étapes de pré-séquençage

3.2.1 Extraction et purification de l’ADN sur échantillons FFPE
L’extraction et la purification de l’ADN total à partir de tissus fixés à la formaline et enrobés

de paraffine (FFPE) a été réalisée sur l’automate QIAsymphony selon la méthode du fabriquant
QIAgen en utilisant le protocole pour faible teneur en ADN [194].

Cette méthode se fait en quatre étapes entièrement automatisées. Elle enchaîne une étape de
lyse, une étape de fixation des ADN à des billes magnétiques, une étape de lavage et une dernière
étape d’élution.

Les ADN sont ainsi transférés entre les différentes solutions de réactif par des billes magné-
tiques aimantées. Cette méthode permet un grand rendement par rapport aux autres techniques.

3.2.2 Qualification des ADN
La méthode de qualification des ADN est celle de la quantification basée sur la mesure de

la fluorescence d’un réactif, le PicoGreen. Il va se fixer sur l’ADNdb avec une sensibilité de

46



PARTIE 3. MÉTHODE DE SÉQUENÇAGE 47

250 pg/mL sans sélectivité pour les liaisons A-T ou G-C (contrairement au DAPI) [195]. La
fluorescence est ensuite lue par un fluoromètre de paillasse. Cette méthode est plus sensible et plus
spécifique que la méthode par spectrophotométrie d’absorbance à 260 nm qui ne distingue pas
l’ADN de l’ARN (tel le Nanodrop) des protéines [196] ou que d’autres méthodes de fluorométrie
basées par exemple sur le DAPI [197].

Tableau I – Concentrations d’ADN extraits pour chacun des échantillons.

Échantillon ADN en ng/µL
1602 257
1619 456
1622 226
1623 38,8
1625 227
1626 167
1630 55,6
1632 550
1634 26,1
1638 550

Les ADN sont ensuite dilués dans une quantité d’eau en fonction de leur concentration initiale
afin d’arriver à une concentration de 10 ng/µL dans 100 µL d’eau.

3.2.3 Enrichissement ciblé
Nous avons réalisé un enrichissement ciblé afin de choisir les régions du génome qui seront

séquencées.

Amplification en chaîne par polymérase des échantillons d’ADN (PCR) sur les gènes à
séquencer

Principe : La technique d’amplification par PCR permet de dupliquer en grand nombre, des
séquences d’ADN comprises entre deux amorces (primers). Cette technique a été découverte en
1986, par Kerry Mullis. Elle lui a valu le prix Nobel de chimie en 1993.

Dans la PCR, la réaction d’amplification se fait par cycle au sein d’un appareil appelé un ther-
mocycleur. L’étape initiale est toujours identique. Elle consiste à dénaturer l’ADN source aussi
appelé matrice, c’est-à-dire de transformer cette molécule d’ADN de la forme bicaténaire à deux
molécules monocaténaires. Cette étape est réalisée par le chauffage de la solution comprenant
l’ADN à 95 °C, pendant 15 minutes.

Par la suite, des cycles identiques vont s’enchaîner. Chacun des cycles est composé de plusieurs
phases, la première est une phase d’hybridation des amorces sur l’ADN matrice, qui se réalise par
le refroidissement du milieu. La température et la durée du plateau de température à atteindre
sont fonction de la longueur des amorces, de leur proportion en base guanine et cytosine, de la
position de ces bases entre elles, de leur concentration, de la concentration en ADN source et en
nucléotide, ainsi que des conditions ioniques du milieu [198].
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Après cette phase d’hybridation, la température est remontée pour permettre l’action de la
Taq polymérase ; c’est la phase d’élongation. Cette enzyme thermophile polymérise l’ADN. Elle
est utilisée dans cette technique car son activité optimum se fait entre 75 et 80 °C ; à cette
température, elle est capable de polymériser l’ADN à une vitesse de 1.000 bases par minute. Elle
utilise comme substrat les quatre désoxyribonucléotides (dATP, dTTP, dCTP et dGTP) et a
besoin également de magnésium et de potassium pour mener sa réaction enzymatique.

La dernière phase est une phase de dénaturation à 95 °C qui permet d’arrêter la synthèse
de l’ADN et de déshybrider le brin d’ADN matrice de celui synthétisé (amplicon). Ces cycles se
reproduisent un nombre de fois prédéterminé pour obtenir une quantité voulue d’ADN amplifié.
Ainsi n cycles de PCR permettent en théorie de produire 2n copies de la séquence ciblée.

Si on connaît une séquence nucléotidique encadrant les régions de l’ADN source à amplifier,
il est possible de concevoir des amorces ayant des séquences complémentaires, leur permettant
de s’hybrider à ces régions ; ce qui permet de choisir la localisation de début d’amplification. Sur
l’ADN source, l’élongation va s’arrêter lors du changement de température, et la taille va être
plus ou moins variable (durée d’élongation d’au moins une minute par kilo base). Lors du cycle
suivant, l’amorce se fixant sur le nouveau brin (anti-sens) va le polymériser dans le sens inverse.
La taille des amplicons correspond ainsi, à la distance entre les deux amorces. Au fur et à mesure
des cycles, la population majoritaire d’amplicons sera celle choisie sur le génome source, d’une
taille comprise entre les deux amorces.

Amorces : Le génome humain est composé d’environ 3,4 milliards de paires de bases. Pour que
nos amorces soient spécifiques d’une région d’ADN, il faut donc que statistiquement elles com-
prennent un minimum de 16 nucléotides (415 < 3,4 milliards < 416). Il est cependant recommandé
de choisir des tailles comprises entre 18 et 22 nucléotides car la répartition des bases sur le gé-
nome n’est pas aléatoire [199] [200]. Ces amorces doivent éviter de comporter des bases variables
d’un individu à l’autre, c’est-à-dire des nucléotides du polymorphisme. Elles doivent s’hybrider à
l’ADN source de la même façon, si bien que leurs richesses en G-C doivent être identiques et elles
ne doivent pas comporter de séquences répétées. Elles doivent également encadrer une région
d’ADN source pas trop grande. Il faut de ce fait, diviser les séquences trop longues à amplifier.

Selon ces critères, et au moyen de l’outil en ligne Genome Browser de l’Université de Californie
Santa Cruz (UCSC) et de l’outil en ligne ExonPrimer du centre Helmholtz de Munich, nous avons
choisi les séquences d’amorces présentées dans le tableau suivant (tableau II).
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Tableau II – Amorces utilisées.

Nous avons réalisé ces 12 PCR à partir de l’ADN extrait sur les échantillons à l’étape précé-
dente.

3.2.4 Vérification des produits de PCR
Les produits de PCR sont déposés sur des gels d’agarose à 1 %, puis une électrophorèse

est réalisée. Cette électrophorèse, nous permet après révélation, de vérifier la taille et la qualité
attendues des ADN.
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3.2.5 Groupage des produits de PCR par patient
Les 12 produits de PCR sélectionnés vont être groupés par patient afin de réaliser un pool.

Nous avons groupé les produits de PCR, en fonction de leur taille en prenant 1µL par kb. Cette
stratégie a été adoptée pour deux raisons. D’une part, parce que les rendements de PCR sont
moins bons pour les PCR longues ce qui résulte en une concentration finale en amplicon plus
faible. D’autre part, parce qu’il est nécessaire pour maintenir un taux de couverture suffisant
lors du séquençage d’avoir une plus grande quantité d’amplicons longs car ils contiennent plus
d’informations à séquencer.

3.2.6 Purification du pool et dosage de la quantité d’ADN de chaque pool
Pour éliminer les restes d’amorces, de nucléotides, de polymérases et d’ions de la PCR, qui

peuvent par la suite interférer avec le séquençage, nous avons utilisé le kit « QIAquick PCR
Purification Kit » de chez Qiagen en appliquant le protocole préconisé par le fabriquant [194].

Nous avons dosé la quantité d’ADN présents dans chaque pool, au moyen de la méthode
utilisée lors de la phase initiale de qualification des ADN.

Les résultats sont les suivants :

Tableau III – Liste des concentrations d’ADN extraits, pour chacun des échantillons.

Échantillon ADN en ng/µL
1602 21,5
1619 17,4
1622 19,8
1623 18,2
1625 16,6
1626 21,4
1630 21,1
1632 25
1634 20,7
1638 21,1

Les ADN sont ensuite dilués dans une quantité d’eau en fonction de leur concentration initiale,
afin d’arriver à une concentration de 0,2 ng/µL dans 100 µL d’eau.

3.2.7 Génération des bibliothèques d’ADN, selon la méthode Nextera d’Illumina
Le but de cette méthode est de préparer l’ADN source, pour qu’il soit séquencé par l’automate

de NGS MiSeq. Cette préparation consiste à fragmenter l’ADN source en tronçons de taille
identique et d’ajouter de part et d’autre de ces fragments, une séquence nucléotidique spécifique
à chacun des patients (index) permettant d’étiqueter leurs ADN et ainsi de les grouper dans
la même solution. Cette méthode ajoute également une séquence d’adaptateurs nécessaires aux
étapes de séquençage. Ces étapes ont été réalisées selon le protocole Nextera [201] (figure 3.1).
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Figure 3.1 – Étapes de préparation de la bibliothèque selon la technique NexTera.

Tagmentation de l’ADN source

Cette première étape utilise des enzymes appelées transposomes qui vont fragmenter l’ADN
source, toutes les 300 paires de bases, en ajoutant de part et d’autre des fragments, une séquence
nucléotidique appelée « tag ».

Cette réaction se fait avec une quantité d’ADN préconisée de 1 ng soit 5 µL de la solution
précédente (c’est-à-dire environ l’équivalent de 279 copies du génome humain).

Amplification par PCR

Cette étape permet d’amplifier l’ADN fragmenté et d’ajouter les index et les adaptateurs sur
les fragments. Pour cela, les amorces de séquençage sont complémentaires des tags précédemment
ajoutés par les transposomes. Ces amorces contiennent une séquence non complémentaire des tags
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qui comporte les index et les adaptateurs p5 et p7. Ces amorces seront incorporées à l’amplicon
lors de l’élongation.

Purification par billes magnétiques

Cette technique permet de sélectionner les amplicons de PCR, d’éliminer les réactifs et les
oligonucléotides des amorces et d’éluer les amplicons dans un volume plus petit (figure 3.2). À la
suite de cette étape, nous avons ajouté à la méthode Nextera, le dosage des différentes quantités
d’ADN afin de vérifier le bon déroulement des étapes précédentes.

Figure 3.2 – Schéma du principe de purification par billes magnétiques.

Normalisation et groupage des échantillons en pool

Dans un premier temps, une étape de normalisation des quantités d’ADN permet d’éviter la
sur-représentation d’un échantillon par rapport à un autre.

Dans un deuxième temps, les échantillons patients sont groupés dans la même solution et les
ADN sont dénaturés pour obtenir des brins monocaténaires.

3.3 Séquençage massif en parallèle

La technique de séquençage massif en parallèle permet de séquencer simultanément, tous les
fragments d’ADN source. Elle se fait en deux grandes étapes, la première est la génération de
cluster de fragments identiques en séquence et la seconde est le séquençage par cycle lecture-
lavage. Ces étapes sont entièrement automatisées par l’automate MiSeq.

3.3.1 Génération des clusters par amplification en pont
Cette étape est réalisée par l’automate sur une plaque de verre appelée flow cell. L’objectif de

cette étape est de permettre la génération d’un amas de fragment d’ADN de séquence identique
sur un même secteur de la flow cell. Il existe différentes tailles de flow cell. Pour les besoins de
notre méthode, nous avons choisi la flow cell standard permettant de lire 15 millions de fragments
différents en 26 heures.

Cette flow cell est composée d’un maillage d’oligonucléotides. Ces oligonucléotides sont de
deux types, l’un est un oligonucléotide complémentaire des adaptateurs p5, l’autre un oligonu-
cléotide complémentaire des adaptateurs p7. Ils sont fixés de façon covalente à la plaque de verre,
par une de leurs extrémités, ce qui permet aux fragments d’ADN source, lors de leur mise en
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contact avec la flow cell de s’hybrider aux oligonucléotides. Ces fragments d’ADN source sont
ainsi fixés par une de leurs extrémités à la flow cell ; leurs autres extrémités étant libres. Les
oligonucléotides fixés sur la flow cell doivent être en excès par rapport aux fragments d’ADN
source.

Après cette hybridation, une étape d’élongation est réalisée avec pour amorce les oligonucléo-
tides fixés sur la flow cell (figure 3.3 (a)). Le brin copié va donc être sur la même molécule que
l’oligonucléotide amorce et ainsi être lié de façon covalente à la flow cell. Enfin, une étape de
déshybridation par chauffage et un lavage permettent d’éliminer le fragment source (figure 3.3
(b)).

Par la suite, une nouvelle hybridation est réalisée cette fois entre l’extrémité libre du fragment
d’ADN qui vient d’être polymérisé et un oligonucléotide adjacent sur la flow cell. Ce fragment
d’ADN forme ainsi un pont (oligonucléotide complémentaire de p7, si l’oligonucléotide de l’étape
précédente était complémentaire de p5 et vice et versa) (figure 3.3 (c)). Il s’ensuit une étape
d’élongation puis de déshybridation-lavage (figure 3.3 (d) et (e)).

Ces étapes successives d’hybridation en pont, d’élongation, puis de déshybridation-lavage vont
s’enchaîner et aboutir à la saturation des oligonulcléotides de la flow cell (figure 3.3 – f). Elles
vont générer plus de 1000 copies du brin original, en environ 2 heures.

La dernière étape sélectionne uniquement les fragments d’ADN amplifiés à partir des oligo-
nucléotides complémentaires de p7 par clivage des fragments fixés sur p5. Ces fragments sont
nommés par convention « fragment sens » (forward).

Chaque fragment d’ADN source est ainsi amplifié. Après ces différentes étapes, une surface
précise de la flow cell va être composée de la même séquence nucléotidique.

Figure 3.3 – Représentation des différentes étapes d’amplification en pont, aboutissant à la for-
mation d’un clone d’ADN en amas.
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3.3.2 Séquençage
Le séquençage s’effectue sur des millions de cluster en parallèle (figure 3.4).
Le séquençage des brins sens s’effectue par l’enchaînement de cycles de lecture-lavage.
Tout d’abord, les extrémités libres (3’) sont bloquées et l’automate ajoute les réactifs. Ces

derniers sont composés par des nucléotides terminant marqués par un fluorochrome de couleur
spécifique à leur base (une couleur par base), par des amorces de séquençage et par des ADN
polymérases. Les amorces s’hybrident ensuite aux fragments d’ADN ; la polymérase se fixe et ini-
tie l’extension du fragment d’ADN en incorporant un premier nucléotide. Ce nucléotide bloque
l’extension. Un laser rouge va alors exciter les fluorochromes A et C et un laser vert, les fluoro-
chromes G et C. L’émission est donc lue sur quatre longueurs d’ondes différentes. La caméra, par
un jeu de filtres acquière quatre images de la flow cell. Chaque image a pour intensité de pixel
l’intensité d’émission du fluorochrome spécifique à chacune des quatre bases. Enfin, la partie
bloquante du nucléotide incorporé va être éliminée, tout comme son fluorochrome. Un nouveau
cycle débute enfin après une phase de lavage. Ce cycle est répété 150 fois.

Figure 3.4 – Étapes de séquençage selon la technique des oligonucléotides terminant marqués
réversibles.
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Le séquençage des brins anti-sens se fait après une nouvelle amplification en pont qui se termine
par la sélection des brins anti-sens et par un nouveau séquençage.

Figure 3.5 – Schéma du principe de lecture de la flow cell, en bas une image prise par la caméra
de l’automate sur une longueur d’onde lors de l’acquisition montrant les clusters (ce schéma
représente la flow cell d’un GenomeAnlalyze II qui est la première version du MiSeq).

3.4 Analyse informatique des résultats

Hormis la première étape d’analyse des données qui est réalisée par l’automate, les étapes
suivantes sont réalisées en externe par la Société Sophia Genetic. Cette solution a été choisie
car l’analyse des données de séquençage nécessite d’une part des capacités de calcul impor-
tantes qui ne sont pas accessibles facilement au CHU de Dijon, et d’autre part du travail de
bio-informaticiens spécialisés, pouvant maintenir à jour les logiciels et développer des nouvelles
solutions. Un pipeline d’analyse informatique a cependant été développé en interne durant la
mise au point de la méthode. Il a permis de vérifier les résultats.

3.4.1 Génération des séquences par patient
Un premier algorithme informatique permet pour chaque cycle de séquençage, à partir des

quatre images de la flow cell d’identifier les clusters, de leur attribuer une lettre correspondant à
la base identifiée et d’y associer un score correspondant à la qualité d’identification de la base. Ce
score équivaut à la probabilité que la base identifiée soit la base réelle. Cet algorithme est répété
pour chacun des cycles ce qui permet d’identifier la séquence nucléotidique de chaque cluster.
L’identification sur chacun des clusters de la séquence index permet également d’associer chaque
séquence aux différents patients. L’algorithme qui calcule le score de qualité est inspiré de l’al-
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gorithme phred [202] modifié pour utiliser les données d’intensité et de bruit-de-fond spécifiques
à cette technique.

Cet algorithme génère un fichier texte appelé « fastQ », pour chaque patient. Ce fichier est
constitué d’un bloc de données de quatre lignes pour chaque cluster. La première ligne correspond
à l’identifiant de la séquence (position du cluster, sens de lecture, index du patient), la deuxième
correspond à la séquence nucléotidique du cluster, la troisième correspond à l’identifiant du score
de qualité (qui peut être uniquement constitué d’un signe « + », si les lignes se suivent dans le
fichier), la quatrième ligne correspond à une séquence de caractères ou chaque caractère équivaut
au score de qualité de chacune des bases transcrite sur la première ligne [203]. Par exemple :

@M01381 :33 :000000000−A5LDB :1 :1101 :16234 :1611 1 :N :0 :34
CAACGCGGTGTGCGACGAGCTCCACATCTACTGCTCGCGCTGCACGGCCGACC
+
FGG@GGCHHFBG1FFHFFGGF3DEGFFHHHGHHHHHHHHHHHHHGHEGGGGCF

3.4.2 Vérification et filtrage de la qualité
Une première vérification de la qualité d’identification des bases se fait avec le programme

FastQc [204]. Celui-ci permet d’avoir une vision globale des scores de qualité (figure 3.6). Il com-
bine pour chaque cycle, les données de qualité de tous les fragments ; cela permet de vérifier que
l’identification des bases dans les derniers cycles ne dépasse pas un seuil d’erreur trop important.

Figure 3.6 – Graphique représentant en ordonnée la qualité d’identification et en abscisse le cycle
(ici 75 cycles).

Ensuite, les séquences sont filtrées avec le programme « cutadapt ». Un premier filtrage
élimine les fins de séquences commençant par une base étant en dessous du score de qualité 25
(probabilité d’erreur de 1/316). Un deuxième filtrage reconnaît les séquences des adaptateurs et
des index qui peuvent ne pas avoir été filtrés par l’automate lors de la première phase d’analyse
et les élimine.
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Une seconde vérification de la qualité est faite, afin que toutes les bases identifiées soient de
bonne qualité.

3.4.3 Alignement
Les différentes séquences correspondant aux fragments d’ADN source séquencés sont alignées

sur le génome humain de référence en l’occurrence, le génome humain du Genome Reference
Consortium (GRC), en version 19, datant de 2009, soit le GRCh37/hg19. L’algorithme utilisé
s’inspire de la transformation de Burrows-Wheeler. Le programme qui en découle pour traiter
nos données de séquençage s’appelle « bwa-mem ». Il en résulte un fichier de type SAM [205]
(figure 3.7). Différents filtrages sur la qualité des alignements sont par la suite appliqués au fichier
SAM qui est enfin compressé dans un fichier BAM.

Figure 3.7 – Schéma de l’alignement des fragments séquencés en rouge sur le génome de référence
en bleu.

3.4.4 Identification des variants
L’identification des variants est réalisée par le programme « VarScan2 » ou « Mutect » qui

génère un fichier variant call format VCF. Ce fichier associe à chaque variant : sa position sur le
génome de référence, sa fraction allélique, les différents scores de qualité, le nombre de fois où ce
variant a été identifié sur les séquences sens et anti-sens, ainsi que le nombre de fois où la base
de référence a été identifiée sur les séquences sens et anti-sens.

Durant la dernière étape, le VCF est annoté. Les mutations sont caractérisées par leurs
conséquences sur la protéine et par leurs présences dans les bases de données, notamment la base
de données du catalogue des mutations somatiques dans les cancers (COSMIC) [206].



PARTIE 3. MÉTHODE DE SÉQUENÇAGE 58

3.5 Limites et biais

3.5.1 Biais induits par l’utilisation d’ADN extrait de FFPE
Plusieurs biais résultent de l’utilisation du formaldéhyde dans le traitement des échantillons.
Le premier est la fragmentation de l’ADN qui peut entraîner des rendements faibles d’ampli-

fication. Cette fragmentation résulte d’une part de l’utilisation de formaldéhyde et d’autre part
de mauvaises conditions de stockage des échantillons. Le formaldéhyde, surtout à faible pH, aug-
mente la formation de base apurinique ou apyrimidinique [207], puis aboutit à la fragmentation
de l’ADN. L’environnement quant à lui, concourt également à la fragmentation de l’ADN des
échantillons, par l’action de la chaleur et des UV.

Une autre source de biais provient de l’augmentation du taux d’erreur dans l’amplification
de l’ADN, lors de la PCR. En effet, sur des échantillons d’ADN de tissus frais, le taux d’erreur
est de 1/105 bases. Dans les échantillons FFPE, ce taux passe à 1/500 bases [208]. La majorité
des erreurs provient de la désamination hydrolytique causée par le formaldéhyde. Cette réaction
chimique fait passer la cytosine en uracil ou en thymine si cette cytosine est méthylée, cela
entraîne des erreurs C>T (et G>A) [209]. Le formaldéhyde peut également rendre les nucléotides
qui composent l’ADN apuriniques ou apyrimidiniques, principalement dans les zones riches en
A-T, lors de l’amplification de l’ADN par la Taq polymerase qui va insérer des adénines au niveau
des bases manquantes.

Plusieurs solutions pour contrôler les problèmes de fragmentation sont possibles : la conserva-
tion des échantillons dans une salle tempérée et à l’abri de la lumière, l’utilisation de préparation
de formaldéhyde ayant un pH le plus neutre possible, l’utilisation de taille d’amplicons plus
courte et au mieux la réalisation de PCR nichée.

3.5.2 Artefacts de PCR
Les artefacts de PCR entraînent des erreurs de deux types, soit des erreurs de reproduction

de la séquence nucléotidique, soit des biais qui déforment la distribution des produits de PCR
aboutissant à une sur-représentation d’un amplicon par rapport aux autres.

Les erreurs d’amplification peuvent aboutir à la formation de molécules chimériques no-
tamment des hétéroduplexes. La formation de molécules chimériques se produit principalement
lorsque la concentration en produit de PCR augmente. Plusieurs mécanismes peuvent aboutir à
la formation de ces molécules. Elles surviennent lorsque des produits de PCR incomplets agissent
comme amorce sur des séquences hétérologues, ou lorsque la dénaturation n’est pas complète et
que la polymérase continue sur le brin complémentaire encore en partie hybridé.

Plusieurs facteurs favorisent la survenue d’erreur :
— Une concentration forte en Mg++ et en dNTP.
— Un nombre élevé de cycles (les PCR nichées ont un taux d’erreur divisé par deux).
— Une faible quantité d’ADN initiale.
— L’absence d’activité de proofreading.
Une solution idéale permettant de filtrer les mutations résultant d’erreurs d’amplification

serait de réaliser deux PCR indépendantes et par extension, de traiter tous les échantillons à
analyser en duplicate. Cette solution permettrait de filtrer les mutations non reproduites, car
la probabilité de reproduire les mêmes erreurs est faible [210]. L’utilisation de l’uracil-DNA
glycosylase (UDG) limite également les erreurs ; elle divise par deux le nombre de mutations
[209] [211].
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3.5.3 Artefacts induits par le séquençage sur MiSeq
Il existe différents biais induits par le séquençage sur MiSeq. Les erreurs de couverture en-

traînent une déviation de la distribution uniforme du nombre de lecture par base séquencée. Les
autres erreurs sont des erreurs de précision dans l’identification d’insertion, de délétion et de
mutation ponctuelle.

La technique utilisée porte en elle, plusieurs sources de bruits s’ajoutant au signal des clusters ;
cela peut entraîner des faux-positifs de substitution.

Un des biais provient du fait que seules deux longueurs d’ondes d’excitation sont utilisées pour
lire les bases, une rouge pour les bases A et C et une verte pour les bases G et T. Cela entraîne
ainsi, tout comme en cytométrie de flux, une fuite de l’intensité d’émission d’un fluorochrome
dans la fenêtre de détection de l’autre fluorochrome (figure 3.8 – d). Ce problème est source de
faux-positif par la substitution de A>C, C>A et de G>T, T>G.

Une autre source de bruit émerge des problèmes de déphasage et de pré-phasage lors des
cycles de polymérisation et entraîne également un bruit de fond dans le signal du cluster (figure
3.8 – b). Ces problèmes surviennent lorsque certains brins du cluster sont en avance ou en retard
dans leur polymérisation par rapport aux autres brins du cluster. Les problèmes de déphasage
sont dus entre autres, à une mauvaise élimination des parties terminantes ou des fluorochromes
présents sur les nucléotides. Cette mauvaise élimination entraîne un retard de polymérisation
du brin touché par rapport aux autres brins du cluster. Les problèmes de pré-phasage induisent
quant à eux, une avance dans la polymérisation du brin touché qui peuvent être causés par un
mauvais lavage des réactifs à la fin d’un cycle, ou par l’absence de partie terminante sur un des
nucléotides incorporés [212].

Une dernière source de bruit provient de la perte des brins par leur décrochement de la flow
cell, qui au fur et à mesure des cycles va diminuer le signal du cluster (figure 3.8 – c).

La survenue d’erreur est proportionnelle au nombre de cycles de séquençage ; la taille du
fragment qui va pouvoir être séquencé est donc limitée par le nombre de cycles.

Les artefacts sont généralement contrôlés par le programme interne de l’automate au moyen
de l’application de différents algorithmes (matrice de compensation pour éliminer les problèmes
de fuite de signal, normalisation pour éliminer le bruit de fond, utilisation du modèle de Markov
pour les problèmes de phasage, modèle de clustering hiérarchique pour décider de l’identité de la
base, apprentissage supervisé par un témoin interne le phiX dont la séquence est connue) [213].

Malgré les efforts entrepris pour contrôler les erreurs, il persiste environ 0,23 % d’erreurs sur
chaque fragment [214] qui dans 95 % des cas sont des substitutions. La majorité des erreurs de
lecture surviennent au début et à la fin des cycles de séquençage. Il a aussi été démontré que les
scores de qualité, calculés par cette technique, sont mal corrélés à la présence de faux-positif.
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Figure 3.8 – Schéma des différentes sources de bruit lors de la lecture du signal des clusters. Les
bases des fragments sont représentées par des rectangles de couleur et les polymérases en noir.
En a, absence de bruit, le cluster lu émet pour tous ses brins, la même couleur. En b, bruits
de pré-phasage à gauche, et de déphasage à droite. En c, perte d’intensité du signal du fait de
la perte de brin. En d, bruits dans l’identification de la longueur d’onde causés par la fuite du
signal [213].



Partie 4

Résultats

À partir du fichier brut issu du séquençage, nous avons sélectionné les mutations faux-sens
non-synonymes ne faisant pas partie du polymorphisme normal. Soixante substitutions corres-
pondants à ces critères ont été identifiées.

Les résultats sont détaillés ici, par patient. Chaque mutation est caractérisée par sa fraction
allélique à laquelle elle a été identifiée, et par le résultat que cette mutation provoque sur la
protéine.

4.1 Mutations ponctuelles identifiées sur le patient 1602

Mutations ponctuelles identifiées sur EZH2

S84L

Le séquençage a identifié une substitution d’une guanine par une adénine en position 148529838
du chromosome 7 (chr7 : 148529838G>A) avec une couverture allélique de 1,35 %. Cependant,
ce variant n’a été retrouvé en valeur absolue sur seulement deux lectures, ce qui est insuffisant
pour l’identifier avec certitude. Cette substitution touche l’exon 4/20 du gène EZH2 codant pour
la protéine homonyme. Elle est responsable d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence,
l’incorporation en position 84 d’une leucine (non-polaire) se fait à la place d’une sérine (polaire).

L’analyse structurale révèle que cette mutation porte sur le domaine d’interaction avec
d’autres méthyltransférases : DNMT1, DNMT3A et DNMT3B.

K156E

Le séquençage a identifié une substitution d’une thymine par une cytosine en position 148526838
du chromosome 7 (chr7 : 148526838T>C) avec une couverture allélique de 1,9 %. Cependant, ce
variant n’a été retrouvé en valeur absolue seulement sur deux lectures, ce qui est insuffisant pour
l’identifier avec certitude. Cette substitution touche l’exon 5/20 du gène EZH2 codant pour la
protéine homonyme. Elle est responsable d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence,
l’incorporation en position 156 d’un glutamate (acide) se fait à la place d’une lysine (basique).

L’analyse structurale révèle que cette mutation porte sur le domaine d’interaction avec
d’autres méthyltransférases : DNMT1, DNMT3A et DNMT3B.

61
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Figure 4.1 – Schéma des mutations ponctuelles retrouvées chez le patient 1602.

E162K

Le séquençage a identifié une substitution d’une cytosine par une thymine en position 148526820
du chromosome 7 (chr7 : 148526820C>T) avec une couverture allélique de 1,54 %. Cependant, ce
variant n’a été retrouvé en valeur absolue seulement sur deux lectures, ce qui est insuffisant pour
l’identifier avec certitude. Cette substitution touche l’exon 5/20 du gène EZH2 codant pour la
protéine homonyme. Elle est responsable d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence,
l’incorporation en position 162 d’une lysine (basique) se fait à la place d’un glutamate (acide).

L’analyse structurale révèle que cette mutation porte sur le domaine d’interaction avec
d’autres méthyltransférases : DNMT1, DNMT3A et DNMT3B.

K270E

Le séquençage a identifié une substitution d’une thymine par une cytosine en position 148523645
du chromosome 7 (chr7 : 148523645T>C) avec une couverture allélique de 1,23 %. Cependant, ce
variant n’a été retrouvé en valeur absolue seulement sur deux lectures, ce qui est insuffisant pour
l’identifier avec certitude. Cette substitution touche l’exon 8/20 du gène EZH2 codant pour la
protéine homonyme. Elle est responsable d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence,
l’incorporation en position 270 d’un glutamate (acide) se fait à la place d’une lysine (basique).
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L’analyse structurale révèle que cette mutation porte sur le domaine d’interaction avec
d’autres méthyltransférases : DNMT1, DNMT3A et DNMT3B.

G321R

Le séquençage a identifié une substitution d’une cytosine par une thymine en position 148516711
du chromosome 7 (chr7 : 148516711C>T) avec une couverture allélique de 5,41 %. Cependant,
ce variant n’a été retrouvé en valeur absolue seulement sur deux lectures, ce qui est insuffisant
pour l’identifier avec certitude. Cette substitution touche l’exon 9/20 du gène EZH2 codant pour
la protéine homonyme. Elle est responsable d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occur-
rence, l’incorporation en position 321 d’une arginine (basique) se fait à la place d’une glycine
(non-polaire).

L’analyse structurale révèle que cette mutation porte sur le domaine d’interaction avec
d’autres méthyltransférases : DNMT1, DNMT3A et DNMT3B.

P346L

Le séquençage a identifié une substitution d’une guanine par une adénine en position 148515157
du chromosome 7 (chr7 : 148515157G>A) avec une couverture allélique de 5,13 %. Cependant,
ce variant n’a été retrouvé en valeur absolue seulement sur deux lectures, ce qui est insuffisant
pour l’identifier avec certitude. Cette substitution touche l’exon 10/20 du gène EZH2 codant
pour la protéine homonyme. Elle est responsable d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occur-
rence, l’incorporation en position 346 d’une leucine (non-polaire) se fait à la place d’une proline
(non-polaire).

L’analyse structurale révèle que cette mutation porte sur le domaine d’interaction avec la
protéine CDYL, une enzyme entraînant l’acétylation des histones.

G459R

Le séquençage a identifié une substitution d’une cytosine par une thymine en position 148514334
du chromosome 7 (chr7 : 148514334C>T) avec une couverture allélique de 4,17 %. Cependant,
ce variant n’a été retrouvé en valeur absolue seulement sur deux lectures, ce qui est insuffisant
pour l’identifier avec certitude. Cette substitution touche l’exon 11/20 du gène EZH2 codant
pour la protéine homonyme. Elle est responsable d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’oc-
currence, l’incorporation en position 156 d’une arginine (basique) se fait à la place d’une glycine
(non-polaire).

L’analyse structurale révèle que cette mutation porte sur le domaine d’interaction avec une
enzyme entraînant l’acétylation des histones, la protéine CDYL.

Q521*

Le séquençage a identifié une substitution d’une guanine par une adénine en position 148512102
du chromosome 7 (chr7 : 148512102G>A) avec une couverture allélique de 2,47 %. Cependant, ce
variant n’a été retrouvé en valeur absolue seulement sur deux lectures, ce qui est insuffisant pour
l’identifier avec certitude. Cette substitution touche l’exon 14/20 du gène EZH2 codant pour la
protéine homonyme. Elle est responsable d’un non-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, en
position 521, la survenue d’un codon stop (TAA ochre) se fait à la place de l’incorporation d’une
glutamine (polaire).
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Mutation ponctuelle identifiée sur CARD11

S619F

Le séquençage a identifié une substitution d’une guanine par une adénine en position 2963951
du chromosome 7 (chr7 : 2963951G>A) avec une couverture allélique de 36,35 %. Cette substitu-
tion touche l’exon 13/25 du gène CARD11 codant pour la protéine CAR11. Elle est responsable
d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 619 d’une phé-
nylalanine (non-polaire) se fait à la place d’un sérine (polaire).

Mutation ponctuelle identifiée sur TP53

Q375L

Le séquençage a identifié une substitution d’une thymine par une adénine en position 7572985
du chromosome 17 (chr17 : 7572985T>A) avec une couverture allélique de 1,15 %. Cependant,
cette mutation a été identifiée en valeur absolue sur un seul sens de lecture ce qui peut signer
un artéfact de séquençage. Cette substitution touche l’exon 11/11 du gène TP53 codant pour la
protéine p53. Elle est responsable d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incor-
poration en position 375 d’une leucine (non-polaire) se fait à la place d’une glutamine (polaire).

4.2 Mutations ponctuelles identifiées sur le patient 1619

Figure 4.2 – Schéma des mutations ponctuelles retrouvées chez le patient 1619.

Mutation ponctuelle identifiée sur TP53

R273C

Le séquençage a identifié une substitution d’une guanine par une adénine en position 7577121
du chromosome 17 (chr17 : 7577121G>A) avec une couverture allélique de 3,59 %. Cette substi-
tution touche l’exon 8/11 du gène TP53 codant pour la protéine p53. Elle est responsable d’un
faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 273, d’une cystéine
(polaire) se fait à la place d’une arginine (basique).
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4.3 Mutations ponctuelles identifiées sur le patient 1622

Figure 4.3 – Schéma des mutations ponctuelles retrouvées chez le patient 1622.

Mutation ponctuelle identifiée sur EZH2

T339A

Le séquençage a identifié une substitution d’une thymine par une cystine en position 148515179
du chromosome 7 (chr7 : 148515179T>C) avec une couverture allélique de 46,18 %. Cette substi-
tution touche l’exon 10/20 du gène EZH2 codant pour la protéine homonyme. Elle est responsable
d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 339 d’une alanine
(non-polaire) se fait à la place d’une thréonine (polaire).

L’analyse structurale de la protéine CAR11 révèle que la mutation affecte un domaine d’in-
teraction avec d’autres méthyltransférases : DNMT1, DNMT3A et DNMT3B, ainsi qu’avec une
enzyme entrainant l’acétylation des histones, la protéine CDYL.

4.4 Mutations ponctuelles identifiées sur le patient 1623

Mutation ponctuelle identifiée sur MYD88

M170V

Le séquençage a identifié une substitution d’une adénine par une guanine en position 38181884
du chromosome 3 (chr3 : 38181884A>G) avec une couverture allélique de 1,14 %. Cette substitu-
tion touche l’exon 3/5 du gène MYD88 codant pour la protéine homonyme. Elle est responsable
d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 170 d’une valine
(non-polaire) se fait à la place d’une méthionine (non-polaire).

Mutations ponctuelles identifiées sur CARD11

R436W

Le séquençage a identifié une substitution d’une guanine par une adénine en position 2976706
du chromosome 7 (chr7 : 2976706G>A) avec une couverture allélique de 3 %. Cette substitution
touche l’exon 9/25 du gène CARD11 codant pour la protéine CAR11. Elle est responsable d’un
faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 436 d’un tryptophane
(non-polaire) se fait à la place d’une arginine (basique).
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Figure 4.4 – Schéma des mutations ponctuelles retrouvées chez le patient 1623.

L’analyse structurale de la protéine CAR11 révèle que la mutation affecte un domaine de
type superhélice.

R437C

Le séquençage a identifié une substitution d’une guanine par une adénine en position 2976703
du chromosome 7 (chr7 : 2976703G>A) avec une couverture allélique de 2,5 %. Cette substitution
touche l’exon 9/25 du gène CARD11 codant pour la protéine CAR11. Elle est responsable d’un
faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 437 d’une cystéine
(polaire) se fait à la place d’une arginine (basique).

L’analyse structurale de la protéine CAR11 révèle que la mutation affecte un domaine de
type superhélice.

4.5 Mutations ponctuelles identifiées sur le patient 1625

Mutation ponctuelle identifiée sur MYD88

L265P

Le séquençage a identifié une substitution d’une thymine par une cytosine en position 38182641
du chromosome 3 (chr3 :38182641T>C) avec une couverture allélique de 22,35 %. Cette substi-
tution touche une thymine, très conservée phylogénétiquement, de l’exon 5/5 du gène MYD88
codant pour la protéine homonyme. Elle est responsable d’un faux-sens lors de la traduction ; en
l’occurrence, l’incorporation en position 265 (ou 273 selon l’isoforme) d’une proline (non-polaire)
se fait à la place d’une leucine (non-polaire).

L’analyse structurale de la protéine MYD88 révèle que la mutation affecte le domaine du
récepteur Toll-Interleukine (TIR).
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Figure 4.5 – Schéma des mutations ponctuelles retrouvées chez le patient 1625.

Mutation ponctuelle identifiée sur CD79B

Y196S

Le séquençage a identifié une substitution d’une thymine par une guanine en position 62006798
du chromosome 17 (chr17 : 62006798T>G) avec une couverture allélique de 54,64 %. Cette substi-
tution touche l’exon 5/6 du gène CD79B codant pour la protéine homologue. Elle est responsable
d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 196 d’une sérine
(polaire) se fait à la place d’une tyrosine (polaire).

Cette mutation touche la première tyrosine (Y196) du motif ITAM de CD79B.

Mutation ponctuelle identifiée sur CARD11

R337Q

Le séquençage a identifié une substitution d’une cytosine par une thymine en position 2978320
du chromosome 7 (chr7 : 2978320C>T) avec une couverture allélique de 28,41 %. Cette substitu-
tion touche l’exon 7/25 du gène CARD11 codant pour la protéine CAR11. Elle est responsable
d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 337 d’une glu-
tamine (polaire) se fait à la place d’une arginine (basique).



PARTIE 4. RÉSULTATS 68

L’analyse structurale de la protéine CAR11 révèle que la mutation affecte un domaine de
type super-hélice.

4.6 Mutations ponctuelles identifiées sur le patient 1626

Figure 4.6 – Schéma des mutations ponctuelles retrouvées chez le patient 1626.

Mutations ponctuelles identifiées sur EZH2

D486Y

Le séquençage a identifié une substitution d’une cytosine par une thymine en position 148513810
du chromosome 7 (chr7 : 148513810C>A) avec une couverture allélique de 1,36 %. Cette substitu-
tion touche l’exon 12/20 du gène EZH2 codant pour la protéine homonyme. Elle est responsable
d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 486 d’une tyro-
sine (polaire) se fait à la place d’un aspartate (acide).

L’analyse structurale de la protéine CAR11 révèle que la mutation affecte un domaine d’in-
teraction avec une enzyme entraînant l’acétylation des histones, la protéine CDYL.

G434S

Le séquençage a identifié une substitution d’une cytosine par une thymine en position 148514409
du chromosome 7 (chr7 : 148514409C>T) avec une couverture allélique de 2,22 %. Cette substitu-
tion touche l’exon 11/20 du gène EZH2 codant pour la protéine homonyme. Elle est responsable
d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 434 d’une sérine
(polaire) se fait à la place d’une glycine (non-polaire).

L’analyse structurale de la protéine CAR11 révèle que la mutation affecte un domaine d’in-
teraction avec une enzyme entraînant l’acétylation des histones, la protéine CDYL.
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R349H

Le séquençage a identifié une substitution d’une cytosine par une thymine en position 148515148
du chromosome 7 (chr7 : 148515148C>T) avec une couverture allélique de 3,03 %. Cette substitu-
tion touche l’exon 10/20 du gène EZH2 codant pour la protéine homonyme. Elle est responsable
d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 349 d’une his-
tidine (basique) se fait à la place d’une arginine (basique).

L’analyse structurale de la protéine CAR11 révèle que la mutation affecte un domaine d’in-
teraction avec une enzyme entraînant l’acétylation des histones, la protéine CDYL.

D88E

Le séquençage a identifié une substitution d’une guanine par une thymine en position 148529825
du chromosome 7 (chr7 : 148529825G>T) avec une couverture allélique de 1,02 %. Cette substi-
tution touche l’exon 4/20 du gène EZH2 codant pour la protéine homonyme. Elle est responsable
d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 88 d’un gluta-
mate (acide) se fait à la place d’un aspartate (acide).

L’analyse structurale de la protéine CAR11 révèle que la mutation affecte un domaine d’in-
teraction avec d’autres méthyltransférases : DNMT1, DNMT3A et DNMT3B.

Mutations ponctuelles identifiées sur TP53

K373R

Le séquençage a identifié une substitution d’une thymine par une cytosine en position 7572991
du chromosome 17 (chr17 : 7572991T>C) avec une couverture allélique de 1,9 %. Cette substi-
tution touche l’exon 11/11 du gène TP53 codant pour la protéine p53. Elle est responsable d’un
faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 373 d’une arginine
(basique) se fait à la place d’une lysine (basique).

P27S

Le séquençage a identifié une substitution d’une guanine par une adénine en position 7579717
du chromosome 17 (chr17 : 7579717G>A) avec une couverture allélique de 1,17 %. Cette sub-
stitution touche l’exon 3/11 du gène TP53 codant pour la protéine p53. Elle est responsable
d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 27 d’une sérine
(polaire) se fait à la place d’une proline (non-polaire).

4.7 Mutations ponctuelles identifiées sur le patient 1630

Mutation ponctuelle identifiée sur MYD88

L265P

Pour l’analyse de cette mutation se reporter au patient 1625 (page 66). Cette mutation a été
identifiée chez ce patient avec une couverture allélique de 27,6 %.
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Figure 4.7 – Schéma des mutations ponctuelles retrouvées chez le patient 1630.

Mutation ponctuelle identifiée sur CD79B

Y196H

Le séquençage a identifié une substitution d’une adénine par une guanine en position 62006799
du chromosome 17 (chr17 : 62006799A>G) avec une couverture allélique de 31,34 %. Cette substi-
tution touche l’exon 5 du gène CD79B codant pour la protéine CD79B. Elle est responsable d’un
faux-sens lors de la traduction, en l’occurrence l’incorporation en position 196 d’une histidine se
fait à la place d’une tyrosine.

Cette mutation touche la première tyrosine (Y196) du motif ITAM de CD79B.

Mutation ponctuelle identifiée sur EZH2

L98V

Le séquençage a identifié une substitution d’une adénine par une cytosine en position 148529797
du chromosome 7 (chr7 : 148529797A>C) avec une couverture allélique de 2,22 %. Cette substi-
tution touche l’exon 4/20 du gène EZH2 codant pour la protéine homonyme. Elle est responsable
d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 98 d’une valine
(non-polaire) se fait à la place d’une leucine (non-polaire).
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L’analyse structurale de la protéine EZH2 révèle que la mutation affecte un domaine d’inter-
action avec d’autres méthyltransférases : DNMT1, DNMT3A et DNMT3B.

I109V

Le séquençage a identifié une substitution d’une thymine par une cytosine en position 148529764
du chromosome 7 (chr7 : 148529764T>C) avec une couverture allélique de 2,06 %. Cette substi-
tution touche l’exon 4/20 du gène EZH2 codant pour la protéine homonyme. Elle est responsable
d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 109 d’une valine
(non-polaire) se fait à la place d’une isoleucine (non-polaire).

L’analyse structurale de la protéine EZH2 révèle que la mutation affecte un domaine d’inter-
action avec d’autres méthyltransférases : DNMT1, DNMT3A et DNMT3B.

D184N

Le séquençage a identifié une substitution d’une cytosine par une thymine en position 148525907
du chromosome 7 (chr7 : 148525907C>T) avec une couverture allélique de 2,11 %. Cette substi-
tution touche l’exon 6/20 du gène EZH2 codant pour la protéine homonyme. Elle est responsable
d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 184 d’une aspa-
ragine (polaire) se fait à la place d’un aspartate (acide).

L’analyse structurale de la protéine EZH2 révèle que la mutation affecte un domaine d’inter-
action avec d’autres méthyltransférases : DNMT1, DNMT3A et DNMT3B.

E275D

Le séquençage a identifié une substitution d’une cytosine par une adénine en position 148523628
du chromosome 7 (chr7 : 148523628C>A) avec une couverture allélique de 1,4 %. Cette substitu-
tion touche l’exon 8/20 du gène EZH2 codant pour la protéine homonyme. Elle est responsable
d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 275 d’un aspar-
tate (acide) se fait à la place d’un glutamate (acide).

L’analyse structurale de la protéine EZH2 révèle que la mutation affecte un domaine d’inter-
action avec d’autres méthyltransférases : DNMT1, DNMT3A et DNMT3B.

P572Q

Le séquençage a identifié une substitution d’une guanine par une thymine en position 148511172
du chromosome 7 (chr7 : 148511172G>T) avec une couverture allélique de 7,69 %. Cette substitu-
tion touche l’exon 15/20 du gène EZH2 codant pour la protéine homonyme. Elle est responsable
d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 572 d’une glu-
tamine (polaire) se fait à la place d’une proline (non-polaire).

4.8 Mutations ponctuelles identifiées sur le patient 1632

Mutations ponctuelles identifiées sur EZH2

G235C

Le séquençage a identifié une substitution d’une cytosine par une adénine en position 148524281
du chromosome 7 (chr7 : 148524281C>A) avec une couverture allélique de 3,92 %. Cependant,
ce variant n’a été retrouvé en valeur absolue seulement sur deux lectures, ce qui est insuffisant
pour l’identifier avec certitude. Cette substitution touche l’exon 7/20 du gène EZH2 codant pour
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Figure 4.8 – Schéma des mutations ponctuelles retrouvées chez le patient 1632.

la protéine homonyme. Elle est responsable d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occur-
rence, l’incorporation en position 235 d’une cystéine (polaire) se fait à la place d’une glycine
(non-polaire).

L’analyse structurale de la protéine EZH2 révèle que la mutation affecte un domaine d’inter-
action avec d’autres méthyltransférases : DNMT1, DNMT3A et DNMT3B.

S220F

Le séquençage a identifié une substitution d’une guanine par une adénine en position 148524325
du chromosome 7 (chr7 : 148524325G>A) avec une couverture allélique de 3,7 %. Cependant, ce
variant n’a été retrouvé en valeur absolue seulement sur deux lectures, ce qui est insuffisant pour
l’identifier avec certitude. Cette substitution touche l’exon 7/20 du gène EZH2 codant pour la
protéine homonyme. Elle est responsable d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence,
l’incorporation en position 220 d’une phénylalanine (non-polaire) se fait à la place d’une sérine
(polaire).

L’analyse structurale de la protéine EZH2 révèle que la mutation affecte un domaine d’inter-
action avec d’autres méthyltransférases : DNMT1, DNMT3A et DNMT3B.

H129Y

Le séquençage a identifié une substitution d’une guanine par une adénine en position 148526919
du chromosome 7 (chr7 : 148526919G>A) avec une couverture allélique de 15,38 %. Cependant
ce variant n’a été retrouvé seulement sur deux lectures, ce qui est insuffisant pour l’identifier avec
certitude. Cette substitution touche l’exon 5/20 du gène EZH2 codant pour la protéine homo-
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nyme. Elle est responsable d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation
en position 129 d’une tyrosine (polaire) se fait à la place d’une histidine (basique).

L’analyse structurale de la protéine EZH2 révèle que la mutation affecte un domaine d’inter-
action avec d’autres méthyltransférases : DNMT1, DNMT3A et DNMT3B.

Mutations ponctuelles identifiées sur TP53

Q375G

Le séquençage a identifié une substitution d’une thymine par une cytosine en position 7572985
du chromosome 17 (chr17 : 7572985T>C) avec une couverture allélique de 1,07 %. Cette substi-
tution touche l’exon 11/11 du gène TP53 codant pour la protéine p53. Elle est responsable d’un
faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 375 d’une guanine
(non-polaire) se fait à la place d’une glutamine (polaire).

D208V

Le séquençage a identifié une substitution d’une thymine par une adénine en position 7578226
du chromosome 17 (chr17 : 7578226T>A) avec une couverture allélique de 12,06 %. Cette sub-
stitution touche l’exon 6 du gène TP53 codant pour la protéine p53. Elle est responsable d’un
faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 208 d’une valine
(non-polaire) se fait à la place d’une asparagine (polaire).

4.9 Mutations ponctuelles identifiées sur le patient 1634

Mutations ponctuelles identifiées sur CARD11

R260Q

Le séquençage a identifié une substitution d’une cytosine par une thymine en position 2979468
du chromosome 7 (chr7 : 2979468C>T) avec une couverture allélique de 1,1 %. Cette substitution
touche l’exon 6/25 du gène CARD11 codant pour la protéine CAR11. Elle est responsable d’un
faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 260 d’une glutamine
(polaire) se fait à la place d’un arginine (basique).

L’analyse structurale de la protéine CAR11 révèle que la mutation affecte un domaine de
type superhélice.

I323S

Le séquençage a identifié une substitution d’une adénine par une cytosine en position 2978362
du chromosome 7 (chr7 : 2978362A>C) avec une couverture allélique de 1,13 %. Cette substitu-
tion touche l’exon 7/25 du gène CARD11 codant pour la protéine CAR11. Elle est responsable
d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 323 d’une sérine
(polaire) se fait à la place d’une isoleucine (non-polaire).

L’analyse structurale de la protéine CAR11 révèle que la mutation affecte un domaine de
type superhélice.
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Figure 4.9 – Schéma des mutations ponctuelles retrouvées chez le patient 1634.

G526V

Le séquençage a identifié une substitution d’une cystine par une adénine en position 2969702
du chromosome 7 (chr7 : 2969702C>A) avec une couverture allélique de 1,01 %. Cette substitu-
tion touche l’exon 12/25 du gène CARD11 codant pour la protéine CAR11. Elle est responsable
d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 526 d’une valine
(non-polaire) se fait à la place d’une glycine (non-polaire).

Mutations ponctuelles identifiées sur CD79B

F172C

Le séquençage a identifié une substitution d’une adénine par une cytosine en position 62007164
du chromosome 17 (chr17 : 62007164A>C) avec une couverture allélique de 2,01 %. Cette substi-
tution touche l’exon 4/6 du gène CD79B codant pour la protéine homonyme. Elle est responsable
d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 172 d’une cys-
téine (polaire) se fait à la place d’une phénylalanine (non-polaire).
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I201V

Le séquençage a identifié une substitution d’une thymine par une cytosine en position 62006675
du chromosome 17 (chr17 : 62006675T>C) avec une couverture allélique de 1,61 %. Cette substi-
tution touche l’exon 6/6 du gène CD79B codant pour la protéine homonyme. Elle est responsable
d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 201 d’une valine
(non-polaire) se fait à la place d’une iso-leucine (non-polaire).

T206P

Le séquençage a identifié une substitution d’une thymine par une guanine en position 62006660
du chromosome 17 (chr17 : 62006660T>G) avec une couverture allélique de 4,55 %. Cette substi-
tution touche l’exon 6/6 du gène CD79B codant pour la protéine homonyme. Elle est responsable
d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 206 d’une proline
(non-polaire) se fait à la place d’une thréonine (polaire).

Mutations ponctuelles identifiées sur TP53

F19L

Le séquençage a identifié une substitution d’une adénine par une guanine en position 7579858
du chromosome 17 (chr17 : 7579858A>G) avec une couverture allélique de 2,17 %. Cette sub-
stitution touche l’exon 2/11 du gène TP53 codant pour la protéine p53. Elle est responsable
d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 19 d’une leucine
(non-polaire) se fait à la place d’une phénylalanine (non-polaire).

D21H

Le séquençage a identifié une substitution d’une cytosine par une guanine en position 7579852
du chromosome 17 (chr17 : 7579852C>G) avec une couverture allélique de 2,3 %. Cette substi-
tution touche l’exon 2/11 du gène TP53 codant pour la protéine p53. Elle est responsable d’un
faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 21 d’une histidine
(basique) se fait à la place d’un aspartate (acide).

D42V

Le séquençage a identifié une substitution d’une thymine par une adénine en position 7579562
du chromosome 17 (chr17 : 7579562T>A) avec une couverture allélique de 1,44 %. Cette sub-
stitution touche l’exon 4/11 du gène TP53 codant pour la protéine p53. Elle est responsable
d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 42 d’une valine
(non-polaire) se fait à la place d’un aspartate (acide).

P58L

Le séquençage a identifié une substitution d’une guanine par une adénine en position 7579514
du chromosome 17 (chr17 : 7579514G>A) avec une couverture allélique de 1,18 %. Cette sub-
stitution touche l’exon 4/11 du gène TP53 codant pour la protéine p53. Elle est responsable
d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 58 d’une leucine
(non-polaire) se fait à la place d’une proline (non-polaire).
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R110C

Le séquençage a identifié une substitution d’une guanine par une adénine en position 7579359
du chromosome 17 (chr17 : 7579359G>A) avec une couverture allélique de 1,04 %. Cette substi-
tution touche l’exon 4/11 du gène TP53 codant pour la protéine p53. Elle est responsable d’un
faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 110 d’une cystéine
(polaire) se fait à la place d’une arginine (basique).

L369Q, S371T, G374V, Q375G et S378P

Le séquençage a identifié les substitutions suivantes sur le chromosome 17 :
— Une substitution d’une adénine par une thymine en position 7573003 et 7572998

(chr17 : 7573003A>T et chr17 : 7572998A>T).
— Une substitution d’une cytosine par une adénine en position 7572988 (chr17 : 7572988C>A).
— Une substitution d’une thymine par une cytosine en position 7572985 (chr17 : 7572985T>C).
— Une substitution d’une adénine par une guanine en positon 7572977 (chr17 : 7572977A>G).

D391H

Le séquençage a identifié une substitution d’une cytosine par une guanine en position 7572938
du chromosome 17 (chr17 : 7572938C>G) avec une couverture allélique de 1,63 %. Cette substi-
tution touche l’exon 11/11 du gène TP53 codant pour la protéine p53. Elle est responsable d’un
faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 391 d’une histidine
(basique) se fait à la place d’un aspartate (acide).

4.10 Mutations ponctuelles identifiées sur le patient 1638

Figure 4.10 – Schéma des mutations ponctuelles retrouvées chez le patient 1638.
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Mutations ponctuelles identifiées sur EZH2

D184N

Le séquençage a identifié une substitution d’une cytosine par une thymine en position 148525907
du chromosome 7 (chr7 : 148525907C>T) avec une couverture allélique de 1,45 %. Cette substi-
tution touche l’exon 6/20 du gène EZH2 codant pour la protéine homonyme. Elle est respon-
sable d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 184 d’une
asparagine (polaire) se fait à la place L’analyse structurale de la protéine EZH2 révèle que la
mutation affecte un domaine d’interaction avec d’autres méthyltransférases : DNMT1, DNMT3A
et DNMT3B.

A335V

Le séquençage a identifié une substitution d’une guanine par une adénine en position 148515190
du chromosome 7 (chr7 : 148515190G>A) avec une couverture allélique de 1,69 %. Cette substitu-
tion touche l’exon 10/20 du gène EZH2 codant pour la protéine homonyme. Elle est responsable
d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 335 d’une valine
(non-polaire) se fait à la place d’une alanine (non-polaire).

L’analyse structurale de la protéine EZH2 révèle que la mutation affecte un domaine d’in-
teraction avec d’autres méthyltransférases : DNMT1, DNMT3A et DNMT3B, ainsi qu’avec une
enzyme entrainant l’acétylation des histones, la protéine CDYL.

G356R

Le séquençage a identifié une substitution d’une cystéine par une thymine en position 148515128
du chromosome 7 (chr7 : 148515128C>T) avec une couverture allélique de 1,6 %. Cette substitu-
tion touche l’exon 10/20 du gène EZH2 codant pour la protéine homonyme. Elle est responsable
d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 356 d’une argi-
nine (basique) se fait à la place d’une glycine (non-polaire).

L’analyse structurale de la protéine EZH2 révèle que la mutation affecte un domaine d’inter-
action avec une enzyme entrainant l’acétylation des histones, la protéine CDYL.

E391V

Le séquençage a identifié une substitution d’une thymine par une adénine en position 148515022
du chromosome 7 (chr7 : 148515022T>A) avec une couverture allélique de 1,7 %. Cette substitu-
tion touche l’exon 10/20 du gène EZH2 codant pour la protéine homonyme. Elle est responsable
d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 391 d’une valine
(non-polaire) se fait à la place d’un glutamate (acide).

L’analyse structurale de la protéine EZH2 révèle que la mutation affecte un domaine d’inter-
action avec une enzyme entrainant l’acétylation des histones, la protéine CDYL.

Y520H

Le séquençage a identifié une substitution d’une adénine par une guanine en position 148512105
du chromosome 7 (chr7 : 148512105A>G) avec une couverture allélique de 1,04 %. Cette substitu-
tion touche l’exon 14/20 du gène EZH2 codant pour la protéine homonyme. Elle est responsable
d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 520 d’une his-
tidine (basique) se fait à la place d’une tyrosine (polaire).
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L’analyse structurale de la protéine EZH2 révèle que la mutation affecte un domaine d’inter-
action avec une enzyme entrainant l’acétylation des histones, la protéine CDYL.

A539V

Le séquençage a identifié une substitution d’une guanine par une adénine en position 148512047
du chromosome 7 (chr7 : 148512047G>A) avec une couverture allélique de 1,26 %. Cette substitu-
tion touche l’exon 14/20 du gène EZH2 codant pour la protéine homonyme. Elle est responsable
d’un faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 539 d’une valine
(non-polaire) se fait à la place d’une alanine (non-polaire).

Mutation ponctuelle identifiée sur TP53

R248Q

Le séquençage a identifié une substitution d’une cytosine par une thymine en position 7577538
du chromosome 17 (chr17 : 7577538C>T) avec une couverture allélique de 67,82 %. Cette sub-
stitution touche l’exon 7 du gène TP53 codant pour la protéine p53. Elle est responsable d’un
faux-sens lors de la traduction ; en l’occurrence, l’incorporation en position 248 d’une glutamine
(polaire) se fait à la place d’une arginine (basique).

4.11 Synthèse

Les mutations identifiées pour chaque patient sont synthétisées dans les deux tableaux qui
suivent.



Tableau I – Liste des mutations faux-sens non-synonymes retrouvées numéro un.

Patients Gènes Position (hg19) Substitution Isoforme mutant Fraction allélique Couverture sens et anti-sens
1602 CARD11 chr7 :2963951 G/A S619F 36,35% 468/2093
1602 EZH2 chr7 : 148512102 G/A Q521 2,47 % 1/1
1602 EZH2 chr7 : 148514334 C/T G459R 4,17 % 1/1
1602 EZH2 chr7 : 148515157 G/A P346L 5,13 % 1/1
1602 EZH2 chr7 : 148516711 C/T G321R 5,41 % 0/2
1602 EZH2 chr7 : 148523645 T/C K270E 1,23 % 1/1
1602 EZH2 chr7 : 148526820 C/T E162K 1,54 % 1/1
1602 EZH2 chr7 : 148526838 T/C K156E 1,9 % 1/1
1602 EZH2 chr7 : 148529838 G/A S84L 1,35 % 1/1
1602 TP53 chr17 : 7572985 T/A Q375L 1,15 % 20/0
1619 TP53 chr17 : 7577121 G/A R273C 3,59 % 295/381
1623 MYD88 chr3 : 38181884 A/G M170V 1,14 % 2/0
1623 CARD11 chr7 : 2976703 G/A R437C 2,50 % 4/0
1623 CARD11 chr7 : 2976706 G/A R436W 3 % 5/0
1622 EZH2 chr7 : 148515179 T/C T339A 46,18 % 42/113
1625 CARD11 chr7 : 2978320 C/T R337Q 28,41 % 562/851
1625 CD79B chr17 : 62006798 T/G Y196S 54,64 % 1340/301
1625 MYD88 chr3 : 38182641 T/C L265P 22,35 % 4416/4546
1626 EZH2 chr7 : 148513810 C/A D486Y 1,36 % 1/1
1626 EZH2 chr7 : 148514409 C/T G434S 2,22 % 0/2
1626 EZH2 chr7 : 148515148 C/T R349H 3,03 % 1/1
1626 EZH2 chr7 : 148529825 G/T D88E 1,02 % 0/2
1626 TP53 chr17 : 7572991 T/C K373R 1,9 % 27/1
1626 TP53 chr17 : 7579717 G/A P27S 1,17 % 1/1
1630 MYD88 chr3 : 38182641 T/C L265P 27,6 % 1119/913
1630 EZH2 chr7 : 148511172 G/T P572Q 7,69 % 1/1
1630 EZH2 chr7 : 148523628 C/A E275D 1,4 % 1/1
1630 EZH2 chr7 : 148525907 C/T D184N 2,11 % 6/0
1630 EZH2 chr7 : 148529764 T/C I109V 2,06 % 1/1
1630 EZH2 chr7 : 148529797 A/C L98V 2,22 % 1/1
1630 CD79B chr17 : 62006799 A/G Y196H 31,34 % 1313/301



Tableau II – Liste des mutations faux-sens non-synonymes retrouvées tableau deux.

Patients Gènes Position (hg19) Substitution Isoforme mutant Fraction allélique Couverture sens et anti-sens
1632 EZH2 chr7 : 148524281 C/A G235C 3,92% 2/0
1632 EZH2 chr7 : 148524325 G/A S220F 3,7 % 1/1
1632 EZH2 chr7 : 148526919 G/A H129Y 15,38 % 1/1
1632 TP53 chr17 : 7572985 T/C Q375G 1,07 % 13/2
1632 TP53 chr17 : 7578226 T/A D208V 12,06 % 434/276
1634 CARD11 chr7 : 2969702 C/A G526V 1,01 % 0/7
1634 CARD11 chr7 : 2978362 A/C I323S 1,13 % 1/14
1634 CARD11 chr7 : 2979468 C/T R260Q 1,1 % 14/0
1634 TP53 chr17 : 7572938 C/G D391H 1,63 % 10/0
1634 TP53 chr17 : 7572977 A/G S378P 1,93 % 7/0
1634 TP53 chr17 : 7572985 T/C Q375G 2,48 % 15/0
1634 TP53 chr17 : 7572988 C/A G374V 3,54 % 17/1
1634 TP53 chr17 : 7572991 T/C K373R 2,21 % 14/0
1634 TP53 chr17 : 7572998 A/T S371T 1,98 % 9/0
1634 TP53 chr17 : 7573003 A/T L369Q 1,31 % 8/0
1634 TP53 chr17 : 7579359 G/A R110C 1,04 % 0/18
1634 TP53 chr17 : 7579514 G/A P58L 1,18 % 0/11
1634 TP53 chr17 : 7579562 T/A D42V 1,44 % 0/9
1634 TP53 chr17 : 7579852 C/G D21H 2,3 % 16/0
1634 TP53 chr17 : 7579858 A/G F19L 2,17 % 15/0
1634 CD79B chr17 : 62006660 T/G T206P 4,55 % 2/0
1634 CD79B chr17 : 62006675 T/C I201V 1,61 % 1/1
1634 CD79B chr17 : 62007164 A/C F172C 2,01 % 33/6
1638 EZH2 chr7 : 148512047 G/A A539V 1,26 % 1/1
1638 EZH2 chr7 : 148512105 A/G Y520H 1,04 % 1/1
1638 EZH2 chr7 : 148515022 T/A E391V 1,7 % 1/2
1638 EZH2 chr7 : 148515128 C/T G356R 1,6 % 1/1
1638 EZH2 chr7 : 148515190 G/A A335V 1,69 % 0/2
1638 EZH2 chr7 : 148525907 C/T D184N 1,45 % 11/1
1638 TP53 chr17 : 7577538 C/T R248Q 67,82 % 1770/3110



Partie 5

Discussion

Cette discussion porte sur la caractérisation des mutations identifiées. Les données issues de
la littérature et des bases de données accessibles en ligne permettent d’identifier les mutations
pathogènes, non pathogènes et les probables faux-positifs.

Patient 1602

Chez ce patient, les variants codants pour les isoformes mutants d’EZH2 ont été identifiés
en valeur absolue uniquement sur deux lectures ce qui est insuffisant pour les identifier avec
certitude. De plus, la consultation de la base de données COSMIC ne fournit aucune publication
ayant identifié ces variants, hormis pour l’isoforme E162K ou l’isoforme sur le même codon E162*
a été identifié dans des cellules de cancer de l’endomètre [206].

La mutation codant pour l’isoforme S619F de CARD11, aux vues de sa couverture, touche la
majorité des cellules néoplasiques du prélèvement séquencé. Aucune étude publiée n’a identifié
ce variant. Cependant, plusieurs identifications de mutations sur l’exon 13 ont été observées dans
des cancers pulmonaires, œsophagiens, coliques, ovariens et cutanés [206]. Cette mutation peut
correspondre à une mutation passagère survenue sur le clone principal, mais son rôle actif dans
la lymphomagénèse ne peut être exclu.

Pour l’isoforme Q375L de TP53, la mutation n’a été identifiée en valeur absolue que sur une
seule lecture, ce qui est insuffisant pour l’identifier avec certitude. Cependant, la consultation
de la base de données COSMIC fournit deux études ayant identifié des variants sur le même
codon, l’une dans un gliome (Q375K) et l’autre dans trois carcinomes (Q375*) [215]. En dernier
lieu, le résultat de l’analyse fonctionnelle (GVGD) donne un risque très faible de pathogénicité
(1/7) [216].

L’analyse ne retrouve pas de mutation pathogène confirmée sur ce patient.

Patient 1619

La base de données COSMIC fournit une étude retrouvant l’isoforme mutant R273C de TP53.
Ce mutant a été identifié deux fois dans des échantillons de syndromes myélodysplasiques dans
une étude publiée en 2013. Dans cette étude, les échantillons d’ADN ont été obtenus à partir de
cellules mononuclées sanguines ou médullaires. La technique de séquençage réalisée est celle du
panel (111 gènes) par capture en NGS. 738 patients ont été séquencés. 43 mutations de TP53
ont été identifiées, dont deux codants pour R273C [217]. R273C a également été identifié 163
fois dans des échantillons d’autres néoplasies. Enfin, il a été identifié chez un patient atteint
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du syndrome de Li-Fraumeni. Ce patient a été diagnostiqué d’une tumeur du système nerveux
central à l’âge de 26 ans et d’une leucémie à l’âge de 28 ans [218].

Le résultat de l’analyse fonctionnelle (GVGD) donne un risque très élevé de pathogénicité
(7/7) [219]. En effet, il a été mis en évidence que la fonction de ce mutant est modifiée [220].
Le codon muté est connu pour coder l’acide aminé qui entre en contact avec les séquences ADN
ciblées par p53, participant ainsi directement à la fonction de facteur de transcription de p53.
L’isoforme mutant sur le même codon, le R273H est connu pour être un mutant gain-de-fonction
contact (cf. page 25).

Les arguments épidémiologiques et fonctionnels permettent donc de suspecter fortement que
la mutation R273C est pathogène par perte-de-fonction.

Le gain-de-fonction a été prouvé pour la mutation R273H touchant le même codon. Le fait
que le même codon soit touché suggère que la mutation R273C est donc aussi, très probablement,
pathogène par gain-de-fonction. Cependant, la couverture allélique faible, mesurée à 3,59 % fait
néanmoins douter de la pathogénicité de cette mutation. Elle serait réellement pathogène, elle
aurait été sélectionnée positivement au sein du clone néoplasique. Toutefois, il est possible que
le prélèvement séquencé ne contienne que peu d’ADN néoplasique ou qu’un sous-clone portant
cette mutation soit apparu récemment. Il convient donc de confirmer l’identification de cette
mutation sur un nouveau prélèvement.

Au total, pour ce patient, on retrouve une mutation de TP53 pathogène avec cepen-
dant une faible couverture allélique nécessitant la confirmation de l’identification de
cette mutation sur un nouveau prélèvement. Il est également important de noter que cette
mutation, si elle s’avère réelle, est d’intérêt thérapeutique (cf. page 26).

Patient 1622

La fraction allélique de la mutation d’EZH2 codant pour l’isoforme T339A est de 46,18 %.
Ce résultat est en faveur de sa conservation au sein de la population clonale des cellules néopla-
siques séquencées. Cela nous permet d’émettre l’hypothèse de son rôle dans la lymphomagénèse.
Cependant, il n’existe encore aucune étude qui identifie cette mutation. Son implication dans la
lymphomagénèse ne peut donc être affirmée par cet unique argument.

Cette mutation d’EZH2 est cependant cohérente par rapport au sous-type centre germinatif
de ce lymphome à grandes cellules. En effet, EZH2 est fréquemment muté dans ces lymphomes et
très rarement muté dans les sous-types cellules B activés (ABC) [171]. Il s’agit d’une mutation
pathogène probable.

Patient 1623

Les mutations identifiées sur MYD88 et CARD11 ne sont pas référencées comme pathogènes.
Leurs faibles couvertures alléliques ne permettent pas d’exclure qu’elles soient des faux-positifs
résultant d’un artefact de PCR ou de séquençage.

L’analyse des résultats ne retrouve pas de mutation pathogène.

Patient 1625

La mutation codant pour l’isoforme L265P de MYD88 a été identifiée avec une fraction al-
lélique suffisante mesurée à 22,35 %. La base de données COSMIC a fourni l’identification de
cette mutation dans 1596 échantillons d’hémopathies malignes. Un tableau liste (cf. page 117)



PARTIE 5. DISCUSSION 83

les études ayant identifié cet isoforme. Ces nombreuses identifications suggèrent que cet iso-
forme mutant est sélectionné positivement au sein des cellules néoplasiques. En effet, la protéine
mutante MYD88 L265P s’est révélée être une mutation pathogène gain-de-fonction la rendant
active constitutivement et favorisant ainsi, la prolifération néoplasique par la stimulation de la
voie NF-κB (cf. page 33).

La mutation de CD79B responsable de l’isoforme mutant Y196S a été identifiée avec une
couverture allélique de 54,64 %, ce qui suffit pour considérer qu’elle n’est pas un faux-positif.
Dans la littérature, cette mutation a été retrouvée six fois dans de l’ADN provenant de cellules
hématologiques malignes. Le tableau II (cf. page 119) recense les études ayant identifié cette
mutation ; ces données suggèrent une sélection positive de cette mutation favorisant ainsi, la
prolifération des cellules néoplasiques. Cette mutation touche la première tyrosine (Y196) du
motif ITAM de CD79B. Il a été prouvé que les mutations sur cet acide aminé sont pathogènes
par gain-de-fonction (cf. page 29).

Le séquençage du gène CARD11 a identifié la mutation responsable de l’isoforme R337Q avec
une couverture allélique suffisante de 28,41 %. Une étude publiée en 2010, a identifié ce variant à
trois reprises, notamment dans un échantillon de lymphome primitif du système nerveux central.
Dans cette étude, l’ADN a été extrait à partir d’une biopsie stéréoscopique et le séquençage
a été réalisé par la technique de Sanger ; 42 patients ont été séquencés et 6 mutations ont été
retrouvées sur CARD11 dont un isoforme mutant R337Q [221].

La mutation R337Q de CARD11 est soit une mutation non pathogène passagère sur le clone
principal, soit une mutation pathogène conductrice. Elle est moins probablement une mutation
pathogène conductrice, car elle n’a pas été retrouvée antérieurement dans un grand nombre de
néoplasie.

Les mutations L265P de MYD88 et Y196S de CD79B sont confirmées être des
mutations pathogènes conductrices (cf. pages 29 et 33). Leurs fractions alléliques sont co-
hérentes avec leurs sélections au sein du clone néoplasique. Ces deux mutations sont souvent
retrouvées ensemble, dans les lymphomes B à grandes cellules de sous-type activé [164]. Selon
une autre étude, il semble que lorsque ces deux mutations sont présentes, les cellules néoplasiques
sont sensibles à l’ibrutinib [133].

Patient 1626

Les variants codants pour les isoformes mutants D486Y, G434S et D88E d’EZH2 ont été
identifiés en valeur absolue uniquement, sur deux lectures, ce qui est insuffisant pour les identifier
avec certitude. De plus, la consultation de la base de données COSMIC ne fournit aucune étude
ayant identifié ces variants.

La mutation entraînant l’isoforme mutant K373R de TP53 a été identifiée avec une couverture
allélique de 1,9 %, ce qui correspond en valeur absolue, à son identification sur 28 lectures. Ce
chiffre est faible, mais pas négligeable. La base de données COSMIC référence l’identification de
ce variant dans un échantillon de gliome [222]. Cependant, cette mutation est très probablement
un faux-positif résultant d’un artefact de séquençage. Sa faible couverture allélique va dans le sens
de cette hypothèse ; en effet, 27 identifications sur 28 lectures ont été réalisées sur le brin sens.
De plus, elle a été identifiée chez deux patients de notre cohorte, ce qui la rend statistiquement
improbable du fait de la rareté de son identification dans les études. L’acide aminé de p53
Lys373 est un site de modification post-traductionnel par méthylation dépendant de l’action des
enzymes G9a et Glp. Il a été prouvé que la méthylation ou la di-méthylation de cette acide aminé
s’accompagne in vitro d’une perte de fonction de p53. Il a aussi été prouvé que le variant K373R
ne peut pas être méthylé, ce qui est en défaveur de son action pathogène [223] (ce variant a
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servi de contrôle négatif dans l’étude référencée précédemment). En fin, le résultat de l’analyse
fonctionnelle (GVGD) donne un risque très faible de pathogénicité (1/7) [219].

L’isoforme mutant de TP53, P27S a été identifié en valeur absolue uniquement sur deux
lectures, ce qui est insuffisant pour l’identifier avec certitude. De plus, le résultat de l’analyse
fonctionnelle (GVGD) donne un risque très faible de pathogénicité (1/7) [219] et la base de
données COSMIC ne recense pas la mutation.

Au total, l’analyse des résultats pour ce patient ne retrouve pas de mutation pathogène
confirmée.

Patient 1630

Les mutations d’EZH2 retrouvées sur ce patient n’ont pas une fraction allélique suffisante
pour pouvoir les identifier avec certitude. De plus, ces mutations n’apparaissent dans aucune
base de données.

La mutation codant pour MYD88l265p a été identifiée chez ce patient avec une couverture
allélique de 27,6 %, ce qui suffit pour confirmer sa présence. Pour la discussion sur cette mutation
se reporter au patient 1625 (cf. page 82) chez qui l’identification de cette mutation a également
été réalisée.

La mutation de CD79B codant pour l’isoforme Y196H a été identifiée avec une couverture
allélique suffisante de 31,34 %. Dans la littérature scientifique, cette mutation a été identifiée
seize fois dans de l’ADN provenant de cellules néoplasiques issues d’hémopathies malignes [206].
Le tableau III (cf. page 120) référence les études ayant identifié cette mutation dans les hémo-
pathies malignes. Ces données suggèrent une sélection positive de cette mutation par les cellules
néoplasiques favorisant leur prolifération. Cette mutation touche la première tyrosine (Y196) du
motif ITAM de CD79B. Il a été prouvé que des mutations sur cet acide aminé sont pathogènes
par gain-de-fonction (cf. page 29).

Les mutations L265P de MYD88 et Y196H de CD79B sont confirmées comme étant
des mutations pathogènes conductrices. Leurs fractions allélique sont cohérentes avec leurs
sélections au sein du clone néoplasique. Ces mutations sont fréquemment retrouvées ensemble
dans les lymphomes B à grandes cellules de sous-type activé [164]. Lorsque ces deux mutations
sont présentes, les cellules néoplasiques semblent être sensibles à l’ibrutinib [133] (cf. pages 29 et
33).

Patient 1632

Les mutations d’EZH2 retrouvées chez ce patient ont été identifiées, en valeur absolue, uni-
quement sur deux lectures, ce qui est insuffisant pour les identifier avec certitude. De plus, la
base de données COSMIC ne fournit aucune publication ayant identifié ces variants.

La mutation Q375G de TP53 a été identifiée, en valeur absolue, uniquement sur deux lectures,
ce qui est insuffisant pour l’identifier avec certitude. De plus, la base de données COSMIC ne
fournit aucune publication ayant identifié ce variant et le résultat de l’analyse fonctionnelle
(GVGD) donne un risque très faible de pathogénicité (1/7) [219].

La mutation D208V de TP53 a été identifiée, avec une couverture allélique suffisante de
12,06%. Des isoformes mutants de p53, au niveau du codon 208, ont été retrouvés dans trente-
neuf échantillons provenant de nombreuses pathologies tumorales (des gliomes, des carcinomes
hépatiques, pulmonaires, ovariens pancréatiques et de l’estomac) [206]. Cet isoforme a également
été identifié à deux reprises dans la littérature, dans des pathologies hématologiques malignes. Le
tableau IV (cf. page 121) liste les études ayant identifié la mutation D208V dans les hémopathies
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malignes. Le résultat de l’analyse fonctionnelle (GVGD) donne un risque très fort de pathogé-
nicité (7/7) [219]. Cette mutation est donc très probablement pathogène par perte-de-fonction,
mais aucune étude n’a mis en évidence son mécanisme pathogène.

L’isoforme mutant de TP53, D208V est donc probablement pathogène par perte-de-
fonction, mais puisqu’aucune étude sur cette mutation n’a été publiée, il n’est donc pas possible
de l’affirmer avec certitude.

Patient 1634

Les mutations retrouvées sur CD79B, CARD11 et TP53 ont une fraction allélique trop faible
pour pouvoir être identifiées avec certitude.

Le résultat de l’analyse ne donne aucune mutation pathogène.

Patient 1638

La mutation D184N est également retrouvée chez ce patient. Étant donné l’absence d’iden-
tification de cette mutation dans la littérature, il est très peu probable que cette mutation soit
une mutation réelle ; il s’agirait donc plutôt d’un faux-positif.

Les autres mutations d’EZH2 ont été identifiées, en valeur absolue, uniquement sur deux ou
trois lectures, ce qui est insuffisant pour les identifier avec certitude. De plus, la base de données
COSMIC ne fournit aucune publication ayant identifié ces variants.

La mutation de TP53 codant pour l’isoforme R248Q a été identifiée avec une couverture
allélique suffisante de 67,82 %. Elle est retrouvée dans l’ensemble des pathologies tumorales.
Selon la base de données de l’IARC (recensant plus de 29.000 mutations somatiques de TP53),
la mutation R248Q représente dans les hémopathies malignes 8,7 % des mutations hotspot de
TP53 et 6,3 % dans les adénopathies malignes [224]. L’identification de cette mutation dans
différentes pathologies tumorales est reportée dans 734 publications [206]. Les principales études
ayant identifié la mutation R248Q dans les hémopathies malignes sont quant à elles, listées dans
le tableau V (cf. page 122). Il a été prouvé que cette mutation faux-sens entraîne chez la souris
le rajeunissement de l’âge de survenue des tumeurs et la diminution de leur survie (prolifération
doublée pour un lymphome T) par rapport à des souris p53-/- [87]. Cette mutation faux-sens
est une mutation pathogène gain-de-fonction qui transforme TP53, à l’état sauvage un gène
suppresseur de tumeur, en un mutant oncogène [225] et en plus lui fait perdre son activité
suppressive de tumeur. Ce mutant fait partie des mutants contacts gain-de-fonction de p53 (cf.
page 25).

Au total, on retrouve chez ce patient une mutation pathogène confirmée, la mutation de
TP53 R248Q, qui correspond à un mutant gain-de-fonction de TP53. L’évolution défavorable
de la patiente est cohérente avec la présence de ce variant.

Synthèse

Sur les gènes des échantillons de dix patients séquencés, nous avons identifié, grâce à notre
méthode de séquençage, soixante substitutions :

— Quatre patients ont des mutations pathogènes (patients 1619, 1625, 1630 et 1638), dont
une est à confirmer (patient 1619).

— Trois patients ont des mutations probablement pathogènes (patients 1602, 1622 et 1632).
— Chez trois autres patients, aucune mutation sur les gènes séquencés n’a été mise en évi-

dence (patients 1623, 1626 et 1634).



Ces résultats, présentés dans le tableau I (cf. page 87), sont cohérents avec les examens
anatomopathologiques et les données de la littérature. En effet, deux lymphomes de sous-type
non-GC (ABC) ont des mutations sur la voie de signalisation du BCR (patients 1625 et 1630) et
un lymphome de sous-type GC a une mutation sur EZH2 (patient 1622). Les mutations L265P
de MYD88 et Y196 de CD79B sont très fréquemment retrouvées dans les sous-types ABC [112].
Cependant, la mutation T339A n’a pour l’instant jamais été reportée dans les sous-types GCB
qui sont pourtant connus pour leur enzyme EZH2 activée de façon constitutive [171] [177].

On retrouve une co-occurrence fréquente des mutations MYD88 L265P et CD79B Y196, ce qui
est cohérent avec les résultats de la littérature [164]. À ce jour, l’isoforme mutant L265P est associé
à un pronostic péjoratif, mais il ne s’agit pas d’un marqueur indépendant. Il est fréquemment
associé au sous-type ABC également de pronostic péjoratif [226]. Cependant, ces mutations sont
d’intérêt thérapeutique ; car associées, elles restaurent la sensibilité à l’ibrutinib [133].

On observe également une cohérence avec l’évolution clinique. En effet, on retrouve un pro-
nostic péjoratif pour l’isoforme mutant gain-de-fonction de type contact R248Q [227] (cf. page
25). Cependant, la signification pronostique de ce mutant n’est pas tranchée. Les études sont
contradictoires. En effet, son action gain-de-fonction a été démontrée dans un modèle murin qui
révèle que les souris homozygotes R248Q ont une survie diminuée et développent des néoplasies
plus tôt que les souris p53 nulles [87]. Une étude portant sur les cancers du sein montre que
dix patients portant une mutation de TP53, de type contact, ont un pronostic particulièrement
péjoratif [228].

Il a également été mesuré, que des lignées cellulaires de cancer du sein exprimant ce mutant,
ont une capacité de déformation plus grande ; ce qui est associé à un pouvoir invasif plus important
[229]. Un pouvoir invasif plus important a également été mesuré dans des lignées cellulaires R248Q
provenant de cancer pulmonaire non à petites cellules [230]. Une étude portant sur 206 patients
atteints par un cancer du sein a montré une survie médiane globale de 35 mois pour les patients
ayant une mutation sur le site de liaison à l’ADN de TP53, et de 80 mois pour l’ensemble des
patients portant une mutation de TP53 (codons 102 à 292) [231]. Cependant, cette étude ne porte
pas précisément sur R248Q. Malgré de nombreuses études sur le sujet (cf. page 25), le lien de
cause à effet et la responsabilité de cette mutation dans la lymphomagénèse n’ont pas clairement
été établis. En effet, des études contradictoires existent. Notamment, une étude de survie de forte
puissance traitant également des cancers du sein, retrouve un impact minimal sur le pronostic
des mutations de TP53 portant sur les codons 248 et 273 (sur 178 échantillons tumoraux mutés
TP53, 25 % le sont sur les codons 248 et 273) [232]. Cette mutation est probablement due à une
désamination aléatoire, mécanisme favorisé par l’enzyme NOS-2 (par la production de monoxyde
d’azote) [233]. Cette enzyme est fréquemment sur-exprimée dans les hémopathies [234]. Il se
pourrait donc que cette mutation soit retrouvée dans les LBDGC, non parce qu’elle procure un
avantage sélectif aux cellules néoplasiques, mais parce qu’elle est le résultat d’un autre mécanisme
oncogénique. Cette dernière hypothèse ferait passer cette mutation, d’une mutation pathogène
conductrice (driver), à une mutation passagère [235].

En fin, notre étude nous a permis également d’identifier 51 mutations ayant une faible cou-
verture. Ces faibles couvertures sont retrouvées sur EZH2 dans 51 % des cas, et sur TP53 dans
33 % des cas. Rapporté à la taille des amplicons, il y a une mutation toutes les 500 paires de
bases pour EZH2 et pour TP53. Les amplicons de ces deux gènes sont les plus longs, leur taux
de mutation est corrélé à leur faible couverture allélique lors du séquençage. Cette couverture
allélique peut entraîner l’identification de mutations qui sont probablement des faux-positifs et
qui auraient été filtrées par l’automate s’il y avait eu une plus grande couverture allélique. Il est
néanmoins possible de contrôler ce biais en adaptant notre méthode ; pour limiter la taille de ces
amplicons, il serait possible de les diviser en de multiples fragments.



Tableau I – Tableau de synthèse.
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Conclusion

Notre méthode de séquençage massivement parallélisé sur l’automate NGS MiSeq a été mise
en place pour la première fois, au Laboratoire de génétique moléculaire de Dijon. Elle nous a
permis d’identifier beaucoup de mutations faux-sens. Une petite partie des ces mutations s’est
révélée pathogène ; la majorité n’étant pas identifiée de façon certaine en raison d’une couverture
allélique faible. Ces résultats sont néanmoins encourageants. En effet, cette méthode a été capable
d’identifier des mutations pathogènes.

Par rapport à la technique de type Sanger, l’intérêt principal de notre méthode réside en
sa capacité à séquencer simultanément plusieurs patients et plusieurs gènes. Elle nous a permis
également, de séquencer l’ensemble de l’ADN présent dans l’échantillon et de mesurer les frac-
tions alléliques des différentes mutations. Cette mesure est utile à l’interprétation des résultats
et pourrait permettre, par la suite, de caractériser différents sous-clones présents au sein des
tumeurs.

En effet, cette méthode permet de séquencer simultanément plusieurs gènes sur différents
échantillons, ce qui rend possible le séquençage d’échantillons de néoplasies différentes avec des
panels de gènes d’intérêts spécifiques. La partie nécessitant le plus de temps opérateur est la partie
la plus délicate ; c’est celle de l’enrichissement ciblé. Cette méthode est néanmoins facilement
adaptable à la recherche de mutations sur d’autres gènes.

D’ors et déjà, nous avons identifié des solutions pour l’améliorer et pour diminuer le taux
de faux-positif. Ainsi, des méthodes d’enrichissement par capture et par PCR multiplex sont
disponibles et pourront la rendre plus rapide, plus flexible et plus robuste pour d’autres études
et pour la prise en charge en routine des patients.
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Tableau I – Liste des études ayant identifié la mutation L265P dans les lymphomes B à grandes cellules.

Pathologies Année de publication Échantillons Technique de séquençage Population séquencée Nombre de mutations L265P Références
DLBCL en rechute
ou réfractaire

2015 FFPE (1) + FACS
de cellules mononu-
cléées périphériques

NGS exome 38 8 [236]

DLBCL 2015 FFPE Sanger 68 7 [237]
LNH 2015 Cytospin congelé de

biopsie à l’aiguille
fine

Sanger 40 1 [238]

DLBCL postif pour
VHC

2015 Tissus frais congelés Panel NGS 46 1 [239]

DLBCL double-hit 2015 FFPE Pyroséquençage 37 1 [240]
DLBCL primitive-
ment cutané

2014 Tissus frais Sanger 58 34 [241]

Lymphomes SNC 2014 Tissus frais congelés
+ FFPE

NGS exome 9 1 [242]

DLBCL 2014 Tissus frais AS-PCR L265P 175 17 [163]
DLBCL 2014 NR AS-PCR L265P 30 3 [243]
DLBCL 2014 NR Sanger 161 18 (17 dans ABC-

DLBCL)
[121]

DLBCL parotide 2013 FFPE Sanger 1 1 [244]
DLBCL primitive-
ment testiculaire

2014 FFPE AS-PCR 37 25 [245]

LNH 2013 FFPE Sanger 51 (8 DLBCL) 11 (3) [246]
DLBCL 2013 FFPE Sanger 124 8 [247]
DLBCL 2013 NR NGS exome ou gé-

nome
94 (dont 21 lignées
cellulaires)

15 [248]

DLBCL 2013 FFPE Courbes de fusion à
haute résolution

120 11 [249]

DLBCL primitive-
ment cutané type
jambe

2012 Tissus frais congelés
et FFPE

Sanger 16 11 [250]

Lymphomes primitifs
du CNS

2011 NR NR 14 7 [251]

DLBCL 2011 NR Exome NGS 6 (3 ABC-DLCBL) 1 ABC-DLCBL [252]
DLBCL FL LNH 2011 Tissu frais congelés +

FACS
NGS exome ou gé-
nome ou RNA-seq

96 DLBCL 13 FL 10
DLBCL (lignée cellu-
laire) 8 LNH

6 ABC-DLBCL [253]

DLBCL 2011 Extraction sur li-
gnées cellulaires

Exome NGS 4 lignées cellulaires
ABC-DLBCL

4 [162]



Tableau II – Liste les études ayant identifié la mutation Y196S dans les hémopathies malignes.

Pathologies Année Échantillons Technique Population séquencée Mutations CD79B et Y196S Références
DLBCL FL LNH 2011 Tissus frais congelés

FACS
NGS exome ou gé-
nome ou RNA-seq

96 DLBCL 13 FL 10
DLBCL (lignées cel-
lulaires) 8 LNH

8 1 (ABC-DLBCL) [253]

LLC Richter 2013 NR NGS éxome 9 2 1 [254]
DLBCL 2014 FFPE Séquençage direct 187 15 2 (1 ABC 1 GCB) [164]
DLBCL en rechute
ou réfractaire

2015 FFPE (1) + FACS
de cellules mononu-
cléées périphériques

NGS exome 38 6 1 [236]

LNH 2015 Cytospin congelé de
biopsie à l’aiguille
fine

Sanger 40 1 1 [238]



Tableau III – Liste des études ayant identifié la mutation Y196H dans les hémopathies malignes.

Pathologies Année Échantillons Technique Population séquencée Mutations CD79B et Y196H Références
DLBCL FL LNH 2011 Tissus frais congelés

FACS
NGS exome ou gé-
nome ou RNA-seq

96 DLBCL 13 FL 10
DLBCL (lignées cel-
lulaires) 8 LNH

8 2 (2x ABC-DLBCL) [253]

DLBCL 2013 NR NGS exome ou gé-
nome

94 (dont 21 lignées
cellulaires)

7 NR [248]

LZMs 2013 Tissus frais congelés Séquençage direct 10 (LZMs) 13 (LZM
contrôle)

1 1 [255]

DLBCL 2014 FFPE Séquençage direct 187 15 1 (ABC-DLBCL) [164]
Lymphomes SNC 2014 Tissus frais congelés

+ FFPE
NGS exome 9 3 1 [242]

DLBCL SNC 2015 FFPE Séquençage direct 18 11 4 (3 L265P+) [256]



Tableau IV – Liste des études ayant identifié la mutation D208V dans les hémopathies malignes.

Pathologies Année Échantillons Technique Population séquencée Mutations TP53 et D208V Références
LNH (ped.) 2003 FFPE Séquençage direct 49 11 1 [257]
LF et LF transformés 2014 Tissus frais congelés NGS éxome 12 6 1 [5]



Tableau V – Liste des principales études ayant identifié la mutation R248Q dans les hémopathies malignes.

Pathologies Année Échantillons Technique Population séquencée Mutations TP53 et R248Q Référence
LAL-T (ped.) 1999 Cellules sanguines

mononucléées (Fi-
coll) congelées

Séquençage direct
exons 5 à 7

57 (diag.) 14 (re-
chute) 18 (lignée cel-
lulaire)

3/57 (5%), 1/14
(7%), 12/18 (67%)

1/3, 1/1, 4/12 [258]

LMNH-B 2000 Suspensions cellu-
laires congelées

Séquençage direct
exons 5 à 9

83 8/83 (9,6%) 1/8 [259]

LLC 2000 Extraction ADN à
partir du sang péri-
phérique

Séquençage direct
exons 5 à 8

30 14/30 (47%) 1/14 [260]

LLC 2001 Culture après ficol
sur sang périphérique
puis extraction

Séquençage direct
éxons 5 à 10

13 (population sélec-
tionnée)

6 (46%) 1 [261]

LF 2002 Extraction à partir
de sang périphérique
ou à l’état frais

Séquençage direct
éxons 5 à 9

43 7 (16%) 0 (1 R248H et 1
R248W)

[262]

LCM 2006 Extraction sur tissu
frais

Chromatographie li-
quide à haute perfor-
mance sur gel déna-
turant, éxons 5 à 8

82 16 (19,5%) 1 [263]

LMNH 1997 Suspensions cellu-
laires à partir de
tissus frais

Séquençage direct
exons 5 à 8

34 (sélectionnés par
SSCP)

25 2 [264]

DLBCL 1997 Extraction sur tissu
frais

Séquençage direct
exons 5 à 9

23 (sélectionnés par
SSCP)

22 2 [265]

LPL-B 1997 NR Séquençage direct
exons 5 à 9

19 10 1 [266]

LF 2007 FACS sang ou tissus
frais solubilisés

Séquençage direct
exons 5 à 9

58 6 1 [267]

LCM 1996 Tissus congelés Séquençage direct
exons 5 à 8

53 8 (15 %) 2 [268]

LLC (mauvais pro-
nostic)

2015 NR Panel NGS (ATM,
BIRC3, MYD88,
NOTCH1, SF3B1,
TP53, KLHL6,
POT1 and XPO1) +
validation Sanger

180 25 2 [269]

AITL 2013 FFPE NGS exome 85 4 1 [270]
LLC Richter 2013 NR NGS exome 9 6 1 [254]
LLC 2013 Extraction à partir

du sang ou de la
moelle

NGS exome 160 21 1 [271]

Suite à la page suivante...



Pathologies Année Échantillons Technique Population séquencée Mutations TP53 et R248Q Références
LLC 2013 Cellules mononu-

cléées sanguines
(Ficoll)

Panel NGS 637 54 3 [272]

LB (ped.) 2012 FFPE Panel NGS 29 12 2 [273]
LAL (ped.) 2011 NR Panel NGS 187 8 NR [274]
SMP 2010 CD34+ FACS Séquençage direct

par technique de
Sanger

172 4 1 [275]

DLBCL 2007 Tissus frais congelés Chromatographie li-
quide à haute perfor-
mance sur gel déna-
turant, exons 5 à 8

113 24 3 [276]

DLBCL 2006 FFPE Séquençage direct
éxons 5 à 8

23 6 1 [277]

LLC 2006 Cellules mononu-
cléées sanguines
(Ficoll)

Séquençage direct 23 15 1 [278]

LpDC 2011 Extractions à partir
de tissus frais

Séquençage direct 14 7 2 [279]



Annexe B

Programme

Programme en R permettant la réalisation des schémas des mutations (loliplots) tel qu’ils
sont représentés dans la partie résultats.

# Programme de v i s u a l i s a t i o n des variants avec
# leur fract ion a l l é l i q u e sur l e s exons
# Thomas Steimlé

library ( Gviz )
library ( r t rack layer )
library ( trackViewer )
library ( magrittr )
library ( colorspace )

# Exemple pour TP53 :

# A part i r de Genome Browser ( i c i Hg19)
# Recopier l e s pos i t ions des débuts d ’ exon
# puis l e s assigner à debEx :

debEx <− c(7571719 ,7573926 ,7576852 ,7577018 ,7577498 ,7578176 ,
↪→ 7578370 ,7579311 ,7579699 ,7579838 ,7590694)

# Recopier l e s pos i t ions des f in s d ’ exon
# puis l e s assigner à debEx :

finEx <− c(7573008 ,7574033 ,7576926 ,7577155 ,7577608 ,7578289 ,
↪→ 7578554 ,7579590 ,7579721 ,7579937 ,7590868)

ExonsTP53 <− rbind(debEx , finEx )

# Créer un f i c h i e r csv avec une mutation par l i gne
# t e l que par exemple :
# 1634 ;7572938 ;C/G;TP53;1 .63 ;D391H; faux−sens
# Soit :
# Nom; posi t ion ; mutation ; f ract ion a l l é l i q u e ;
# Nom de la mutation ; type de mutation
# Puis l ’ enreg i s t rer par exemple dans :
# data/1634TP53. csv

# Lancer la fonction avec l e s arguments :
# Adresse du f i c h i e r csv , pos i t ions des exons
# t i t r e , sens . Dans notre exemple :
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renderMut ( ”data/1634TP53. csv” ,ExonsTP53 , ”TP53” , ”−” )

#−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−

renderMut <− function (csvP , Exons ,nom, sens ) {
csv <− read . csv (csvP , header = F, sep=” ; ” )
pos <− function (x) { return(x−min(Exons)−1) }

ExonsCent <− pos(Exons)

rognInt <− function (x) {
t a i l l e I n t <− 50
res <− matrix(0 , nrow = nrow(x) , ncol = ncol (x) )
res [ , 1 ] <− x [ , 1 ]
for ( i in 2 :ncol (x) ) {

res [ 1 , i ] <− ( res [ 2 , i −1] + t a i l l e I n t )
res [ 2 , i ] <− ( res [ 1 , i ] + (x [2 , i ] − x [1 , i ] ) )

}
return( res )

}

ExonsCR <− rognInt (ExonsCent)

getPos <− function (x , Exons , ExonsCR) {
rX <− 0
posX <− 0
for ( i in 1 :ncol (Exons) ) {

i f ( ( x >= Exons [1 , i ] ) & ( x <= Exons [2 , i ] ) ) {
posX <− i
rX <− ( (x−Exons [1 , i ] )/(Exons [2 , i ]−Exons [1 , i ] ) )
break

}
}
return(as .numeric( (rX*(ExonsCR[2 , posX]−ExonsCR[1 , posX ] ) ) +

↪→ ExonsCR[1 , posX ] ) )
}

getPosP <− function (x , Exons , ExonsCR) {
rX <− 0
posX <− 0
for ( i in 1 :ncol (Exons) ) {

i f ( ( x >= Exons [2 , i ] ) & ( x <= Exons [1 , i ] ) ) {
posX <− i
rX <− ( (x−Exons [2 , i ] )/(Exons [1 , i ]−Exons [2 , i ] ) )
break

}
}
return(as .numeric( (rX*(ExonsCR[1 , posX]−ExonsCR[2 , posX ] ) ) +

↪→ ExonsCR[2 , posX ] ) )
}

i f (csv [ 1 , 1 ] < csv [ 1 , 2 ] ) {
listSNP <− getPos (csv [ 1 , 2 ] , Exons ,ExonsCR)
i f (nrow(csv ) > 1) { for ( i in 2 :length (csv [ , 2 ] ) ) { listSNP <− c(

↪→ listSNP , getPos (csv [ i , 2 ] , Exons ,ExonsCR) ) } }
} else {

listSNP <− getPosP (csv [ 1 , 2 ] , Exons ,ExonsCR)
i f (nrow(csv ) > 1) { for ( i in 2 :length (csv [ , 2 ] ) ) { listSNP <− c(

↪→ listSNP , getPosP (csv [ i , 2 ] , Exons ,ExonsCR) ) } }
}

sample . gr <− GRanges( ”chr17” , IRanges ( listSNP , width=1, names=csv
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↪→ [ , 6 ] ) )
sample . gr$score <− NULL
sample . gr$ l abe l <− NULL
sample . gr$ l abe l . col <− NULL

i f ( sens == ”+” ) {
ordre <− 1 :ncol (Exons)

} else {
ordre <− ncol (Exons) :1

}

features <− GRanges( ”chr17” , IRanges ((ExonsCR [ 1 , ] ) , width=(ExonsCR
↪→ [ 2 , ] − ExonsCR [ 1 , ] ) , names=paste0 ( ”Exon” , ordre ) ) )

f eatures$ f i l l <− colorspace : :rainbow_hcl (ncol (Exons) , c = 70 , l =
↪→ 50)

sample . gr$value1 <− as . integer (csv [ , 5 ] ) #MUT
sample . gr$value2 <− 100 − as . integer (csv [ , 5 ] )
sample . gr$co lor <− rep( l i s t (c( ”#87CEFA” , ’#98CE31 ’ ) ) , length (

↪→ listSNP ) )
legend <− l i s t ( labels=c( ”MUT” , ”WT” ) , f i l l=c( ”#87CEFA” , ’#98CE31 ’ ) )
l o l l i p l o t (sample . gr , features , cex =.7 , xaxis = c(min(Exons) ,max(

↪→ Exons) ) , type = ” pie ” , ylab= nom, legend = legend)

}



Identification de mutations ponctuelles
dans les lymphomes B diffus à grandes cellules

Par Thomas STEIMLÉ

Résumé

Les lymphomes B diffus à grandes cellules (LBDGC) sont les lymphomes non hodgkinien les
plus fréquents. Ils sont constitués par onze entités différentes très hétérogènes. Leur diagnostic
se base principalement sur l’analyse architecturale et cytologique d’une biopsie tumorale lorsque
celle-ci est praticable. Avec l’avancée des techniques de biologie moléculaire, il est possible de
connaître le profil mutationnel des cellules néoplasiques constituant ces tumeurs. Ces dernières
années, de nombreuses études ont identifié des mutations impliquées dans l’oncogénèse, ce sont
les mutations conductrices (ou drivers). Partant de ces résultats, des nouvelles molécules ont
été développées et ont permis d’agir sur les protéines mutantes, rendant ces mutations action-
nables. Ces molécules ont prouvé par la suite qu’elles permettent d’améliorer la prise en charge
des patients. Nous avons développé au Laboratoire de biologie moléculaire du CHU de Dijon,
la technique de séquençage massivement parallélisée. Nous avons ainsi séquencé les gènes EZH2,
TP53, MYD88, CD79B et CARD11 chez dix patients ; neuf étaient atteints de LBDGC et un
était atteint de lymphome de Burkitt. Nos résultats retrouvent des mutations pathogènes chez
quatre patients, des mutations probablement pathogènes chez trois patients et aucune mutation
pathogène sur les gènes séquencés de trois patients. Cette nouvelle méthode de séquençage a pour
principal intérêt, par rapport à l’ancienne méthode de type Sanger, sa capacité à séquencer plu-
sieurs patients et plusieurs gènes simultanément, ce qui est un gain temps manifeste. Elle permet
également de séquencer l’ensemble de l’ADN présent dans l’échantillon, et ainsi de mesurer les
fractions alléliques des mutations. Cette méthode est donc utile à l’interprétation des résultats
et pourrait permettre, par la suite, de caractériser différents sous-clones présents au sein de la
tumeur.

Mots clés

Lymphome B diffus à grandes cellules, biologie moléculaire, next generation sequencing (NGS),
EZH2, TP53, MYD88, CD79B, CARD11, mutation pathogène.
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