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FDG-TEP: FluoroDesoxyGlucose-Positron Emission Tomography
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FFPE : tissus préalablement fixés dans le formol et inclus en paraffine
FOXO1: FOrkhead boX protein O1

GC: Germinal-Center B cell like

GNA13: Guanine Nucleotide-binding protein subunit Alpha-13

GVD : association de Gemcitabine, Vinorelbine et Doxorubicine
GZL : Gray Zone Lymphoma (Lymphome Gray Zone)

HES : Hématoxyline Eosine Safran

HL : Hodgkin Lymphoma (Lymphome de Hodgkin)

HRS : Hodgkin et Reed-Sternberg

IHC: ImmunoHistoChimie

IR: Infra-Rouge

IRF4: Interferon Regulatory Factor 4

JAK-STAT: JAnus Kinase Signal Transducer and Activator of Transcription
KMT2A: Lysine N-MethylTransferase 2A

KMT2D: Lysine N-MethylTransferase 2D

LNH: Lymphome Non Hodgkinien

MAL: Myelin And Lymphocyte

MEF2B: Myocyte Enhancer binding Factor 2B

MHC: Major Histocompatibility Complex

MYD88: MYeloid Differentiation primary response 88

NF-«B: Nuclear Factor kappa B

NFKBIE: Nuclear Factor of Kappa light polypeptide gene enhancer in B-cell Inhibitor Epsilon
NGS : Séquengage de Nouvelle Génération

NK : Natural Killer

NOS: Not Otherwise Specified

NOTCH2: neurogenic locus NOTCH homolog protein 2

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

OS : survie globale

PAXS5 : paired box protein PAX-5

PDL- : Programmed Death Ligand



PFS : survie sans progression

PMBL : Primary Médiastinal B cell Lymphoma (Lymphome B Primitif du Médiastin)
PIM1: proto-oncogéne serine/threonine-proteine kinase PIM-1

PLCG?2 : PhosphoLipase C Gamma 2

PRDM1 : PR Domain zinc finger protein 1

R- : Rituximab associé a-

RC : Rémission Compléte

R-CHOP : association de Rituximab, Cyclophosphamide, Hydroxyadriamycine, Vincristine et
Prednisone

REL : proto-oncogéne c-REL

SOCS1: Suppressor Of Cytokine Signaling protein 1
STATG6: Signal Transducer and Activator of Transciption 6
SUV : valeur de fixation normalisée

SUV max : valeur maximale de fixation normalisée

TCR: T-cell Receptor

TDM: TomoDensitoMétrie

TLG : activité glycolytique totale

TMTV: Volume Métabolique Total Tumoral

TNFAIP3: Tumor Necrosis Factor Alpha Induced Protein 3
TNFRSF14: Tumor Necrosis Factor ligand SuperFamily, member 14
TP53: Tumor Protein 53

Vs: Versus

WES: Whole Exome Sequencing

WGS: Whole Genome Sequencing

XPO1: exportine 1
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RESUME ET MOTS CLES

Introduction. Les lymphomes agressifs d’origine B du médiastin qui incluent les lymphomes
primitifs du médiastin (PMBL), les lymphomes de Hodgkin classique (cHL) et les formes
intermédiaires ou gray zone (GZL) ont des caractéristiques proches qui rendent parfois leurs

diagnostics difficiles.

Objectif. Le but de ce travail rétrospectif est de préciser les caractéristiques, cliniques, métaboliques,

histopathologiques, phénotypiques et moléculaires de ces 3 entités.

Matériels et méthodes. Les 27 cas analysés, diagnostiqués entre 2011 et 2017, incluaient 13 PMBL,
5 GZL et 9 cHL. Les données cliniques et métaboliques ont été collectées dans les dossiers. L analyse
des lames a précisé leurs aspects morphologiques et leurs phénotypes. Le profil mutationnel a été

déterminé par technique de séquencage haut débit utilisant un panel de 30 génes.

Résultats. Des mutations récurrentes, impliquées dans les voies de signalisation NF-kB (TNFAIP3),
JAK-STAT (SOCS1) et RhoA/ROCK (GNA13), dans 'immunité (B2M, CD58, CIITA) et dans le
transport nucléo-cytoplasmique (XPOI) ont été associées au PMBL (p<0,05). Certaines d’entre elles
(CD58, SOCSI et XPOI) étaient corrélées a 1’expression de PDL1 (p<0,05). D’autres mutations
(ATM, CREBBP, PLCG2, TP53 et TNFRSF14) ont été associées a une évolution défavorable des
PMBL (p<0,05). Aucune mutation n’a pu étre liée aux 2 autres pathologies (GZL et cHL).

Conclusions. La détermination du profil mutationnel des lymphomes agressifs du médiastin parait
particuliérement intéressante pour les PMBL. Les mutations associées a cette pathologie (activation de
voies de signalisation, échappement a I’immunité anti-tumorale, transport nucléo-cytoplasmique) sont

probablement corrélées a sa lymphomagénése et a la surexpression de PDL1.

MOTS-CLES : LYMPHOMES, MEDIASTIN, NF-kB, JAK-STAT, ECHAPPEMENT IMMUNITAIRE,

XPO1, FACTEURS PRONOSTIQUES, PDL1.
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INTRODUCTION

Les lymphomes « agressifs matures » d’origine B sont les lymphomes les plus fréquents. Ils
représentent environ 45% des lymphomes nouvellement diagnostiqués (1). Ils incluent les lymphomes
diffus a grandes cellules B not otherwise specified (DLBCL NOS), les lymphomes B primitifs du
médiastin (PMBL), les lymphomes de Hodgkin classique (cHL), les lymphomes de Burkitt, les
lymphomes inclassables (intermédiaires entre DLBCL et cHL) et les lymphomes de haut grade avec

réarrangement de MYC, BCL2 et/ou BCL6 (2,3).

L’hétérogénéité moléculaire des DLBCL a ¢té mise en évidence grace aux études de profils
d’expressions  géniques, introduisant la  notion de  cellule  d’origine. Trois
sous-groupes principaux ont ainsi été établis, correspondant a différents stades physiologiques de
différenciation et de maturation des lymphocytes B : le sous-groupe GCB (germinal center B-cell
like), le sous-groupe ABC (activated B-cell like) (4,5) et le sous-groupe PMBL (cellules B médullaires
thymiques sans recirculation et caractérisées par un phénotype B activé) (6,7). D’un point de vue
nosologique, cette hétérogénéité implique des différences épidémiologiques (dge), thérapeutiques et

pronostiques (8,9).

Les PMBL représentent 2 a 3% des lymphomes non Hodgkiniens (LNH) et ont longtemps été
considérés comme un sous-type de DLBCL. Ils se caractérisent par une atteinte médiastinale (10),
mais également par le jeune age des patients atteints, autour de la troisiéme décade, avec une légere
prédominance féminine (11) quand la plupart des lymphomes, tous types confondus, affectent
d’avantage les hommes de plus de soixante ans. Ainsi, grice a une approche multidisciplinaire
intégrant les données de la biologie moléculaire aux données épidémiologiques, cliniques et
histo-pathologiques, cette entit¢ a ét¢ individualisée dans la révision de la classification de

I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) des tumeurs lymphoides en 2008 (11,12).

Sur le plan histo-pathologique, les cellules tumorales sont nombreuses et leurs noyaux sont de
forme et de taille variables, fréquemment entourés d’un abondant cytoplasme pale. De fins tractus
fibreux compartimentent des groupes de cellules tumorales, donnant a 1’ensemble un aspect en rayon
de miel (13). Les aspects immuno-phénotypiques caractéristiques sont la conservation du programme
lymphocytaire B (CD19, CD20, CD22, CD79a), la positivit¢ des facteurs de transcription (BOBI,
PU-1, OCT2 et PAXS5) (14,15) et la positivité du CD30 souvent faible (16).
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En revanche, les profils d’expressions géniques ¢éloignent les PMBL des DLBCL (17) et les
rapprochent paradoxalement des cHL (8,12).
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Figure A. Aspects histo-moléculaires de I’ontogénése des DLBCL et PMBL. Les DLBCL de
sous-types GC (germinal center B-cell like) et ABC (activated B-cell like) et les PMBL
(Iymphocytes B médullaires thymiques sans recirculation) proviennent de cellules d’origine
différentes. Les principales altérations génétiques survenant dans ces 3 entités présentent des
spectres différents. En bleu : perte de fonction ; en rouge : gain de fonction. (D aprés Pasqualucci
et al, The genetic landscape of diffuse large B cell lymphoma, Semin Hematol. 2015).

Les cHL affectent les adultes jeunes, notamment le sous-type sclérosant nodulaire (cHL-NS)
qui représente 70% des cas de cHL, habituellement diagnostiqués chez les patients entre 15 et 34 ans,
sans prédominance de sexe (18). Une atteinte médiastinale est présente dans 60% des cas de cHL-NS,
ce qui est moins le cas dans les formes a cellularité mixte, riches en lymphocytes ou déplétées en
lymphocytes (19). Sur le plan histo-pathologique, les cellules tumorales de Reed-Sternberg et de
Hodgkin sont caractéristiques des HL ; elles sont de grande taille et présentent un noyau unique ou
bilobé muni d’un nucléole proéminent. La rareté des éléments tumoraux contraste avec 1’importance
du microenvironnement composé de lymphocytes B et T, de macrophages et de polynucléaires
¢osinophiles (19). Dans cette forme de cHL d’architecture sclérosante et nodulaire, de larges bandes
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de fibrose collagéne délimitent des nodules. Ceux-ci présentent un fond granulomateux riche en
lymphocytes, macrophages et polynucléaires €osinophiles d’ou se détachent de rares cellules
tumorales ayant tendance a se regrouper. Les aspects immuno-phénotypiques caractéristiques sont un
programme lymphocytaire B largement perdu par les cellules de HRS avec un PAX5 (20,21) qui est

souvent le seul représentant, la positivité du CD30 diffuse et intense (22) et une expression aberrante

des antigénes de la lignée myéloide tel que le CD15.

Les caractéristiques moléculaires des PMBL et des cHL sont relativement proches (12). Elles
impliquent une activation des voies de signalisation JAK-STAT (23)(24)(25) et NF-xB (26,27), des

gains de 2p et 9p, avec notamment la possibilité d’amplification du locus REL (2p) et/ou du locus

JAK2 (9p) (28-30).
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Figure B. Relations moléculaires entre PMBL, cHL et DLBCL-GC. Les profils d’expressions
géniques des PMBL et des cHL sont relativement proches et différent des DLBCL de sous-type GC
(D’aprés Rosenwald et al, The molecular diagnosis of PMBL identifies of clinically favorable
subgroups of DLBCL related to HL, JEM. 2003).
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Initialement, le terme de lymphome inclassable, intermédiaire entre lymphome diffus a
grandes cellules B et lymphome de Hodgkin classique, encore nommé gray zone (GZL) a été utilisé
pour définir ce groupe de lymphomes agressifs pour lesquels la classification dans une catégorie était
difficile. Les GZL présentent des critéres cliniques, morphologiques, immuno-phénotypiques
intermédiaires entre HL et DLBCL/PMBL (8,31-37). Cliniquement, les GZL concernent
préférentiellement les hommes de 20 a 40 ans, et une atteinte médiastinale est fréquemment

mentionnée (31,36).

En 2012, Gualco et al (38), a la suite des travaux de Traverse-Glehen et al (36), ont décrit
quatre sous-types de GZL, traduisant le spectre morphologique et phénotypique qui caractérise cette

entité pathologique:

- le sous-type 1, dont la morphologie correspond a un cHL, et dont le phénotype associe une
expression de CD30 et/ou de CDI15, avec un marquage intense et diffus par les marqueurs de

phénotype lymphocytaire B (CD20 et/ou CD79a) et/ou I’expression de CD45.

- le sous-type 2, dont la morphologie correspond & un PMBL, et dont le phénotype associe une
expression forte de CD30 et CD15 ou d’EBER, avec soit une expression de CD45 sans CD20, soit une
expression de CD20 sans CD45.

- le sous-type 3 présente des caractéristiques morphologiques intermédiaires entre PMBL et cHL, une
expression variable de CD15, CD45 et CD20 et une expression de CD30 le plus souvent diffuse et
intense lorsque la morphologie rappelle un cHL, ou plus faible et focale dans les secteurs de

morphologie se rapprochant du PMBL.

- le sous-groupe 4 inclut les cas composites ou les contingents de PMBL et celui de cHL sont présents
dans des secteurs bien séparés. Ils peuvent étre synchrones, présents dans le méme ganglion ou dans
des ganglions différents, ou métachrones avec parfois plusieurs années qui séparent ces deux
diagnostics. Dans ces formes métachrones, un cHL est souvent antérieurement diagnostiqué, le

diagnostic de GZL étant alors posé lors d’une récidive apres plusieurs années (39)(40).

Le diagnostic de GZL est un challenge diagnostique pour le pathologiste (41), et son pronostic
est moins bon que celui des PMBL ou des cHL (31,38,42—46). Par conséquent, il est important de bien

identifier cette entité nosologique nécessitant une approche thérapeutique et un suivi adapté (34).
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Le microenvironnement immunitaire joue un rdole important dans le développement des
tumeurs et des lymphomes (47,48). L’immunité anti-tumorale permet d’éliminer a un stade précoce les
cellules tumorales. Toutefois, les interactions directes et indirectes entre les cellules immunitaires et
les cellules néoplasiques permettent de fagonner le microenvironnement et de favoriser I’émergence de
tumeurs cliniquement apparente. Les molécules impliquées dans la synapse immunologique comme
PDLI et PDL2 jouent un r6le important dans les mécanismes d’immunosuppression. Leur inhibition
par des thérapies ciblées parait donc tout a fait pertinente pour rétablir une immunité anti-tumorale

efficace a condition bien str qu’elle ait pu se développer.

La fréquence de ’atteinte médiastinale parfois exclusive est une caractéristique commune des
PMBL, GZL et cHL. Dans un travail antérieur, nous avons proposé, par une approche
pluridisciplinaire, une intégration des données cliniques, d’imagerie métabolique et des

caractéristiques histo-pathologiques afin de mieux identifier ces GZL.

L’objectif de notre travail est d’étudier le profil mutationnel de ces pathologies par séquengage
ciblé a I’aide d’un panel de 52 génes, et de proposer une approche moléculaire diagnostique

permettant de mieux identifier les lymphomes B matures agressifs du médiastin.

Dans un second temps, nous tenterons d’identifier les mutations ayant un impact pronostique,

ou une corrélation a un profil phénotypique.
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MATERIELS ET METHODES

Patients inclus

Nous avons inclus dans cette étude rétrospective 27 patients porteurs d’un lymphome B
agressif avec atteinte médiastinale prédominante, diagnostiqué entre 2011 et 2017. Nous disposions
pour ces patients de tissu FFPE en quantité suffisante. Les données cliniques et métaboliques (scanner
au 18f-FluoroDesoxyGlucose-Positron Emission Tomography ou 18F-FDG-TEP) ont été collectées

dans les dossiers ou aupres des médecins nucléaires.

Données cliniqgues et de suivi

Vingt-six patients ont été traités dans le service d’Hématologie du Centre Hospitalier
Universitaire (CHU) Frangois Mitterrand de Dijon. Deux de ces patients ont poursuivi leur traitement
au CHU de Nimes et au CHU de Lille (ce dernier est perdu de vu depuis son départ). Le dernier

patient a été traité dans le service d’Hématologie du CHU de Besangon.

Les informations concernant I’évolution des patients les plus récentes ont été recueillies en

juillet 2019 (n=3).

Données FDG-TEP

Tous les patients ont bénéficié d’un 18F-FDG-TEP au diagnostic avec recueil de la valeur
maximale de fixation normalisée (SUV max) et des valeurs du volume métabolique total tumoral

(TMTYV) et d’activité glycolytique totale (TLG).

Les images de TEP scanner corps entier ont été acquises de maniére séquentielle; elles sont le
résultat de 1’association d’une scintigraphie et d’un scanner par tomodensitométric (TDM) aprés
injection d’une petite quantité de 18F-FluoroDesoxyGlucose (Gemini TOF, Philips Medical System,

Pays-Bas). Le TDM était utilisé pour visualiser les données anatomiques.
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Les patients étaient a jen au moins 6 heures avant I’injection de 18F-FDG. La glycémie a été
vérifiée puis chaque patient a regu une injection intra-veineuse de 3 MBq/kg de 18F-FDG. Une heure
d’attente était requise avant la réalisation de I’examen d’imagerie. D’abord étaient réalisées les images
de TDM. Puis les images de TEP scanner ont été acquises. Pour finir les images 3D couplées

TEP/TDM ont été examinées selon les plans axial, coronal et sagittal.

Le logiciel utilisé est développé par le Beth Israel Deaconess Medical Center (Etats-Unis) qui

est connecté au logiciel d’analyse d’images FIJI (Etats-Unis).

Histologie, immunohistochimie et hybridation in situ

Les caractéristiques morphologiques ont été analysées sur des coupes colorées par
I’Hématoxyline Eosine Safran (HES), provenant de tissus préalablement fixés dans le formol et inclus

en paraffine (FFPE).

Les analyses immunohistochimiques (IHC) ont été réalisées sur des coupes FFPE de 4 um
grace a I’automate Dako Omnis (Agilent, Etats-Unis) avec les anticorps suivants : CD20 (L26, prét a
I’emploi), CD79a (JCBI17, prét a I’emploi), PAXS (DAK-Pax5, prét a I’emploi), BOB1 (SP92,
dilution 1:100), CD10 (56C6, prét a I’emploi), BCL6 (PG-B6p, prét a ’emploi), MUM1 (MUMIp,
dilution 1 :50), BCL2 (124, prét a ’emploi), c-MYC (EP121, dilution 1 :25), Ki67 (MIB-1, prét a
I’emploi), CD15 (Carb-3, prét a I’emploi), CD30 (Ber-H2, prét a ’emploi), EMA (£29, dilution
1:100), CD3 (polyclonal, prét a I’emploi), CD5 (4C7, prét a I’emploi), CD23 (DAK-CD23, prét a
I’emploi), ALC/CDA45 (2B11+ PD7/26, prét a I’emploi), CD68 (KPI, prét a I’emploi), CD38 (EP135,
dilution 1 :100), PDL1 (22C3, dilution 1 :50) et PDL2 (MIH18, dilution 1 :50).

La technique d’hybridation in situ a été réalisée sur coupes FFPE grace a I’automate Dako

Omnis (Agilent, Etats-Unis) a I’aide de la sonde EBER qui détecte des ARNs de latence d’EBV.

Les lames ont été numérisées avec le scanner Nanozoomer 2.0 HT (Hamamatsu, Japon). Les

lames virtuelles ont été visualisées avec le logiciel NDP.view2 Viewing (Hamamatsu, Japon).

Pour I’interprétation des immunomarquages, nous avons évalué la quantit¢ de cellules
tumorales marquées (0 a 100 %, par tranche de 10 %). Pour certains des anticorps (PAXS, CD38,
PDLI1 et PDL2), l’intensité du marquage a été¢ évaluée : absence de marquage, faible marquage,

marquage modéré et marquage intense.
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Analyses moléculaires

L’ADN extrait de chaque tumeur grice a I’automate Qiasymphony (Qiagen, Pays-Bas) a été
analysé en séquencage haut débit. Il provenait d’ADN FFPE aprés sélection de la zone tumorale

d’intérét par macrodissection.

L’ADN ¢était alors fragmenté puis amplifié ce qui permettait le séquencage clonal de manicre

massive et paralléle.

Il a été choisi de réaliser ce séquencage ciblé a haut débit avec le séquenceur NextSeq

d’Illumina (Etats-Unis), avec la méthode « capture ».

Les données séquencées étaient ensuite envoyées a la plateforme de Sophia Genetics (base
internationale de données génomiques). Elles ont été analysées et les variants ont ét¢ ainsi définis (a

’aide du logiciel Sophia DDM).

Le lymphopanel utilisé, initialement designé pour étudier les lymphomes a grandes cellules,
comprenait les geénes suivants : ARIDIA, B2M, BCL2, BRAF, BTK, CARDII, CCND3, CDS5S,
CD794, CD79B, CDKN2A4, CDKN2B, CIITA, CREBBP, CXCR4, EP300, EZH2, FOXOI, GNAI3,
ID3, IRF4, MEF2B, MYC, MYD88, NOTCHI, NOTCH2, PIMI, PLCG2, PRDMI, SOCSI, STATS6,
TCF3, TNFAIP3, TNFRSF14, TP53, XPOl, ATM, BCL6, PAX5, REL, KMT2A/MLL, CREBBP,
KMT2D, CCND1, SF3B1, PTEN, FBXW7, PTPN1, NFKBIE, MAL, KRAS et NRAS.

Analyses statistiques

Les corrélations ont été réalisées avec différents tests (Chi-squared, Welch, T-test). Les
résultats étaient considérés significatifs lorsque le p<0,05. Les analyses statistiques ont été réalisées

avec le logiciel Medcalc Statistical.
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RESULTATS

Patients et tissus (cf. tableau 1)

La cohorte des 27 patients comprenait 13 femmes et 14 hommes (age médian : 37£13,5). 1l
s’agissait de 13 PMBL (48,1%), 5 GZL (18,5 %) et 9 cHL (33,3%). L’age médian au diagnostic était
31 ans pour les PMBL (extrémes 19 et 69 ans), 44 ans pour les GZL (extrémes 36 et 64 ans) et 43 ans

pour les cHL (extrémes 19 et 56 ans).

La plupart des biopsies de tumeurs ont été réalisées sous médiastinoscopie (13/13 PMBL,
3/5 GZL, et 8/9 LH). Pour les autres cas, des biopsies de ganglions (cervicaux et axillaires) et une

biopsie du lobe supérieur du poumon droit ont été pratiquées.

Sur le plan clinique (cf. tableau 1)

Selon la classification d’Ann Arbor, 14 patients (56,6%) présentaient, au diagnostic, une
maladie localisée (stades I et 1) et 13 patients (44,4%) une maladie avancée (stades III et IV) dont
12 stade IV avec atteinte extra-nodale : hépatique, gastrique, péricardique, pulmonaire, rénale... Parmi

les 13 patients de stades avancés, 6 étaient porteur d’un PMBL.

Le diamétre maximal de la masse médiastinale a été mesuré en centimétre sur le TDM. Un
diametre supérieur a 10 cm définissait une forte masse tumorale ou Bulky. Les PMBL avait le diametre
médian le plus élevé (12,842,4 cm, extrémes 7 et 16 cm), dont 12/13 Bulky. Pour les GZL, la médiane
était de 6,1£6,7 cm (extrémes 1,9 et 15 cm) dont 1 seul Bulky. Pour les cHL, la médiane était de

8,413,5 cm (extrémes 3,5 et 13,3 cm) dont 3 Bulky.

Neuf des 16 patients avec forte masse tumorale avaient une maladie disséminée (stades III-IV

d’Ann Arbor).
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Données radio-métaboliques (FDG-TEP scanner) (cf. tableau 1 et figure 1)

La SUV max médiane, le TMTVO médian et le TLG médian au diagnostic étaient
respectivement de 1727 (extrémes 2,9 et 28,8), 2671323 mL (extrémes 5,17 et 1405) et 1680+2171
(extrémes 210 et 7044).

Pour les PMBL, la médiane de SUV max était au diagnostic de 18,8+7,8 (extrémes 2,9 et
28,8) ; celle du TMTVO de 386+384 mL (extrémes 45,3 et 1405,5) et celle du TLG de 418542214
(extrémes 333 et 7044).

Pour les GZL, la médiane de SUV max ¢tait au diagnostic de 21,3+4,2 (extrémes 16,6 et
26,6) ; celle du TMTVO de 43,5£372 mL (extrémes 29,3 et 679) et celle du TLG de 35912314
(extrémes 320 et 4346).

Pour les cHL, la médiane de SUV max était au diagnostic de 10,6+4,9 (extrémes 4,5 et 17,7) ;
celle du TMTVO de 233+£188 mL (extrémes 5,2 et 617) et celle du TLG de 12271707 (extrémes 210 et
1935).

Les PMBL avaient les valeurs les plus élevées de TMTVO et de TLG. Les cHL présentaient

les valeurs les plus basses de SUV max.

Sur le plan thérapeutique

Les PMBL et GZL ont ¢été traités par R-ACVBP ou R-CHOP (12/13 PMBL et 3/5 GZL).
Certains ont recus du R-DHAP (1 PMBL) ou R-DHAOX puis R-GVD (1 PMBL, au moment de la
rechute). Un PMBL a été traité par BEACOPP puis DHAP au moment de la rechute. Deux GZL ont
été traités par R-BEACOPP ou ABVD puis R-DHAP puis R-GVD. Les patients cHL ont recus ABVD
seul (n=3) puis du BEACOPP escaladé¢ (n=4) ou BEACOPP escaladé seul (n=1) ou BEACOPP puis
DHAP (n=1).
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Evolution des patients (cf. tableau 1)

La médiane de survie globale (OS) de notre cohorte était de 37,2+21,6 mois (extrémes de 5,7

et 78,6). La médiane de survie sans progression (PFS) était de 36,8+22,8 mois (extrémes 4 et 78,6).

Parmi les 27 patients de la cohorte, 22 patients étaient en rémission compléte (RC) et n’ont pas
présenté de progression ni de rechute. Cinq patients ont progressé sous traitement : 1 patient a été
perdu de vu (PMBL), 2 patients sont décédés et les 2 derniers sont aux derniéres nouvelles

(01/07/2019 et 10/07/2019) en rémission complete.

Pour les PMBL, les médianes de survie globale et de survie sans progression ¢étaient
respectivement de 19,4£18,2 mois (extrémes 5,7 et 60,2) et 19,4+19,3 mois (extrémes 4 et 60,2).
Dix/13 étaient en RC. Les 2 autres patients (stade IV d’Ann Arbor) ont présenté une progression sous
traitement a 8 et 4 mois apres le diagnostic et sont décédés respectivement a 11 et 5,7 mois apres le

diagnostic. Le dernier patient a été perdu de vue.

Pour les GZL, les médianes de survie globale et de survie sans progression étaient
respectivement de 37,2+14,4 mois (extrémes 9,6 et 44,6) et 37,2+16,8 mois (extrémes 9,6 et 44,6).
Aux dernieres nouvelles, 5/5 patients étaient en RC aux dernieres nouvelles : ’'un d’eux a présenté une
progression sous traitement (sa survie globale était de 20,1 mois et sa survie sans progression était de

9,4 mois).

Pour les cHL, les médianes de survie globale et de survie sans progression étaient
respectivement de 59+19,3 mois (extrémes 17,4 et 78,6) et 59+24,2 mois (extrémes 11,5 et 78,6). Aux
derniéres nouvelles, 9/9 patients étaient en RC aux derniéres nouvelles : 'un d’eux a présenté une
progression sous traitement (sa survie globale était de 55,5 mois et sa survie sans progression était de

11,5 mois).
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Sur le plan histopathologique et immunophénotypique (cf. tableau 2 et figures 2 a 8)

e PMBL

L’architecture était diffuse. Les cellules tumorales étaient de taille moyenne a grande, d’aspect
monomorphe. On n’identifiait pas de cellules Sternbergoides. Les noyaux étaient tantdt ovoides, tantot
aux contours irréguliers. Ils présentaient toujours un petit nucléole, ou plusieurs pour 1 des cas.
L’activité mitotique était modérée dans 6 cas. Le cytoplasme était pale et peu abondant dans 8 cas. Il
était pale et abondant pour les 5 autres cas. La fibrose était pénicillée ou serpigineuse dans la plupart
des cas. Dans 1 cas, celle-ci formait de fines bandes de collagéne. Le microenvironnement
lymphocytaire était peu abondant dans 9 cas, modéré dans 3 cas et abondant pour le dernier. Le
microenvironnement macrophagique était peu abondant dans la plupart des cas, ou modéré pour 1 cas
et absent pour le dernier. On observait des remaniements nécrotiques dans 4 cas. Dans 1 cas, un résidu
ganglionnaire a été identifié. En revanche, aucun résidu thymique n’a été observé. Le pourcentage de
cellules tumorales était élevé, compris entre 70 et 95%, pour une médiane de 80+0,07% (la plus élevée

des 3 pathologies).

A I’analyse immunohistochimique, 1’expression des marqueurs de différenciation lymphocytaire B
¢taient conservés : CD20, CD79a, BOB1 et PAXS5 avec une forte intensité de marquage pour PAXS
dans 11 cas et une médiane de cellules marquées de 70+0,3% pour BOB1 (extrémes 0 et 100).
L’antigéne lymphocytaire (CD45 ou ALC) et BCL6 ¢étaient présents dans plus de la moitié des cas
avec une médiane de cellules marquées de 60+0,38% (extrémes 0 et 100) pour Bcl-6. Les marquages
avec les anticorps anti-MUM1, anti-BCL2, anti-c-MYC, anti-CD30, anti-CD23 et anti-CD38 étaient
présents et hétérogénes au moins dans la moiti¢ des cas. PDL1 était détecté dans 6 cas : marquage
diffus et intense dans 1 cas, diffus d’intensité faible a modérée dans 3 cas et faible et focal dans les
2 derniers cas. PDL2 était détecté dans 4 cas : marquage diffus et intense dans 2 cas et focal et faible
dans les 2 derniers cas. PDL1 et PDL2 étaient co-exprimés dans des 2 cas. L’index de prolifération
médian évalué avec 1’anticorps anti-Ki67 était de 90+0,11% (extrémes 70 et 100). Il n’y avait pas de
marquage ou seulement marquage de rares cas, avec les anticorps anti-CD10, anti-CD15, anti-EMA, et
les marqueurs lymphocytaires T, CD3 et CDS5. L’EBV n’était jamais détecté. Concernant le
microenvironnement, le rapport macrophages/cellules tumorales médian était de 0,2 (extrémes 0,01 et

0,5).
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e GZL

Trois cas avaient une morphologie de type PMBL, 1 cas une morphologie de type cHL et le

dernier était composite avec les 2 types morphologiques.

Les 3 cas présentant une morphologie de type PMBL étaient d’architecture diffuse. Les cellules
tumorales étaient de taille moyenne a grande, I’'un d’eux avait un aspect monomorphe. Dans tous les
cas, des cellules Sternbergoides ont été identifiées (dans 1 cas, elles étaient rares). Les noyaux étaient
uniques ou bilobés, ponctués d’un ou plusieurs nucléoles. L’activité mitotique était faible. Le
cytoplasme était péle et abondant. Dans 2 des cas, I'infiltrat inflammatoire était polymorphe avec
présence de polynucléaires ¢€osinophiles, histiocytes et lymphocytes. La fibrose était fine,
serpigineuse. Le microenvironnement lymphocytaire était modéré dans 2 des cas, ou abondant dans le
dernier des cas. Le microenvironnement macrophagique était variable. Il n’a pas été mis en évidence
de nécrose. Dans 1 cas, un reliquat ganglionnaire a été observé. Aucun résidu thymique n’a été

retrouvé.

Le seul cas présentant une morphologie de type cHL avait une architecture scléro-nodulaire. Les
cellules tumorales étaient de grande taille de type Sternbergoide. Les noyaux étaient uniques ou
bilobés avec un ou plusieurs nucléoles. L’activité mitotique était modérée. Le cytoplasme était peu
abondant avec un fin liseré pale périnucléaire. L’infiltrat inflammatoire n’était pas polymorphe. La
fibrose était annulaire. Le microenvironnement lymphocytaire était modéré, le microenvironnement
macrophagique était faible. Il n’a pas ét€¢ mis en évidence de nécrose. Aucun résidu ganglionnaire ou

thymique n’a été retrouvé.

Le seul cas composite avait architecture diffuse ou scléro-nodulaire. Les cellules tumorales étaient
de petite taille, d’aspect monomorphe. Quelques cellules Sternbergoides ont été observées. Les noyaux
¢taient tantot clairs, tantot hyperchromatiques, irréguliers. Ils étaient nucléolés. L’activité mitotique
¢tait faible. Le cytoplasme était abondant et pale. Le stroma inflammatoire était hétérogéne. La fibrose
¢tait annulaire ou serpigineuse. Le microenvironnement lymphocytaire était modéré, le
microenvironnement macrophagique était faible. Il n’a pas été mis en évidence de nécrose. Aucun

résidu ganglionnaire ou thymique n’a été retrouvé.

Pour les 5 cas de GZL, le pourcentage de cellules tumorales était compris entre 40 et 70%, pour

une médiane de 50+0,13%.

A I’analyse immunohistochimique, I’expression des marqueurs de différenciation lymphocytaire B
¢taient conservés dans tous les cas: CD20, CD79a avec une médiane de cellules marquées de

90+0,22% (extrémes 50 et 100) et PAXS avec une médiane de cellules marquées de 80%0,18%
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(extrémes 60 et 100) et une intensité de marquage variable pour ce dernier. L’anticorps anti-BOBI1
présentait également un marquage dans tous les cas avec une médiane de 50+0,3% (extrémes 5 et 80).
CD45 était présent dans tous les cas. Le marquage avec I’anticorps anti-CD30 était également présent
dans tous les cas avec une médiane de 80%0,33% (extrémes 20 et 100). Les marqueurs B du centre
germinatif étaient marqués dans I’ensemble des cas avec I’anticorps anti-MUMI avec une médiane de
5020,15% (extrémes 30 et 70) et dans 4/5 cas pour ’anticorps anti-BCL6 avec une médiane de
4010,30% (extrémes 0 et 70). CD38 était trouvé dans 4/5 cas avec une médiane de 801+0,4% (extrémes
0 et 100) et avec une intensité de marquage forte. Pour au moins la moitié des cas, le marquage était
hétérogene avec les anticorps anti-CD15 et anti-CD23. BCL2 et c-MYC, était retrouvé dans 2 des cas
de maniére hétérogéne. PDL1 était détecté dans tous les cas : marquage diffus et intense dans 3 cas,
faible dans 1 cas de type cHL et de type PMBL. PDL2 était détecté dans 2 des cas : marquage intense
dans le cas composite, et faible et focal dans 1 des cas de type PMBL. L’index de prolifération médian
¢évalué avec I’anticorps anti-Ki67 était de 800,13% (extrémes 55 et 80). Il n’y avait pas de marquage
avec les anticorps anti-CD10, anti-EMA et les marqueurs lymphocytaires T, CD3 et CD5. L’EBV
n’était jamais détecté. Concernant le microenvironnement, le rapport macrophages/cellules tumorales

médian était de 0,4 (extrémes 0,2 et 1,5).

Il n’y avait pas de corrélation entre la morphologie des GZL et I’immunophénotype de chaque

sous-type de GZL.

e cHL

Le sous-type était scléro-nodulaire dans tous les cas. Les cellules tumorales étaient de grande taille
avec présence de cellules de Reed Sternberg et de cellules de Hodgkin. Les noyaux larges étaient
uniques ou bilobés. IIs présentaient un ou deux volumineux nucléoles. L’activité mitotique était faible.
Le cytoplasme était pale et abondant. Ces cellules baignaient au sein d’un infiltrat inflammatoire
polymorphe composé de macrophages, polynucléaires éosinophiles et petits lymphocytes. La fibrose
était annulaire avec de larges bandes de collagene circulaires. Le microenvironnement lymphocytaire
et macrophagique était abondant dans la quasi-totalité des cas. Il n’a pas été mis en évidence de
nécrose. Dans 1 cas, un résidu ganglionnaire a été identifié¢ ; dans 1 autre, un résidu thymique a été
retrouvé. Le pourcentage de cellules tumorales était faible, compris entre 5 et 40%, pour une médiane

de 5+0,12% (la plus faible des 3 pathologies).
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A I’analyse immunohistochimique, 1’expression des marqueurs de différenciation lymphocytaire B
¢taient absents (CD20 et CD79a) dans tous les cas; sauf dans 1 cas pour chacun des anticorps
(marquage de 10% des cellules). Le PAXS était conservé dans tous les cas avec une médiane de
cellules marquées de 20+0,36% (extrémes 10 et 100) ; marquage faible dans la plupart des cas et fort
dans 1 cas. Les anticorps anti-CD30 et anti-MUM!1 marquaient 100 % des cellules tumorales dans tous
les cas. CD15 était présent dans 9 cas sur 10 avec une médiane de 20+0,45% (extrémes 0 et 100).
c-MYC était présent dans la moiti¢ des cas. CD38 était présent de maniére diffuse dans moins de la
moitié des cas. BCL2 et BCL6 ¢taient présents dans de rares cas. PDL1 était détecté dans presque tous
les cas et d’intensité forte dans la moitié des cas. PDL2 n’a pas été détecté. L’index de prolifération
médian évalué avec 1’anticorps anti-Ki67 était de 90+0,23% (extrémes 40 et 100). Il n’y avait pas de
marquage avec les anticorps anti-CD45, anti-BOBI1, anti-CD10, anti-CD23, anti-EMA, et les
marqueurs lymphocytaires T, CD3 et CDS5. L’EBV n’a jamais été détecté. Concernant le
microenvironnement, le rapport macrophages/cellules tumorales médian était de 2 (extrémes 0,15 et
5). Au sein du microenvironnement tumoral, les lymphocytes T étaient majoritaires par rapport aux

lymphocytes B.

Sur le plan moléculaire et technique

Le pourcentage de cellules tumorales a été défini au moment de la sélection de la zone
tumorale d’intérét. La médiane de cellules tumorales était de 85+8,5% (extrémes 70 et 95) pour les
PMBL, de 50£13,4% (extrémes 40 et 70) pour les GZL et de 10+24,9% (extrémes 5 et 80) pour les
cHL.

La médiane de concentration de I’ADN extrait était pour 1’ensemble de la cohorte de
35,2449,6 ng/ul (extrémes 5 et 214), de 46,3+44,6 ng/ul (extrémes 1,8 et 149) pour les PMBL, de
41,1486,3 ng/ul (extrémes 3,1 et 59,8) pour les GZL et de 26,3+20,1 ng/ul (extrémes 5,1 et 68,7) pour
les cHL.

La médiane du score de qualit¢ DNA Integrity Number (DIN) était pour I’ensemble de la
cohorte de 240,9 (extrémes 1 et 5,2), de 2,1£3,2 (extrémes 1 et 4,3) pour les PMBL, de 1,7+0,2

(extrémes 1,6 et 2) pour les GZL et de 2,1£1,2 (extrémes 1,7 et 5,2) pour les cHL.
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Sur le plan moléculaire et analytique

Dans notre étude, nous n’avons analysé que les génessuivants : ARIDIA, ATM, B2M,
CCND3, CD58, CIITA, CREBBP, CXCR4, EP300, FOXOI, GNAI13, IRF4, KMT24, KMT2D, MAL,
MEF2B, MYD8S8, NFKBIE, NOTCH2, PAX5, PIMI, PLCG2, PRDMI, REL, SOCSI, STATG,
TNFAIP3, TNFRSF14, TP53, XPOIl.

Tous les patients présentaient au moins 1 mutation. Au total, 213 mutations avec 139 variants
répartis sur 27 génes ont été mises en évidence. Pour tous les génes il a été identifié au moins un

variant. Aucune mutation du gene MYDS8S n’a été identifié.

e Profils mutationnels par pathologie

Ils sont résumés dans les figures 9 a 13.

e Nombre de mutations par pathologie

Pour I’ensemble de la cohorte, la médiane du nombre de mutations par patient €tait de 3+£10

mutations (extrémes 1 et 48).

Pour les PMBL, 168 mutations ont été identifiées, la médiane du nombre de mutations par patient

était de 11£12,3 mutations (extrémes 1 et 48), valeur la plus élevée des 3 pathologies.

Pour les GZL, 27 mutations ont ét¢ identifiées, la médiane du nombre de mutations par patient

était de 3+5,7 mutations (extrémes 1 et 15).

Pour les cHL, 18 mutations ont ét¢ identifiées, la médiane du nombre de mutations par patient

était de 2+1,1 mutations (extrémes 1 et 4), valeur la plus basse des 3 pathologies.
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e  Mutations par pathologie

Certaines mutations étaient associées de maniére statistiquement significative au groupe des

PMBL.

Seize mutations de B2M étaient détectées (PMBL Versus GZL et cHL, p=0,0003) chez 12 patients
(7 variants) dont 14 mutations chez 10 PMBL (76,9%). Les 2 autres mutations de B2M étaient
présentes dans 2 cas de GZL (40%). Aucune mutation de B2M n’a été détectée dans le groupe des
cHL. Parmi les 14 mutations identifiées dans les PMBL, 5 sont des délétions/insertions, 2 des

mutations non-sens et 7 des mutations sur le codon d’initiation (no-start).

Dix mutations de CD58 étaient présentes (PMBL Vs GZL et cHL, p=0,0326) chez 6 patients
(8 variants) dont 8 mutations chez 5 PMBL (38,5%). Les 2 autres mutations de CDJ8 étaient présentes
dans 1 cas de GZL (20%). Aucune mutation de CD58 n’a été détectée dans le groupe des cHL. Parmi
les 8 mutations identifiées dans les PMBL, on dénombre 2 délétions/insertions, 5 mutations faux-sens

et 1 mutation sur le site d’épissage (+2).

Vingt-une mutations de CIITA étaient présentes (PMBL Vs GZL et cHL, p=0,0120) chez
15 patients (11variants) dont 16 mutations chez 10 PMBL (76,9%). Les autres mutations de CIITA
¢taient présentes dans 3 GZL (60%) et 2 cHL (22,2%). Parmi les 16 mutations identifiées dans les
PMBL, on dénombre 1 délétion/insertion, 12 mutations faux-sens, 1 une mutation sur le codon

d’initiation (no-start) et 2 mutations sur le site d’épissage (+1).

Les 9 mutations de GNA13 (6 variants) n’étaient présentes (PMBL Vs GZL et cHL, p=0,0178) que
chez 5 des patients avec PMBL (38,5%). Aucune mutation de GNAI3 n’a été détectée dans les
groupes des GZL et des cHL. Parmi les 9 mutations identifiées, on dénombre 1 délétion/insertion,
2 mutations faux-sens, 3 mutations non-sens, 1 mutation sur le site d’épissage (+2) et 2 mutations sur

le site d’épissage (+1).
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Soixante mutations de SOCS/ étaient présentes (PMBL Vs GZL et cHL, p=0,0022) chez 9 patients
(41variants) dont 54 mutations chez 8 PMBL (61,5%). Les 6 autres mutations de SOCSI étaient
présentes dans 1 cas de GZL (20%). Aucune mutation de SOCSI n’a été détectée dans le groupe des
cHL. Parmi les 54 mutations identifiées dans les PMBL, on dénombre 9 délétions/insertions,
1 mutation avec décalage de 18 nucléotides dans le cadre de lecture (inframe 18), 2 mutations
inframe 24, 1 mutation inframe 54, 38 mutations faux-sens, 2 mutations non-sens et 1 mutation sur le

codon d’initiation (ro-start).

Quatorze mutations de TNFAIP3 étaient présentes (PMBL Vs GZL et cHL, p=0,0144) chez
7 patients (11variants) dont 13 mutations chez 6 PMBL (46,2%). La derniére mutation de TNFAIP3
¢tait présente dans 1 cas de GZL (20%). Aucune mutation de TNFAIP3 n’a ét¢ détectée dans le groupe
des cHL. Parmi les 13 mutations identifiées dans les PMBL, on dénombre 6 délétions/insertions,

4 mutations faux-sens et 3 mutations non-sens.

Six mutations (1 seul variant, p.Glu571Lys) de XPOI1 étaient présentes (PMBL Vs GZL et cHL,
p=0,0382) chez 4 patients PMBL (30,8%). Aucune mutation de XPOI n’a été détectée dans les

groupes des GZL et des cHL. 1l s’agissait d’une mutation faux-sens.

Les mutations des autres génes n’étaient pas associées de maniere statistiquement significative aux

autres pathologies (GZL et cHL).

e Variants par pathologie

Des variants étaient associées de manicre statistiquement significative (GZL Vs PMBL et cHL,
p=0,0359) au groupe des GZL : ARIDI1A p.Alal589Gly, B2M p.Leul2Pro, CD58 p.Phel16Val, CD58
p.Phe74Cys, EP300 p.Glyl68Glu, KMT2A p.Glu2871Lys, MEF2B p.Arg90Trp, NFKBIE
p.Argl66His, NOTCH2  p.Argl581Gin, SOCS1  p.Alal6 Alal7delinsSerThr, SOCS1
p.Ala3 His4delinsThrAsn, SOCSI p.GIn6His, SOCS1 p.Thri5A4la, STAT6 p.Glu444Lys, TNFAIP3
p-Leul47Glnfs 7.
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e Mutations et progression de la maladie (cf. figures 14 a 17)

Certaines mutations étaient corrélées a la progression sous traitement de maniere statistiquement

significative :

La seule mutation d’ATM (variant p.Thr2853Lys) identifiée dans la cohorte était présente chez
1 patient PMBL qui a progressé sous traitement (progression sous traitement Vs absence de

progression, p<0,0001). Ce variant d’47TM est une mutation faux-sens.

Une mutation de CREBBP était présente (progression Vs absence de progression, p<0,0001) chez
1 patient PMBL (variant p.Lys1550del) qui a progressé sous traitement. C’est la seule mutation de
CREBBP identifiée dans la cohorte. Ce variant de CREBBP est une mutation inframe_3.

Sept mutations de PLCG?2 étaient identifiées (progression Vs absence de progression, p=0,0165)
chez 6 patients (sur 2 variants - p.Asn571Ser et p.Pro522A4rg) dont 3 qui ont progressé sous traitement
(50% des patients mutés pour ce géne) : 2 PMBL et 1 GZL. C’était le variant PLCG2 p.Pro522Arg qui

¢tait identifié chez tous les patients qui ont rechuté. Ce variant de PLCG?2 est une mutation faux-sens.

Trois mutations de 7P53 étaient présentes (progression Vs absence de progression, p<0,0001) chez
2 patients PMBL (sur 3 variants : p.Argl196* p.Arg273Cys et p.lle251Thr) qui ont progressé sous
traitement (100% des patients mutés pour ce géne). Le variant p.4rgl96* est une mutation non-sens et
a été identifié chez 1 des patients. Les 2 autres variants qui sont des mutations faux-sens ont été

identifiés chez le dernier patient : p.Arg273Cys et p.lle251Thr.

Apres exclusion du groupe des cHL, une mutation de TNFRSF14 était présente (progression Vs
absence de progression, p=0,0436) chez 1 patient PMBL qui a progressé sous traitement. C’est la seule

mutation de TNFRSF 14 (variant p. Trp201*, non-sens) identifiée parmi les groupes des PMBL et GZL.
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Corrélations anatomo-cliniques et mutationnelles

e Corrélations entre le nombre de mutations et le type de pathologie

On a observé une corrélation entre le nombre de mutations par patient et le type de pathologie. Les
PMBL étaient « plus mutés » [11£12,3 mutations (extrémes 1 et 48)], que les cHL [2+1,]1 mutations
(extrémes 1 et 4)] (p=0,0077). Les GZL étaient également « plus mutés » [3£5,7 mutations (extrémes
1 et 15)] que les cHL (p<0,001). Le nombre de mutations des PMBL et des GZL n’était pas

statistiquement différent.

e Corrélations entre le nombre de mutations par patient et le stade d’Ann Arbor

Sur I’ensemble de la cohorte, la médiane du nombre de mutations des 14 patients avec une
maladie localisée (stades I et II d’Ann Arbor) [2,5£5% (extrémes 1 et 15)] était différente (p=0,001)
de celle des 13 patients avec une maladie avancée (stades III et IV d’Ann Arbor) [4£13,3% (extrémes

1 et 48)].

e Corrélation entre ’expression de PDL1 et le stade d’Ann Arbor

Dans le groupe des PMBL, la médiane des cellules marquées par 1’anticorps anti-PDL1 des
6 patients avec une maladie localisée (stades I et II d’Ann Arbor) [0£3,8% (extrémes 0 et 10)] était
différente (p=0,0239) de celle des 7 patients avec une maladie avancée (stades III et IV d’Ann Arbor)
[75£44% (extrémes 0 et 100)].
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e Corrélations entre ’expression de PDL1 et le nombre de mutations par patient

Sur I’ensemble de la cohorte, la médiane du nombre de mutations des 13 patients avec une
expression de PDL1 de plus de 50% des cellules tumorales [3£13,4% (extrémes 1 et 48)] était
différente (p=0,001) de celle des 14 patients avec une expression de PDL1 de moins de 50% des

cellules tumorales [3,5+4,8% (extrémes 1 et 14)].

e Corrélation entre ’expression de PDL1 et les mutations de CD58, SOCS! et XPOI

Dans le groupe des PMBL, les mutations des génes CD358 (p=0,0130), SOCSI (p=0,0359) et
XPOI (p=0,0091) était corrélées a un marquage avec I’anticorps anti-PDLI.

En revanche, il n’y avait pas de corrélation entre les criteres métaboliques, les autres criteéres

anatomo-cliniques et le profil mutationnel.

38



DISCUSSION

L’objectif principal de notre travail était de s’appuyer sur les outils de la biologie moléculaire
dans le but d’établir un profil mutationnel permettant de caractériser les PMBL, les cHL et surtout
d’identifier les GZL parfois mal individualisés malgré des critéres morphologiques et
immunophénotypiques ayant fait 1’objet d’une définition consensuelle (36,38). Cet enjeu diagnostique

est important car il a des implications thérapeutiques et pronostiques.

Notre travail a porté sur une cohorte de 27 patients (13 PMBL, 9 cHL et 5 GZL), dont nous
avons étudié les caractéristiques mutationnelles par séquengage ciblé a 1’aide d’un panel de 52 génes,
qui a ’avantage d’étre plus rapide et moins colteux que les analyses du génome entier (Whole

Genome Sequencing) ou de sa partie codante (Whole Exome Sequencing) (49,50).

Les geénes ont été sélectionnés a partir d’études récentes concernant les PMBL, les DLBCL

(49,51,52), et/ou les cHL (12,53).

Profil mutationnel des PMBL et des GZL de type PMBL

Grace a cette étude, nous observons un nombre plus élevé de mutations pour le groupe des
PMBL avec un total de 168 mutations identifiées chez 13 patients. Le taux de mutations par patient est
le plus élevé, [(médiane de 11+12,3 mutations (extrémes 1 et 48)] avec un total de 168 mutations

identifiées chez 13 patients.

Les mutations des génes B2M, CD58, CIITA, GNAI3, SOCSI, TNFAIP3, et XPOI sont
associées au PMBL (p<0,05). Plus particuliérement, les mutations de GNAI3 et XPOI sont

exclusivement associées a ce groupe.

Les génes B2M, CD58, SOCSI et TNFAIP3 sont également mutés dans les GZL de type
PMBL.

Les mutations des génes ATM, CREBBP, CXCR4, FOXOI, IRF4, PRDM1 et TP53 observées
dans le groupe PMBL ne sont pas statistiquement significatives ; elles n’intéressent qu’un nombre

faible de patients.
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ARIDIA, NFKBIE et STAT6 étaient mutés indifféremment dans les PMBL et dans les GZL de
type PMBL et de type cHL. Ces résultats sont comparables a ceux de 1’étude de Mareschal et al. qui a
étudié les profils mutationnels des PMBL et DLBCL réfractaires par WES. Dans cette étude, les
PMBL présentent un nombre plus important de mutations que les DLBCL GCB et ABC (49).

Les altérations génétiques retrouvées par Mareschal ef al, intéressaient les mémes voies de
signalisation que dans notre étude : la voie JAK-STAT (SOCSI1, STAT6, IL4R, PTPNI), la voie de
signalisation NF-«xB (TNFAIP3, NFKBIA, NFKBIE, REL), les génes impliqués dans la réponse
immunitaire (B2M, CIITA, CDJ58), et le transport nucléo-cytoplasmique (XPOI) (8,26,54). D’autres

études ont mis en évidence des altérations de régulateurs épigénétiques comme EP300 (50).
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Figure C. Principales voies de signalisation intracellulaires dérégulées dans les PMBL. Les
voies de signalisation JAK-STAT et NF-xB sont dérégulées dans les PMBL. Les génes impliqués
sont en couleur. (D ‘apres Steidl, Gascoyne, The molecular pathogenesis of PMBL, Blood. 2011).
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Profil mutationnel des cHL et des GZL de type cHL

Malgré le risque de faux négatifs dans les cHL en raison de la paucité de cellules tumorales et
de la «dilution » de I’ADN tumoral, nous avons pu identifier 18 mutations pour 1’ensemble des
patients cHL, intéressant 12 geénes (ARIDIA, CCND3, CIITA, EP300, KMT2A, MAL, NFKBIE,
NOTCH?2, PAXS, PIM1, PLCG2, TNFRSF14) (8,5% des mutations de la cohorte).

Ces mutations ont été retrouvées dans les 2 autres pathologies, hormis celle du géne MAL, qui
n’était présente que dans les cHL. Des mutations du gene MAL ont déja été décrites dans les cHL et les

PMBL (8,40,55).

Dans les différentes études, le profil mutationnel des cHL est proche de celui des PMBL (8),
caractérisé par une activation des voies de signalisation JAK-STAT et NF-xB, aboutissant a une
inhibition de I’immunité anti-tumorale, un échappement a 1’apoptose et a une prolifération cellulaire.
Liang et al ont identifi¢ par NGS ciblé dans les cHL, des mutations de B2M, XPOI, SOCSI et
TNFAIP3, mutations que nous avons mises en évidence dans nos cas de cHL et de PMBL (56). Les
études utilisant les techniques de microdissection ou de flow sorting permettant une analyse exclusive
des cellules de Reed Sternberg et de Hodgkin, révelent également des mutations sur ces mémes voies :
JAK-STAT (STAT6), Rho/ROCK (GNA13), transporteur nucléocytoplasmique (XPOT) (57) et NF-xB
(TNFAIP3) (58,59).
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Profil mutationnel des GZL

Dans notre étude, le profil mutationnel des GZL ne permet pas de différencier les GZL des
PMBL et des cHL : ARIDIA, NFKBIE et STAT6 étaient mutés dans les GZL de type PMBL et dans les
PMBL, bien que les variants étaient différents dans ces 2 sous-groupes. Il en est de méme pour EP300

qui est muté dans un cas de GZL de type cHL et un cas de cHL.

Les variants associés au groupe des GZL (GZL vs PMBL/cHL, p=0,0359) sont peu
représentatifs d’un profil mutationnel, malgré la significativité des résultats, chaque variant n’ayant été

identifié qu’une seule fois.

Les travaux menés sur le profil moléculaire des GZL révelent que leurs caractéristiques
moléculaires sont intermédiaires entre cHL et PMBL, incluant des gains et des amplifications de
JAK2, REL, PDLI et CIITA (35). Cependant, Eberle et al. ont mis en évidence un profil de
méthylation des GZL les distinguant des PMBL et des cHL (60).
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Mutations de mauvais pronostic

Nous avons par ailleurs identifié plusieurs mutations associées & une progression (A7TM
p.Thr2853Lys, CREBBP p.Lys1550del, PLCG2: p.Asn571Ser et p.Pro522Arg, TP53 : p.Argl96%*
p-Arg273Cys et p.lle251Thr, TNFRSF14 p.Trp201) de la maladie (p<0,05). Ces derniéres n’ont été
retrouvées que dans le PMBL. De plus, les 2 cas de décés dans la cohorte des PMBL présentaient des
mutations des génes ATM, TP53, CREBBP, PLCG2 et/ou TNFRSF14 (ainsi que des mutations des
geénes impliqués dans les voies de signalisation JAK-STAT et/ou NF-kB. L’accumulation de mutations

altérant plusieurs voies de signalisation serait donc un facteur de mauvais pronostic.

Paysage mutationnel corrélé a la clinique

Nous avons également constaté une association statistique entre le nombre de mutations et le
pronostic : les patients présentant une maladie disséminée (stades III/IV de la classification d’Ann
Arbor), avaient un nombre plus important de mutations par rapport aux patients présentant une

maladie localisée (stades I/1I de la classification d’Ann Arbor) (p=0,001).

Paysage mutationnel corrélé aux caractéristiques histo-pathologiques

Parallélement a I’analyse du profil mutationnel des différents sous-groupes, nous avons
constaté¢ que ’expression de PDL1 par les cellules tumorales était corrélée a un nombre €levé de
mutations, et ce tout particuliérement dans le sous-groupe des PMBL : I’expression de PDL1 était

associ¢e aux mutations de SOSCI, CD58, et XPOI (p<0,05).
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Possibilités d’améliorations de notre étude a envisager

2

e Echantillonnage

Le faible nombre de patients inclus dans notre travail, du fait de la rareté relative de ces

pathologies, est le principal facteur limitant.

e Technique d’extraction des échantillons

Notre étude est réalisée a partir d’échantillons tissulaires fixés dans le formol et inclus en
paraffine, dont nous avons extrait ’ADN. Cette exposition au formol entraine des artéfacts de
déamination de nucléotides (transformation des thymines en adénine). C’est pourquoi, il aurait été
préférable de travailler sur des ADN issus d’échantillons congelés, mais ce type de tissu n’était pas

disponible pour I’ensemble des cas de notre série et aurait donc pu constituer un biais.

Par ailleurs, nous avons di exclure les génes REL et KMT2D en raison d’un important bruit de
fond. En effet, ces deux génes présentent de nombreuses régions riches en GC, réputées plus difficiles
a séquencer du fait de la répétition de nombreuses liaisons hydrogénes (3 liaisons hydrogenes entre les
nucléotides G et C). Enfin, la chimie du séquenceur (2 fluorochromes pour 4 nucléotides) est un autre

facteur qui induit un bruit de fond.

La technique de macrodissection a été utilisée afin de sélectionner une zone d’intérét riche en
cellules tumorales. La zone d’intérét a été repérée sur la lame HES. Le pourcentage de cellules
tumorales a été¢ déterminé dans cette zone qui a été macro-disséquée sur le bloc de paraffine. La
médiane de concentration de ’ADN extrait était plus faible pour les cHL (26,3+20,1 ng/ul Vs
46,3+44,6 ng/ul pour les PMBL). La médiane du score de qualit¢ DIN ¢tait comparable dans les
3 pathologies.

Le plus faible pourcentage de cellules tumorales dans les cHL (10+£24,9%) est expliqué par
I’abondance des cellules du microenvironnement immunitaire méme dans les zones qui sont pourtant
les plus riches en cellules tumorales. L’ADN extrait était donc un mélange de celui des cellules

tumorales et des cellules du microenvironnement.
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La technique de microdissection est une alternative a la macro-dissection. La microdissection
tissulaire laser (rayons infra-rouges, ultra-violets ou les 2) permet d’isoler des cellules ou des groupes
cellulaires pour des analyses génomiques ou protéomiques. Celle qui utilise un laser IR, fonctionne
avec un film thermosensible, posé au-dessus de la coupe FFPE, qui doit étre préalablement chauffé
pour étre activé. A travers une capsule, les rayons IR de basse énergie sont dirigés sur les cellules
d’intérét et celles-ci sont transférées sur le film activé. La capsule est ensuite soulevée permettant
I’adhésion des cellules puis ces dernieres sont extraites du film pour étre utilisées dans différentes
analyses (RT-PCR en temps réel ou analyses du transcriptome). Cette technique pourrait permettre de
sélectionner uniquement les cellules de HRS présentes dans les LH et d’analyser uniquement 1’ADN

tumoral qui nous intéresse (53,57,62—64).

Une autre stratégie aurait pu étre utilisée : le flow sorting qui permet d’enrichir le matériel en
cellules tumorales a partir de bloc FFPE. Aprés déparaffinage, dissociation et remise en suspension,
les cellules peuvent étre triées par cytométrie en flux (grice a un marquage immunohistochimique).
Toutefois, les cellules de HRS, sont fragiles et souvent détruites dans le cytomeétre car les pressions

différentielles nécessaires au bon alignement des cellules sont ¢levées.

Cette technique a néanmoins été utilisée récemment dans certaines études (58,59).
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Hypothéses physiopathologiques

Voies de signalisation impliquées dans la prolifération cellulaire, dans la survie cellulaire et dans

la réponse immune

Les genes analysés peuvent étre regroupés selon les voies de signalisation suivante :

e Immunité (B2M, CIITA et CD58)

Le géne B2M (Beta-2-Microglobuline) code pour une des protéines du Complexe Majeur
d’Histocompatibilit¢ (CMH) de classe 1 qui permet la reconnaissance des antigénes par les cellules T
cytotoxiques. Elles entrainent une modification, une diminution ou 1’absence de I’expression des
molécules de classe 1 du CMH; permettant aux cellules tumorales d’échapper au systéme

immunitaire. Des mutations de ce géne ont déja été identifiées dans les PMBL et les cHL (49,59).

Le géne CIITA (Class Il TransActivator) code pour le facteur de transcription de méme nom qui
régule le CMH de classe 2. La protéine CIITA contient un domaine d’activation transcriptionnelle et
un domaine de liaison au GTP. Elle utilise la liaison GTP pour faciliter son transport dans le
noyau. Une fois dans le noyau, elle agit comme un régulateur positif de la transcription des geénes du
CMH de classe II. Physiologiquement, le peptide antigénique associé au CMH de classe 2 est présenté
au récepteur T (TCR) pour initier la réponse immune adaptative. Dans le cas de la cellule tumorale B,
la survenue de mutations de CIITA engendrent une diminution de l’activité anti-tumorale via des
capacités de présentation de ’antigéne diminuées et/ou anormales conduisant a la production de
lymphocytes anergiques (26,65). Des réarrangements chromosomiques impliquant C/I/TA et des

mutations de ce geénes ont été décrits dans les cHL et PMBL (66—68).

Le géne CD58 (Cluster de Différenciation 58) code pour une molécule qui assure la
reconnaissance des cellules tumorales en formant un couple avec CD2 qui est un ligand présent a la
surface des lymphocytes T/NK. Ce lien entre CD2 et CDS58 stabilise ’accrochage entre la cellule
tumorale et le lymphocyte T nécessaire a I’activation du lymphocyte T (51). Les mutations de ce géne
sont responsables d’une anergie des lymphocytes T dans la réponse anti-tumorale. Des délétions
partielles de ce geéne entrainant une diminution de 1’expression membranaire de CD58 ont été

rapportée dans les PMBL (52).
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e Voie de signalisation JAK-STAT (SOCS1)

Le géne SOCSI (Suppressor Of Cytokine Signaling 1) code pour la protéine homonyme
régulatrice de la voie JAK-STAT. Les mutations de SOCS! entrainant une perte de fonction sont
associées a une activation non contrdlée de la voie JAK-STAT, entrainant un avantage prolifératif et

de survie aux cellules tumorales. De telles mutations sont décrites dans les PMBL (69) et les cHL (70).

e Voie de signalisation NF-xB (TNFAIP3)

Le géne TNFAIP3 (tumor necrosis factor alpha induced protein 3) code la protéine cytoplasmique
A20 qui régule négativement la voie de signalisation NF-kB en contrdlant la prolifération cellulaire, la
survie cellulaire, la production de cytokines et jouant un réle clé dans la réponse immune. La perte de
fonction de cette protéine par délétion ou mutation du géne TNFAIP3 a été largement démontrée dans

les PMBL et les cHL (71,72).

e Export nucléocytoplasmique (XPOI)

Le géne XPOI (exportine 1) code pour une exportine, protéine qui joue un réle majeur dans
I’export nucléo-cytoplasmique et donc dans ’homéostasie cellulaire. Elle a pour cibles des régulateurs
de la transcription ou des protéines jouant un rdle dans plusieurs voies de signalisation (NFKBIE et
NFKBIA), et tout particuliérement p53, protéine suppressive de tumeurs (73). La localisation des
protéines est essenticlle pour leurs activités et le bon fonctionnement de la cellule. Or dans les
tumeurs, on observe une localisation cellulaire cytoplasmique aberrante de certaines protéines qui
régulent le cycle cellulaire ou I’apoptose. Les mutations activatrices de XPOI entrainent une
augmentation de I’export nucléaire. Par exemple, elle favorise I’export de p53, évitant ainsi 1’entrée en
apoptose de la cellule. La protéine p53, dont le fonctionnement est normalement nucléaire, ne peut
plus exercer son activité. Des mutations activatrices de XPO! ont déja été identifiées dans une cohorte
de PMBL (74). Des travaux ont mis en évidence que STAT6 est un « cargo » de I’exportine 1 et que
les mutations de XPO1 augmentaient la localisation nucléaire de STAT6 dans les lignées de cellules
tumorales de PMBL génétiquement modifiées (augmentation de 1’expression de STAT6), avec pour
conséquence une activation de la voie de signalisation JAK-STAT (61). Cette méme mutation XPO!

p-E571K a également été identifiée dans une cohorte de cHL (56).
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e Rho-ROCK (GNA13)

Le géne GNAI13 (Guanine Nucleotide-binding protein subunit Alpha-13) code pour une protéine
qui joue un role important dans la transmission du signal en liant et en dissociant GTP et GDP. Elle est
exprimée dans les cellules B du centre germinatif non tumoral. Des mutations inactivatrices de GNA13
ont été mises en évidence dans les DLBCL, entrainant une hyperactivation de RhoA ainsi qu’une
augmentation d’AKT phosphorylée, conférant alors un avantage de survie aux lymphocytes B mutés.
Des mutations inactivatrices de GNA13 ont également été décrites dans les PMBL (52) et les

cHL (57).

Mutations prédictives de mauvais pronostic

e Réparation des dommages de I’ADN (ATM et TP53)

Ces génes sont impliqués dans la réparation des dommages de I’ADN et dans le contréle du cycle

cellulaire.

Le géne TP53 (Tumor Protein 53) est un géne suppresseur de tumeur qui est souvent muté dans
les cancers, codant pour la protéine p53, et qui a la capacité de se lier a I’ADN. Cette derni¢re, grace a
son domaine de transactivation, va pouvoir induire ou réprimer 1’expression d’un large nombre de

geénes conduisant a I’arrét du cycle cellulaire, I’induction de 1’apoptose, ou la sénescence.

A T’état physiologique, en cas de dommage a I’ADN ou de stress cellulaire, la protéine ATM,
codée par le géne ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated), va étre activée par phosphorylation puis va
elle-méme phosphoryler p53 pour I’activer. La protéine p53 va alors induire I’arrét du cycle cellulaire
par I’expression de p21. Des altérations de 7P53 dans une cohorte de PMBL ont été identifiées dans
les travaux de Scarpa et al (75).

Les mutations faux-sens et non-sens du géne 7P53 et la mutation faux-sens du géne ATM seraient
responsables de I’inactivation de la mort cellulaire programmeée, favorisant la survie des cellules

tumorales.

ATM et TP53 ont un role pronostic péjoratif dans diverses hémopathies malignes (76). Dans une
étude menées sur une cohorte de DLBCL, les mutations d’ATM étaient associées a une évolution

défavorable (77,78).
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e Epissage (CREBBP)

Le gene CREBBP ou CBP (CRB-Binding Protein) code pour la protéine CREB, a domaine leucine
zipper, permettant sa dimérisation et son interaction directe avec ’ADN. C’est une acétyltransférase,
coactivateur transcriptionnel, modifiant la structure de la chromatine (par acétylation des histones) et
activant la transcription des geénes cibles. La dérégulation de CREBBP par mutation somatique et
I’expression aberrante de CREBBP/EP300 prédispose au cancer. Dans les DLBCL, les mutations de
CREBBP et de EP300 sont associées a une évolution péjorative (77).

e Voie du BCR (PLCG2)

Le géne PLCG2 (PhosphoLipase C Gamma 2) code pour la protéine homonyme, qui est une
enzyme hydrolysant les liaisons ester des phospholipides. PLCG2 est activée par des récepteurs a
activité tyrosine kinase. Elle permet la phosphorylation de protéines cytoplasmiques et nucléaires,
ayant un role régulateur dans la voie du BCR. En effet, la survie des lymphocytes B non tumoraux
dépend d’une cascade complexe de voies de signalisation initiée par le BCR, en 1’absence de quoi, les

lymphocytes B meurent par apoptose.

Dans les hémopathies malignes lymphoides B, les interactions entre le microenvironnement
tumoral et les cellules tumorales pourraient activer certaines de ces voies. Cette activation initierait
une signalisation en cascade impliquant plusieurs kinases, comme BTK, et aboutissant a une survie et
une prolifération incontrélées des lymphocytes B tumoraux par 1’activation de la voie de signalisation

NF-«B (79).

e Immunité (TNFRSF14)

Le géne TNFRSF14 (Tumor Necrosis Factor Ligand Superfamily, Member 14) code pour une
cytokine de la famille du TNF. Cette cytokine est exprimée a la surface des lymphocytes T activés et
agit comme facteur de co-stimulation des cellules T. Elle induit le recrutement et la stimulation des
cellules immunitaires effectrices au sein des tumeurs et augmente I’immunité anti-tumorale. Elle
favorise la conversion de 1’état anti-inflammatoire du microenvironnement tumoral vers un stade pro-
inflammatoire qui favoriserait les mécanismes d’immunosuppression. Les mutations de TNFRSF14
permettraient ainsi aux cellules tumorales d’échapper a la réponse immune en empéchant ce switch

vers une réponse pro-inflammatoire.
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Microenvironnement tumoral

Les altérations suivantes engendrent une dérégulation de la réponse immune et un

échappement au systéme immunitaire aboutissant a 1’activation de PDL1 (51) :

- les mutations de CDS58 sont responsables d’une absence d’interaction entre CD2 des
lymphocytes T du microenvironnement et CD58 des cellules tumorales. Les microdélétions de CD58
sont associées a d’autres altérations impliquant I’immunité: mutations de B2M qui altérent les
protéines de classe 1 du CMH empéchant 1’action cytotoxique des lymphocytes T, et mutations de
CIITA qui altérent I’activation des cellules T conduisant a la production de lymphocytes anergiques et

de lymphocytes T régulateurs (47).

- de nombreux facteurs de transcription comme STAT1, STAT3 et STAT6 sont des « cargos »
de I’exportine nucléaire 1. Les mutations de XPO/ ont été décrites dans les PMBL (61), entrainant une
augmentation du transport nucléaire de ces facteurs de transcription sous leur forme phosphorylée.
Physiologiquement, la voie de signalisation JAK-STAT transduit la réponse a I’[FNy par le biais des
récepteurs IRF1 et IRF2, aboutissant a la transcription de PDL1 et de PDL2, dont I’expression entraine

une inhibition de la réponse immunitaire lymphocytaire T CDS.

escape from
recognition

B7 members

Figure D. Résumé schématique des mécanismes identifiés dans la pathogenése des PMBL. Les
cellules tumorales ont un retentissement sur le microenvironnement. Les geénes dont les mutations
entrainent un gain de fonction sont en orange. Les geénes dont les mutations entrainent une perte de
fonction sont en blancs. Les molécules B2M (et MHCI1 via B2M), CD58 et MHC2 présentent un
fonctionnement altéré. (D’apres Menter, Tzankov, Mechanisms of immune evasion and immune
modulation by lymphoma cells, Frontiers Oncology, 2018).
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Figure E. Dérégulation de la réponse immunitaire anti-tumorale dans le microenvironnement
tumoral des PMBL. Les altérations génétiques (rouges) activatrices et les mutations inactivatrices
(bleues) composant la voie de signalisation JAK-STAT altérent la réponse immune anti-tumorale via
I’augmentation des Programmed cell Death Ligands (PDLs) et du C-C motif chemokine ligand 17
(CCL17). Des microdélétions de CD58 et des mutations ou des réarrangements structuraux de CIITA
perturbent également I’immunité anti-tumorale via une anergie des lymphocytes T et la formation d’un
CMH de classe II non fonctionnel, respectivement. L’ impact des altérations génétiques survenant sur
un des composants de NF-xB sur le microenvironnement tumoral des PMBL n’est pas encore connu.
(D’apres Lees, Biology and therapy of PMBL: current status and future directions, bhj, 2019).
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CONCLUSION

La détermination du profil mutationnel des lymphomes matures agressifs du médiastin parait
particulierement intéressante pour les PMBL avec 1’identification de mutations survenant dans les
voies de signalisation impliquées dans la prolifération cellulaire, dans la survie cellulaire et dans la
réponse immune : voies de signalisation NF-kB (TNFAIP3) et JAK-STAT (SOCS!), voie Rho/ROCK
(GNA13), immunité (B2M, CD58, CIITA) et transport nucléo-cytoplasmique (XPOI). Ces mutations
associ¢es aux PMBL sont probablement corrélées a sa lymphomagéneése et a la surexpression de PDL1
via des mutations de CDS58, SOCSI et XPOI. D’autres mutations survenant sur ATM, CREBBP,
PLCG2, TP53 et TNFRSF'14 sont probablement associées a un mauvais pronostic.

Les cHL étaient peu mutés et le profil mutationnel des GZL n’a pas permis de les différencier

des PMBL et des cHL.
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Dans cette étude, le nombre de mutation le plus élevé concernaient les lymphomes B agressifs
d’origine B de stades avancés (Ann Arbor I1I/IV) (p=0,001) et les PMBL/GZL (p=0,007/p<0,001).

Les mutations récurrentes associées aux PMBL (p<0,05) interviennent dans les voies de signalisation
NK-kB (INFAIP3), JAK-STAT (SOCSI) et RhoA/ROCK (GNA13), dans I’immunité anti-tumorale
(B2M, CD58 et CIITA) et dans le transport nucléo-cytoplasmique (XPOI). Certaines mutations (CDS5S8,
SOCS1 et XPOI) étaient associées a I’expression de PDL1 (p<0,05) et d’autres (4TM, CREBBP,
PLCG2, TP53 et TNFRSF14) a une évolution défavorable (rechute et/ou décés) des PMBL (p<0,05).
L’expression de PDL1 était en outre associée aux PMBL de stades avancés (Ann Arbor III/IV)
(p=0,0239).

Aucune mutation n’a pu étre associée aux GZL et cHL ni aux autres caractéristiques
histopathologiques et métaboliques.
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Minimales et maximales

Classification d’Ann Arbor
I
1
I
v

Diamétre maximal au TDM (cm)
Médiane+Ecart-type
Minimales et maximales
« Bulky »

FDG-TEP scanner au diagnostic
MédianetxEcart-type de la SUV max
Min-max
MédianexEcart-type du TMTVO0 (mL)
Min-max
MédianetxEcart-type du TLG
Min-max

Survie globale (mois)
Médianet+Ecart-type
Min-max

Survie sans progression (mois)
Médianet+Ecart-type
Min-max

Patients en rémission compléte/rechutes

Patients perdus de vu

COHORTE
27
13

38+13,5
19-69

5 (20,8%)
9 (33,3%)
1 (3,7%)
12 (44,4%)

1244
1,9-16
16 (59,3%)

18,8+7,8
2,9-28,8
386+385
45-1405
418542215
333-7043

37,2421,6
5,7-78,6

36,8122,8
4-78,6
24/5

1

PMBL
13

31+14,8
19-69

3 (23%)
4 (30,8%)
0

6 (46%)

12,842,4
7-16
12 (92,3%)

18,8+7,8
2,9-28,8
386£385
45,3-1405
418542215
333-7044

19,4+18,2
5,7-60,2

19,4£19,3
4-60,2
10/3

1

GZL

44+10
36-64

1 (20%)
1 (20%)
1 (20%)
2 (40%)

6,1£6,7
1,9-15
1 (20%)

21,3442
16,6-26,6
43,5+372
29,3-680
35842314
320-4347

37£14,3
9,6-44,6

37+16,8
9,6-44,6
5/1

0

CHL

43+12,6
19-56

1(11,1%)
4 (44,4%)
0

4 (44,4%)

8,443.5
3,5-13,3
3(33,3%)

10,6+4,9
4,5-17,7
233+188
5,2-617
1227707
210-1935

59+£19,3
17,4-78,6

59124
11,5-78,6
9/1

0

Tableau 1. Caractéristiques cliniques, métaboliques et critéres évolutifs de I’ensemble des 27 patients
dans chacune des 3 pathologies (PMBL, GZL et cHL).
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PMBL GZL CHL
Histologie
Pourcentage de cellules tumorales
MédianetEcart-type (%) 80+0,07 500,13 540,12
Minimales et maximales 70-95 40-70 5-40
Caractéristiques cytologiques Cellules de taille PMBL-like ou Cellules de grande

Microenvironnement
Infiltrat lymphocytaire T

Macrophages/cellules
tumorales

Stroma réaction (type de fibrose)

Profils immunophénotypiques
Marqueurs de différenciation
lymphocytaire B

Marqueurs d’activation
lymphocytaire

Marqueurs des cellules B du
centre germinatif

Protéines anti-apoptotiques

Checkpoints inhibiteurs de
Pimmunité

Marqueur myéloide

Index de prolifération cellulaire

moyenne a grande
Noyaux petits
Cytoplasme
abondant et pale

Faible

1 macrophage pour
5 cellules
tumorales (0.2)
Bandes fines
pénicillées de
collagene

Conservé:

CD20, CD79a,
Pax5, BOBI1
diffus, forte
intensité du Pax5.

CD38: hétérogéne
CD30: hétérogéne,
co-expression avec
CD23

Bcl6: hétérogene
MUMI:
hétérogeéne

Bcl2: hétérogene

PD-L1: environ
moitié des cas,
faible intensité
PD-L2: moins de
la moitié des cas,
intensité variable
CD15: 1 cas diffus

Ki67: 87% des
cellules tumorales
(moyenne)

cHL-like, ou les 2
types

Modéré a
important

1 macrophage pour
2-3 cellules
tumorales (0.4)
Bandes de
collageéne
annulaires ou fines

Conservé:

CD20, CD79a,
Pax5, BOBI1
diffus, intensité
variable du Pax5.

CD38: diffus et
intense sauf pour 1
cas

CD30: diffus sauf
pour 1 cas

Bcl6: focal dans
presque tous les
cas

MUMI: focal dans
tous les cas

Bcl2: moins de la
moitié des cas
PD-L1: tous les
cas, intensité
variable

PD-L2: moins de
la moitié des cas,
intensité variable
CD15: presque
tous les cas,
hétérogéne

Ki67: 74% des
cellules tumorales
(moyenne)

taille: Reed-
Sternberg ou
Hodgkin

Modéré a
important

2 macrophages
pour 1 cellule
tumorale (2)
Larges bandes de
collageéne
annulaires

En parti perdu:
CD79a ou CD20 :
rare

BOBI : jamais
Pax 5: tous les cas,
souvent faible et
focal

CD38: diffus dans
moins de la moitié
des cas

CD30: diffus dans
tous les cas

Bcl6: rare
MUMLI: tous les
cas, souvent diffus

Bcl2: 1 cas

PD-L1: presque
tous les cas, le plus
souvent diffus et
intense

PD-L2: jamais

CD15: presque
tous les cas,
hétérogeéne
Ki67: variable

Tableau 2. Caractéristiques histologiques et immunophénotypiques des PMBL, GZL et cHL.
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Figures 9 a 11. Graphiques représentant le profil mutationnel de chacune des 3 pathologies.
Nombre de mutations identifiées en ordonnée pour chacun des geénes en abscisse.
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Figure 13. Heatmap représentant les mutations des 28 génes identifiées dans les lymphomes de
notre cohorte. Chaque colonne représente un cas.
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Figures 14 4 17. Courbes de PFS en fonction du statut mutationnel des genes ATM (A), CREBBP

(B), PLCG?2 (C) et TP53 (D). Les cas mutés correspondent a des PMBL pour ATM, CREBBP et TP53.
Pour PLCG2, ils correspondent a des PMBL, GZL et cHL.
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TITRE DE LA THESE : Aspects histo-moléculaires d’une cohorte de 27 cas de lymphomes agressifs d’origine
B du médiastin

AUTEUR : Nahina BEKMEZIAN
RESUME :

Introduction. Les lymphomes agressifs d’origine B du médiastin qui incluent les lymphomes primitifs du
médiastin (PMBL), les lymphomes de Hodgkin classique (cHL) et les formes intermédiaires ou gray zone (GZL)
ont des caractéristiques proches qui rendent parfois leurs diagnostics difficiles.

Objectif. Le but de ce travail rétrospectif est de préciser les caractéristiques, cliniques, métaboliques,
histopathologiques, phénotypiques et moléculaires de ces 3 entités.

Matériels et méthodes. Les 27 cas analysés, diagnostiqués entre 2011 et 2017, incluaient 13 PMBL, 5 GZL et 9
cHL. Les données cliniques et métaboliques ont été collectées dans les dossiers. L’analyse des lames a précisé
leurs aspects morphologiques et leurs phénotypes. Le profil mutationnel a ét¢ déterminé par technique de
séquengage haut débit utilisant un panel de 30 génes.

Résultats. Des mutations récurrentes, impliquées dans les voies de signalisation NF-xB (TNFAIP3), JAK-STAT
(SOCS1) et RhoA/ROCK (GNA13), dans I'immunité (B2M, CD58, CIITA) et dans le transport nucléo-
cytoplasmique (XPOI) ont été associées au PMBL (p<0,05). Certaines d’entre elles (CD58, SOCSI et XPOI)
étaient corrélées a I’expression de PDL1 (p<0,05). D’autres mutations (A7M, CREBBP, PLCG2, TP53 et
TNFRSF14) ont été associées a une évolution défavorable des PMBL (p<0,05). Aucune mutation n’a pu étre liée
aux 2 autres pathologies (GZL et cHL).

Conclusions. La détermination du profil mutationnel des lymphomes agressifs du médiastin parait
particuliérement intéressante pour les PMBL. Les mutations associées a cette pathologie (activation de voies de
signalisation, échappement a 1’immunité anti-tumorale, transport nucléo-cytoplasmique) sont probablement
corrélées a sa lymphomagénése et a la surexpression de PDLI1.

MOTS-CLES : LYMPHOMES, MEDIASTIN, NF-xB, JAK-STAT, ECHAPPEMENT IMMUNITAIRE, XPOI1,
FACTEURS PRONOSTIQUES, PDL1.



