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Liste des abréviations

ABVD : Doxorubicine, Bléomycine, Vinblastine et Dacarbazine
ADN : Acide désoxyribonucléique

ADNCc : Acide désoxyribonucléique complémentaire
ADP : Adénopathie

AEG : Altération de I'état général

ATCD : Antécédent

Ag : Antigéne

Al : Auto-immun

ARN : Acide ribonucléique

ARNmMm : Acide ribonucléique messager

BCR : B-cell receptor

BEACOPP : Bléomycine, Etoposide, Doxorubicine, Cyclophosphamide, Vincristine,
Procarbazine et Prednisone

Béta2mG : Béta2microglobuline

BOM : Biopsie ostéo-médullaire

BV-CHP : Brentixumab, Vedotin, Cyclophosphamide, Hydroxyadriamycine, Prednisone
CCAM : Classification Commune des Actes Médicaux

CFG : champs au fort grossissement

CHU : Centre Hospitalier Universitaire

CMH : Complexe majeur d'histocompatibilité

CNS IPI : Central Nervous System Intemational Prognostic Index
COO : Cell of origin

Dc : Diagnostic

DGOS : Direction Générale de V' Offre de Soins
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Introduction

Les lymphomes sont des tumeurs du systéme lymphoide dont le diagnostic nécessite une
approche multiparamétrique complexe {clinique, imagerie, morphologie, immunophénotypage,
génétique), et dont I'analyse anatomopathologique est 'examen de référence.

L'impact du diagnostic initial sur le pronostic et la prise en charge des patients a rendu
nécessaire I'établissement du réseau LYMPHOPATH, réseau national de double lecture par
Iinstitut National du Cancer (INCa), dont fait partie le laboratoire d’anatomie pathologique du
centre hospitalier universitaire (CHU) de Limoges. Récemment, 'essor de la biologie
moléculaire avec le séquencage trés haut débit (NGS) a permis une actualisation de la
classification des lymphomes, un ajustement de leur pronostic et une ouverture a la médecine
personnalisée. Devant limportance d'un diagnostic précis et 'augmentation croissante des
données génétiques, le Lymphoma Study Association (LYSA), principal groupe national de
coopérateurs dans le lymphome, a appuyé ia mise en place d'un test de biologie moléculaire,
le test Lymphosign, au sein des Plateformes de Génétique Moléculaire des Cancers (PGMC).
Ce test est directement issu du transfert de la recherche vers findustrialisation, et étudie le
profil d’expression de 137 génes, automatiquement interprété par un algorithme. Le résultat
de ce test renseigne sur le grade du lymphome, la cellule d’origine (COQ), et conclue en
calculant une probabilité de classement parmi 12 lymphomes non-Hodgkiniens (LNH) les plus
fréquemment identifiés.

Actuellement au sein du laboratoire d’anatomie pathologique du CHU de Limoges, les
analyses génétiques des lymphomes sont réalisées par techniques ciblées : Fluorescence In
Situ Hybridization (FISH), étude du réarrangement des génes du T-celf receptor (TCR) et des
immunoglobulines (lg). L'utilisation de certaines techniques de biologie moléculaire,
recommandées par les instances scientifiques, nécessite parfois l'appui de plateformes
extérieures au CHU de Limoges, afin que les patients puissent bénéficier des récentes
avancées diagnostiques, pronostiques et théranostiques de la médecine personnalisée.

L’intérét de ce projet est l'intemalisation de ces techniques au sein de la PGMC du CHU de
Limoges, ce qui permettra d'optimiser F'efficience médico-économique du parcours de soin en
apportant des résultats supplémentaires sur des caractéristiques génétiques encore non
étudiées au CHU. L'analyse du transcriptome par le test Lymphosign présente un angle
d'étude idéal car il est ['élément de convergence de I'ensemble des altérations génétiques,
génomiques ou épigénétiques significatives d'un lymphome. Notre étude encadrera sa mise
en place et consistera a réaliser cette technique sur 30 LNH sélectionnés a partir des archives
disponibles au CRBioLim. L'objectif principal de cette étude est de comparer les résultats du
test Lymphosign avec les diagnostics posés par I'examen anatomopathologique. Nos objectifs
secondaires consistent en I'étude de tous les marqueurs diagnostiques, pronostiques et
thérapeutiques apportés par le test Lymphosign.



l. Contexte scientifique général

I.1. Prérequis

.1.1. Lymphopoiése

Un lymphocyte est une cellule immunitaire spécialisée jouant un role central dans le systeme
immunitaire adaptatif. Les lymphocytes sont produits dans les organes lymphoides primaires,
tels que la moelle osseuse et le thymus, et circulent ensuite dans tout le corps, surveillant et
participant a4 la réponse immunitaire. Ces lymphocytes subissent des processus de
différenciation, leurs permettant I'acquisition d’'une structure et d'une fonction propre a un type
cellulaire spécifique (lymphocyte B mémoire, lymphocyte T helper...). 1l existe principalement
trois types de lymphocytes : les lymphocytes B, les lymphocytes T et lymphocytes natural killer
(NK), que nous n’aborderons pas ici (1).

¢ Lymphopoiése B

Les lymphocytes B sont responsables de la production d'anticorps, des protéines spécifiques
qui se lient aux antigénes {Ag) pour les neutraliser. La premiére étape de la vie d'un
lymphocyte B se déroule dans la moelle osseuse : c’est la différenciation indépendante de
I'Ag, avec notamment les mécanismes de réarrangements des immunoglobulines, qui a pour
finalité la production du B-cell receptor (BCR) a la surface de la cellule. Ensuite, les
lymphocytes B naifs migrent au sein des follicules primaires pour initier la différenciation
dépendante de I'Ag. lls vont reconnaitre un Ag présenté par les cellules folliculaires
dendritiques. Une partie de ces lymphocytes B activés prolifére pour initier la réaction du centre
germinatif. Le centre germinatif est divisé en deux compartiments : la zone sombre et la zone
claire. Dans la zone sombre, les centroblastes sont soumis a des hypermutations somatiques
au niveau des régions variables des chaines lourdes et Iégéres de I'lg, ceci afin d'augmenter
leur affinité pour 'Ag. Une fois dans la zone claire, les centrocytes expriment un nouveau BCR
modifié par les mutations. lls rentrent en compétition pour la sélection clonale et seuls ceux
avec un BCR de forte affinité survivent. A ce stade les cellules vont subir une commutation de
classe pour produire un isotype différent afin d’acquérir de nouvelles fonctions effectrices. Les
centrocytes quittent ensuite le centre germinatif pour se différencier en imunoblastes ou en
lymphocytes B mémoire.

o Lymphopoiése T

Les lymphocytes T jouent un réle central dans la coordination de la réponse immunitaire. La
lymphopoiése T commence par la migration de cellules souches hématopoiétiques a partir de
la moelle osseuse vers le thymus. Dans le thymus, ces cellules souches subissent plusieurs
étapes de différenciation et de maturation pour devenir des lymphocytes T fonctionnels. Les
cellules souches qui atteignent le thymus sont d'abord appelées lymphocytes T « double-
négatifs » en raison de I'absence d'expression des marqueurs CD4 et CD8, qui sont des
protéines de surfaces spécifiques. Pendant cette phase, les cellules subissent une série de
réarrangements génétiques pour former un récepteur d'Ag unique, appelé TCR. Celles qui
réussissent & produire un TCR fonctionnel passent a la phase double-positif, au cours de
laquelle elles expriment a la fois les marqueurs CD4 et CD8. Les cellules T survivantes apres
les sélections positive et négative deviennent ensuite soit des cellules CD4+ soit des cellules
CD8+. Les cellules CD4+ sont appelées lymphocytes T helper. lis reconnaissent les molécules
du complexe majeur d'histocompatibilité de type Il (CMH 1} présentes sur les cellules



présentatrices d'Ag. Les cellules CD8+ sont appelées lymphocytes T cytotoxiques. lls
reconnaissent les molécules du CMH | présentes sur toutes les cellules de 'organisme. Les
cellules T matures quittent ensuite le thymus et entrent dans la circulation sanguine pour
atteindre les tissus lymphoides périphériques, tels que les ganglions lymphatiques, la rate et
les amygdales. L4, elles deviennent des acteurs clés de la réponse immunitaire adaptative,
aidant a reconnaitre et a combattre les agents pathogénes.

1.1.2. De I'acide désoxyribonucléique (ADN) a la protéine

L’ADN et l'acide ribonucléique (ARN) sont des molécules qui présentent des différences au
niveau de leur structure et de leur fonction dans la cellule. 1’ADN représente la matrice de
toutes les cellules d’'un organisme et comporte le cryptage des génes. Ces génes permettent
la synthése de protéines (figure 1). Ces derniéres sont essentielles a 'organisme, elles y jouent
un rdle structural (au niveau musculaire ou encore cutané) mais sont également impliquées
dans de trés nombreux processus tels que la réponse immunitaire (anticorps), le transport de
l'oxygéne dans F'organisme (hémoglobine), ou encore la digestion (enzymes digestives). Ainsi,
une cellule, selon sa fonction, n'aura besoin que de certaines protéines. C'est pourquoi seuls
quelques génes sont exprimés au sein d’'une cellule, en fonction de la différenciation et du réle
de cette demiére dans I'organisme. Dans le processus d'expression génique, encore appelé
transcription, les génes codés sur I'ADN sont recopiés et transcrits en molécules d’ARN. Ce
sont ces molécules d’ARN qui permettront la formation des protéines au cours de la traduction.

ARN Protéine |
Ribozymes Facteur de transcription
mMiARN Enzymes
ARNr Protéines de signalisation
ARNt Cytosquelette

Figure 1 : Schéma résumant les étapes de la synthése d'une protéine.

Source : Adaptation de « Du géne aux ARNs et aux protéines » fillustration], dans Contrile de la transcription,
sur le site htlps.//bcgdevelop.fifcontroie-de-fa-transcription/ consutté le 21/08/2023

Contrairement & FADN, qui est défini a la naissance et change peu au cours de la vie, 'lARN
est en constante évolution, reflétant 'état de santé général de la cellule, de |'organe et de
organisme auquel il appartient. |l s’agit ainsi d'un trés bon marqueur biologique pour apprécier
la physiologie d'une cellule cancéreuse, par exemple les voies de signalisation
préférentiellement utilisées.

[.1.3. Mutations

Une mutation est définie comme une modification permanente de la séquence de 'ADN. Les
altérations génétiques constitutionnelles, héritées d'un parent, également appelées mutations
germinales, sont présentes dans toutes les cellules d’'un organisme, et se différencient des
altérations génétiques acquises ou somatiques, qui surviennent a2 un moment donné de la vie
et ne sont présentes que dans certaines cellules (par exemple au sein d’'une tumeur, comme
un lymphome). Ces altérations peuvent étre causées par des facteurs environnementaux, ou



peuvent se produire si une erreur est commise lors de la réplication de 'ADN. L'impact d'une
mutation sur le fonctionnement d'une cellule differe selon 1a région touchée.

I.1.4. Voies de signalisation

La signalisation cellulaire est un systéme complexe de communication qui régit les processus
fondamentaux des cellules et coordonne leur activité. Ainsi, de nombreux récepteurs situés a
la surface de la cellule, vont interagir avec un ligand. Une fois activé par cette interaction
ligand-récepteur, le récepteur interagit avec d'autres protéines au sein de la cellule avant que
l'effet physiologique du ligand sur le comportement de la cellule ne se manifeste. Il arrive
fréquemment que le fonctionnement d'une chaine de plusieurs protéines cellulaires en
interaction soit modifié a la suite de I'activation du récepteur. L'ensemble des modifications
cellulaires induites par l'activation du récepteur est appelé voie ou mécanisme de transduction
du signal.

La figure 2 résume les grandes voies de signalisation connues (Notch, ERK/MAFP kinase,
Jak/Stat, PI13K, Hedgehog, mTOR et NF-«B).

Figure 2 : Schéma résumant les principales voies de signalisation connues.

Source : Adaptation de Toussirot Eric (2010). Réflexions rhumatologiques. Paris : JBH Santé, 47 pages.

I.1.5. Réarrangements de génes

Un réarrangement de géne est un élément dynamique parfois physiologique (par exemple le
réarrangement des génes des Ig pendant la différenciation indépendante de I'Ag), au cours
duguel un génome voit son organisation générale modifiée. Ces réarrangements peuvent se
voir & I'échelle génique (inversion, délétion, duplication de séquences, fusion de génes) ou a
Péchelle chromosomique (duplication et perte de chromosome, fusion de deux chromosomes,
translocations entre deux chromosomes).



I.2. Généralités sur les lymphomes

Les lymphomes sont des tumeurs du systéme lymphoide qui résultent d’'une prolifération d'un
clone lymphocytaire. Un clone lymphocytaire correspond a un groupe de lymphocytes
présentant un méme patrimoine génétique, issus d'un lymphocyte originel, obtenu par mitoses
successives. Ce clone est caractérisé par le stade de différenciation du lymphocyte originel,
mais aussi par l'ensemble de ses altérations moléculaires acquises (mutations,
réarrangements...).

La classification de I'Organisation mondiale de la Santé (OMS) des tissus lymphoides et
hématopoiétiques de 2020 (2) est basée sur de multiples paramétres, incluant la présentation
clinique, limagerie, l'aspect morphologique, l'immunophénotypage et fa génétique. Le
diagnostic est ainsi rendu complexe par le nombre d’entités décrites (> 90) et la diversité des
analyses disponibles (2,3). Schématiquement, les lymphomes sont classés selon le stade de
différenciation du lymphocyte a lorigine du clone lymphocytaire. Par exemple, comme le
montre la figure 3, les leucémies lymphoides chroniques (LLC) sont issues d’'un lymphocyte B
naif tout juste sorti de la moelle osseuse et n'ayant pas encore été activé au sein du centre
germinatif d'un follicule ganglionnaire, alors que les lymphomes de la zone marginale (LZM)
sont issus d'un lymphocyte B mémoire activé.
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Figure 3 : Schéma expliquant |a corrélation entre la différenciation du lymphocyte originel et le
lymphome correspondant.

Source : Adaptation de Garban Frédéric (2001). Guide pratique des hémopathies malignes. Paris : Mmi, 255 p.

1.2.1. Epidémiologie

En 2018, le nombre de nouveaux cas d’hémopathies malignes en France métropolitaine est
estimé a 45 000 (25 000 chez 'lhomme et 20 000 chez la femme), représentant prés de 12 %
de l'ensemble des nouveaux cas de cancer (5). Environ deux tiers des cas sont des
hémopathies lymphoides.

Selon la classification de 'OMS, les hémopathies lymphoides regroupent les hémopathies
lymphoides a cellules B matures, les hémopathies a cellules T matures et NK, le lymphome
de Hodgkin {LH), les maladies lymphoprolifératives post transplantation d'organe et les
tumeurs a cellules histiocytaires et dendritiques. Les hémopathies lymphoides a cellules B
matures représentent a elles seules plus de 90 % des hémopathies lymphoides, et regroupent
34 entités différentes : les plus fréquentes sont le lymphome B diffus a grandes cellules
(LBDGC) et le lymphome folliculaire (LF) (figure 4).




Les hémopathies lymphoides a cellules T matures sont moins fréquentes et regroupent le
fymphome T périphérique (LTP), le lymphome T de type Follicular Helper (L TFH) dont le
lymphome T angio-immunoblastique (LTAIl), le lymphome anaplasique & grandes cellules
(LAGC) ALK+, le LAGC ALK-, la lymphoprolifération a cellules NK (LTNK) et le lymphomes T
associé aux entéropathies (figure 4).
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Figure 4 : Répartition des sous-types d’hémopathies lymphoides a cellules B (A) et T (B) matures.
MALT = tissu lymphoide associé aux muqueuses.

Source : Adaptation do WHO Classification of Tumours Ediforial Board. Haematolymphoid tumours. Lyon
(France): Intemational Agency for Research on Cancer ; (WHO classification of tumours series, 5th ed.; vol. 11).

1.2.2. Clinique

Les lymphomes se manifestent typiquement par des adénopathies (ADP) douloureuses
associées 3 une altération de I'état général (AEG) avec notamment la présence de « signes
B » : fidvre, perte de poids et sueurs nocturnes (6).

1.2.3. Diagnostic

1.2.3.1. Analyse anatomopathologique

L'analyse anatomopathologique d'une cible accessible a une biopsie (par exemple une ADP)
est Pexamen de référence. Une approche multiparamétrique a été adoptée dans la
classification OMS 2020 : la morphologie (par une coloration standard & 'hémalun éosine
safran - HES), limmunophénotypage par technique immunchistochimique (IHC) et les
caractéristiques génétiques sont autant d’aspects qui doivent étre pris en compte pour un
diagnostic précis.

De maniére simplifiée, anatomopathologiste, devant un cas suspect de lymphome, évalue
I'architecture de la prolifération tumorale, la taille et I'aspect des cellules tumorales, le fond ou
stroma tumoral accompagnant les cellules tumorales puis analyse I'étude immuno-
phénotypique de ces cellules.

¢ Analyse de I'architecture

On distingue deux grands types d'architecture qui peuvent &tre mélés et sont représentés par
la figure 5 : larchitecture nodulaire (souligné par les follicules du LF, ou encore par les centres



de proliférations décrits dans les LLC), et I'architecture diffuse (crientant vers un LBDGC, une
LLC, un LZM ou un lymphome du manteau (LM} entre autres).
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Figure 5 : Exemples d'une architecture nodulaire (A) et d'une architecture diffuse (B).
Source : images fournies par ke laboratoire d'anatomie pathologique du Pr Labrousse.

e Analyse de la taille des cellules

L’analyse de la taille des cellules est fondamentale dans 'orientation du diagnostic (figure
8). Des petites cellules orientent vers les lymphomes B a petites cellules {LF, LM, LLC,
LZM, lymphome lymphoplasmocytaire (LLP)). Des grandes cellules orientent vers une
pathologie de haut grade : le LBDGC (la plus fréquente), le lymphome médiastinal primitif
& grandes cellules B (PMBL), le lymphome de Burkitt ou encore le LAGC.



Figure 6 : Exemples de petites cellules (A) et de grandes cellules (B).

Source : images fournies par le laboratoire d'anatomie pathologique du Pr Labrousse.

» Aspect morphologique des cellules, des noyaux et du fond

Ensuite, l'interprétation anatomopathologique se concentre sur l'aspect morphologique des
cellules : des cellules monocytoides sont décrites dans les LZM, des lympho-plasmocytes sont
observés dans les LLP, des cellules avec un cytoplasme abondant présentant des projections
« chevelues » sont classiques dans les hairy cell leukemia (HCL).

L'analyse des noyaux tumoraux permet d'orienter le diagnostic vers un LF (noyau anguleux),
un LM (noyau clivé ou incisuré), un LH (volumineuses cellules tumorales nucléclées en faveur
de cellules de Hodgkin).

Le fond est parfois fibreux (en faveur d'un LH scléro-nodulaire, d’'un PMBL), ou présente un
aspect de ciel étoilé (présence de macrophages a corps tingibles, orientant vers un lymphome
de Burkiit). La présence d'un fond granulomateux avec des polynucléaires eosinophiles
oriente vers un LH classique ou vers un LTAI, comme on peut le voir dans la figure 7. Une
population d'accompagnement riche en histiocytes appuiera le diagnostic de LBDGC riche en
lymphocyte T/histiocytes.
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Figure 7 : Exemple d'un LH classique scléro-nodulaire.
Notez la présence de polynucléaires éosinophiles dans le fond.

Source : image fournie par le laboratoire d’anatomie pathologique du Pr Labrousse.

e Analyse IHC

Ce temps d’'analyse permet de préciser Iimmunophénotype des cellules tumorales, et de
poser le diagnostic le plus précis possible. Une analyse comparative entre la lame colorée a
I'HES et les différentes techniques IHC est primordiale {(figure 8) : l'interprétation du marquage
doit tenir compte de la localisation des cellules au sein du ganglion.

Figure 8 : Exemple d'interprétation de plusieurs {HC dans le cadre d'un LF
(BCL2 +, CD10 +, réseau hyperplasique de cellules folliculaires dendritiques (FDC) qui sont CD21+).

Source : images fournies par le laboratoire d'anatomie pathologique du Pr Labrousse.
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1.2.3.2. Analyse biologique

Récemment, I'essor de la biologie moléculaire avec le NGS a permis une actualisation de la
classification des lymphomes, un ajustement de leur pronostic et une ouverture a la médecine
personnalisée. La classification OMS 2020 précise que certaines altérations génétiques sont
caractéristiques, mais non spécifiques, d'un lymphome.

1.2.3.2.1. Altérations génétiques

Le tableau 1 résume les altérations génétiques (mutations, voies de signalisation et
réarrangements) détectées dans les principaux lymphomes. Une description des
biomarqueurs pronostiques et théranostiques est disponible en annexes 1 et 2.

.2.3.2.2. Cellule d’origine (COOQ)

De récentes études se sont attachées a analyser TARN présent au sein des cellules tumorales
des lymphomes. L'analyse de 'ARN permet d’étudier le profil d’expression de certains génes,
et den déduire les voies de signalisation préférentiellement utilisées ou encore les
mécanismes épigénétiques actionnés.

La premiére application pratique de ce profil d’expression a été |la description de deux sous-
types moléculaires de LBDGC : environ 80 % des LBDGC présentent une COO ayant les
mémes caractéristiques moléculaires que les cellules du centre germinatif. Ces cas ont été
appelés LBDGC de type centro-germinatif (LBDGC GC). Les autres LBDGC présentent une
COO avec les caractéristiques moléculaires de cellules ayant déja été activées par un passage
préalable par le centre germinatif. Ces cas ont été appelés LBDGC de type B activé (LBDGC
ABC), que I'on peut aussi nommer LBDGC non GC (7). Un peu plus tard, un troisiéme sous-
type de COO de LBDGC a été décrit (comme ayant pour origine une dérégulation des cellules
thymiques), correspondant aux PMBL (8).

Cette classification explique une partie de I'hétérogénéité des résultats cliniques des LBDGC
aprés une chimiothérapie R-CHOP (Rituximab, Cyclophosphamide, Doxorubicine, Vincristine
et Prednisone) (9). L’étude de la COO par le profilage génomique a été extrapolée a I'HC.
Ainsi, la COO est déterminée par les anatomopathologistes a ['aide de I'algorithme de Hans,
basé sur I'étude IHC des protéines CD10, BCL6 et MUM1/IRF4 (figure 9).
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Figure 9 : Algorithme de Hans permettant une classification du phénotype GC ou non GC d'un LBDGC
en se basant sur |'analyse IHC du CD10, BCL6& et MUM1.

Source : Adaptation de Hans CP, et al. Confirmation of the molecular classification of diffuse large B-celf
lymphoma by immunohistochemistry using a tissue microarray , Blood , 2004, vol. 103 1 (pg. 275 -282)



Tableau 1 : Résumé des principales altérations genétiques détectées dans les lymphomes les plus

fréquents.
Lymphome Voies de Réarrangement
signalisation
LTAI IDH2 R172K/T, RHOA, TET2, DNMT3A (1%
L TFH SYK-ITK {11}
folliculaires
LTP Deux sous-types moléculaires Caryotypes (12)
GATA3 et TBX21 [FOMPIEXES (13
PMBL XPO1 E571K, STATS, TNFAIP3, SOCS1, | JAK2 {14)
ClITA, GNA13 B2M, CD58 ITPKB, (2)
MFHAST, KMT2D {15}
LLP MYDas L265P (16}
CXCR4
LBDGC non | MYD88 KMT2D, PIM1, CD79B, PRDM1, | NF-kB, {17)
GC TP53, TNFAIP3, IRF4, CARD11
LBDGC GC KMTD2 CREBBP, BCL2 MEF2B, B2M | Epigénélique
EZH2, TP53, SOCS1, ITPKB, STATS,
FOXO1, GNA13, NOTCH2
L. de haut MYC, BCL2 BCL6 (18)
grade
L. de Burkitt MYC, ID3, DDX3X, | (19
CDKNZA
LF STAT6 (LF inguinal diffus) mTOR, BCL2 (85 %) (20)
Score FLIPI (EP300, EZH2, CARD11, | NF-kB, BCL6E (10 %) g;;
CREBBP, MEF2B, FOX01, ARID1A) JAKISTAT 23)
LZM TNFAIP3 (LZM de type MALT) NOTCH MALTY, BIRC3, IGH | (25}
LAGC ALK- DUSP22-IRF4 {26)
(27)
TF63 (28)
LAGC ALK+ ALK (29
LLC IGHV
LM ATM., TP53 CCND1, KMT2D, NSDZ BCL1, CCND2 | (30)
SMARCA4, UBRS BIRC3 NOTCH1, CCND3 (2)
S1PR1, CARDT1
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Par extension, on peut généralement différencier les LF des autres lymphomes B & petites
cellules, la cellule d'origine des LF étant classiquement centro-germinative (31). Ainsi, les LF
sont caractérisés par un profil GC (BCL6, MYBL1, CD10 et LMOZ2) associé a une expression
augmentée de cellules T {CD28, /COS). Les autres lymphomes B a petites cellules (LLC, LZM,
LM, LLP) sont caractérisés par de nombreux marqueurs de lymphocytes B activés (LIMD1,
TACI SH3BP5 CCDC50, IRF4 et FOXP1), cohérents avec l'origine tardive GC ou mémoire
des lymphocytes B (31).

La cellule d'origine des lymphomes T permet de distinguer les lymphomes T cytotoxiques
(englobant les LAGC ALK+ et ALK-) des lymphomes T helper (comprenant les lymphomes
TFH) (32).

1.2.3.2.3. Profil d’expression

Au regard du nombre croissant de marqueurs étudiés et de la complexité a interpreter ces
données, plusieurs études ont évalué l'intérét d’'un séquengage haut débit associé a I'utilisation
d’algorithme informatique dans la prise en charge des lymphomes (33,34). Ces études ne se
limitent plus a la description de la COO, mais plus largement a un classement en un lymphome
spécifique.

Le LYSA, a appuyé la mise en place du test Lymphosign. Ce test est directement issu du
transfert de la recherche vers lindustrialisation et a déja fait 'objet de publications (31,35).
Développé par la société Genexpath, il utilise une méthode de Reverse Transcriptase -
Polymerase Chain reaction (RT-PCR) dépendante de ligation. Cette technique semi-
quantitative permet d'évaluer simultanément le transcriptome (c'est-a-dire le profil
d’expression génétique) de 137 génes (figure 10).
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Figure 10 : Récapitulatif de I'ensemble des génes analysés par le test Lymphosign.
Source : Protocole Genexpath Lymphosign. Version 1 — Juillet 2021, Rouen, 23 pages.



Il 'y ajoute la détection de 5 mutations : /D2 R172K et IDH2 R172T pour le diagnostic des
LTAI (10), MYD88 L265P que I'on détecte surtout dans les LLP mais aussi dans d’autres
entités dont les LBDGC non GC {17), la mutation RHOA G17V présente dans les LTP (36), et
la mutation XPO1 E571K décrite dans les PMBL (14). L’ensemble des résultats est analysé
par un algorithme diagnostique permettant une classification en 12 LNH : LBDGC non GC,
LBDGC GC, PMBL, LF, LM, LLC, LZM, LTAI, LTP, LAGC ALK-, LAGC ALK+ ou LTNK.

1.2.3.3. Cas particuliers des LH

Les lymphomes de Hodgkin sont caractérisés par des cellules tumorales de Hodgkin ou de
Reed-Stemberg, souvent peu nombreuses, dispersées dans un microenvironnement
inflammatoire abondant. Cette particularité explique la distinction initiale de ces lymphomes
avec les autres lymphomes appelés non-Hodgkiniens. Les études moléculaires des LH sont
délicates, étant donné la dilution de Finformation (TADN et 'ARN présents dans le noyau des
cellules tumorales) au sein du microenvironnement. Le test Lymphosign ne permet pas
d’analyser ce type de lymphome.

.2.4. Pronostic

L'impact du diagnostic sur le pronostic est trés variable selon les différentes formes
histologiques. Ainsi selon les données de Santé Publique France, la survie nette standardisée
(SNS) a 5 ans des personnes diagnostiquées entre 2010 et 2015 varie de 89 % pourles LLC
443 % pour les LTNK (37).

.2.5. Traitement

Le choix du traitement dépend principalement du type de lymphome, du stade, de la taille des
ganglions, de certains paramétres biologiques, de I'état de santé général du patient, de son
age et de son pronostic. Une abstention thérapeutique et une surveillance peuvent étre
réalisées pour les lymphomes indolents. Les LNH agressifs sont traités par chimiothérapie
CHOP plus ou moins associée a un anti-CD20 comme le Rituximab (R-CHOP), de la
Bendamustine ou encore du Lénalidomide. Les LH sont eux traités par chimiothérapie ABVD
(Doxorubicine, Bléomycine, Vinblastine et Dacarbazine) ou BEACOPP (Bléomycine,
Etoposide, Doxorubicine, Cyclophosphamide, Vincristine, Procarbazine et Prednisone) en
association avec de la radiothérapie (6).



I.3. Problématique clinique

Des études réalisées de maniére rétrospective ont mis en évidence un taux de discordance
de diagnostic des hémopathies lymphoides entre pathologistes experts et non experts de
13 % a 18 % (38,39). Etant donné limpact du diagnostic sur la prise en charge, l'INCa a mis
en place un réseau national de double lecture (réseau LYMPHOPATH) depuis 2010, dont fait
partie le laboratoire d’anatomie pathologique du CHU de Limoges. Ce réseau ne se limite pas
a la relecture des cas envoyés, mais parfois a lutilisation d'IlHC ou de techniques
complémentaires {(étude de clonalité, NGS).

Laurent C. et son équipe ont étudié l'impact de la mise en place de ce réseau de 2010 a 2018,
et ont montré qu’il a permis de modifier le diagnostic chez prés de 20 % des patients avec une
incidence potentielle sur le type de soins délivriés de 17 % selon les recommandations
médicales (40).

Cette étude souligne l'intérét du réseau LYMPHOPATH, composé de pathologistes formés a
I'hématopathologie, exergants au sein de centres experts disposant de techniques
complémentaires spécifiques (IHC, biologie moléculaire).

1.4, Etats des lieux au laboratoire d’anatomie pathologique et motivations du projet

En prenant la moyenne des années 2020 et 2021, le laboratoire d’anatomie pathologique du
CHU de Limoges établit 216 nouveaux diagnostics de LNH par an ; 88 sont des cas internes
au CHU et 128 proviennent d'établissements extérieurs (relecture et enregistrement dans le
cadre du réseau LYMPHOPATH).

Une analyse morphologique sur coloration HES est systématiquement effectuée, et la
prescription d'examen complémentaire est réalisée au cas par cas par 'lhématopathologiste.
De nombreuses techniques immunohistochimiques sont disponibles, et la prescription d'un
panel d'|HC variera en fonction des situations rencontrées. La premiére étape de la réflexion
diagnostique est d'évaluer la taille des cellules. Devant des plages de cellules de grande taille,
on s’oriente vers un LBDGC, et le panel suivant est prescrit : CD20, CD79A, CD3, CD5, BCLZ,
CD10, BCL8, MUM1, MYC, CD30, Ki67. En cas de prolifération a petites cellules, on se dirige
vers les hémopathies lymphoide B a petites cellules (par argument de fréquence), avec ce
panel : CD20, CD79A, CD3, CD5, BCL2, CD10, BCL8, CD23, CD21, Cycline D1, Ki67. Enfin
en cas de suspicion de lymphome T, on utilise le panel suivant : CD20, CD79A, CD3, CD2,
CD4, CD5, CD7, CD8, CD30, BCL6, CD10, CXCL13, ICOS, PD1, Ki67, EBER. Ainsi dans la
trés grande majorité des cas, un panel d'au minimum 11 IHC est réalise.

Les techniques analysant les caractéristiques génétiques actuellement disponibles au CHU
comprennent la FISH, I'étude du réarrangement des génes du TCR et des Ig.

La plupart des patients ne bénéficient donc pas directement des récentes avancées
diagnostiques, pronostiques et théranostiques de la médecine personnalisée, alors méme que
Futilisation de la biologie moléculaire est recommandée par les instances scientifiqgues (3).
Lorsque cela est nécessaire, les dossiers sont transférés a des centres disposant de ces
techniques de biclogie moléculaire.



L.5. Objectifs de Pétude

Devant limportance d'un diagnostic précis, laugmentation croissante des donnees
moléculaires et les recommandations des instances scientifiques, l'intérét de ce projet est la
mise en place d'une nouvelle analyse génétique au sein de la Plateforme de Génétique
Moléculaire des Cancers du CHU de Limoges. L'analyse du transcriptome par le test
Lymphosign, appuyé par le LYSA, présente un angle d'étude idéal car il est I'élément de
convergence de I'ensemble des altérations génétiques, génomiques ou eépigénétiques
significatives d'un lymphome.

L’objectif principal de cette étude est de comparer les résultats du test Lymphosign avec les
diagnostics posés par I'examen anatomopathologique.

Nos objectifs secondaires sont I'étude de tous les marqueurs diagnostiques, pronostiques et
thérapeutiques apportés par le test Lymphosign. lis seront analysés en fonction des données
cliniques disponibles dans le service d’Hématologie.



Il. Matériel et méthode

I.1. Schéma d’étude

Une analyse, de type transversal, a été menée a partir des données recueillies sur 30
prélévements issus de la tumorothéque du CRBioLim, au sein du laboratoire d’Anatomie
pathologique du CHU de Limoges, de juin 2022 a avril 2023.

I.2. Population d’étude

Il a été retenu comme critére d'inclusion, le diagnostic de lymphome posé par un examen
anatomopathologique.

Deux critéres d'exclusion ont &té arrétés : le diagnostic de LH de type classique, ainsi que le
diagnostic de LH nodulaire a prédominance lymphocytaire.

11.3. Critére d’évaluation

La conclusion émise par le logiciel Artemis mis a disposition par la société Genexpath, a été
comparée avec le diagnostic réalisé en anatomopathologie.

I.4. Techniques utilisées

I.4.1. Technique anatomopathologique standardisée

Aprés réception et enregistrement au secrétariat, le prélévement est pris en charge en
macroscopie avec relevé du poids, de la taille et de l'aspect. Il est ensuite fixé au formol,
déshydraté dans les automates EMTP de Leica puis inclus en paraffine.

Une coupe de 4 ym d'épaisseur est réalisée a 'aide d’'un microtome HistoCore Multicut de
Leica. Une coloration HES et le montage d'une lamelle sont ensuite effectués par 'automate
Tissue-Tek Film de Sakura. L'automate BenchMark Ultra de Roche est utilisé pour les
techniques IHC.

Le pathologiste effectue son analyse, le diagnostic est rendu et le matériel archive.

Pour les cas sélectionnés, les blocs et lames sont désarchivés. Le bloc d'intérét qui sera utilisé
pour la technique Lymphosign est identifié a I'aide des lames colorées a 'HES.

I1.4.2. Test Lymphosign

11.4.2.1. Mécanisme

Le test Lymphosign est une technique de biologie moléculaire permettant d'analyser
I'expression de plusieurs génes simultanément, en particulier en analysant 'ARN (figure 11).

La premiére étape du test consiste a effectuer une transcription inverse de 'ARN en ADN
complémentaire (ADNc) & l'aide d'une enzyme appelée transcriptase inverse. Les sondes
spécifiquement congues sont mélangées avec I'ADNc et se lient aux sequences
complémentaires présentes. Ensuite, une enzyme appelée ligase est utilisée pour lier les
sondes a I'ADNc. Les fragments d'’ADNc liés aux sondes sont amplifiés a I'aide d’une réaction
PCR. Cela permet d'obtenir des quantités plus importantes de 'ADNc spécifique. Les produits
de PCR obtenus sont analysés pour déterminer la quantité d'ADNc amplifiée.
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Figure 11 : Schéma expliquant le mécanisme du test Lymphosign.
Source ; Protocole Genexpath Lymphosign. Version 1 — Juiliet 2021, Rouen, 23 pages.

Le couple d’amorce étant unique pour toutes les sondes, la quantité finale de chaque produit
PCR sera représentative de |a quantité initiale dARNm du géne considéré. L'intensité du
signal permet une quantification de la séquence cible. La quantification est relative, puisqu’elle
est réalisée par rapport a celle d’un témoin.

I1.4.2.2. Réalisation technique

L'ensemble de la procédure technique (sélection des cas, estimation du nombre, de
I'épaisseur et coupe des copeaux au microtome, extraction de I'ARN, réalisation du test
Lymphosign) a été effectuée par un inteme en médecine, sous la supervision de I'équipe
technique de la PGMC du CHU de Limoges.

Une extraction sur copeaux a systématiquement été réalisée. La surface du prélévement
tumorale est estimée afin d’évaluer le nombre et I'épaisseur des copeaux, selon les régles
appliquées au sein du laboratoire (tableau 2).

Pour I'extraction, le kit Promega Maxwell 16 LEV RNA FFPE et I'extracteur Maxwell 16 IVD
sont utilisés conformément aux directives du fournisseur. La concentration en ARN est
quantifiée a F'aide du kit QuantiFluor RNA system et d'un Quantus Fluorometer. La plage de
concentration d'ARN a analyser doit se situer entre 50 et 500 ng, dans un volume de 2 pL. Si
les concentrations sont trop élevées, les ARN peuvent étre dilués dans de I'eau nuclease free.




Tableau 2 : Nombre et épaisseur des copeaux selon la surface tumorale.

ORL = Otorhinolaryngologie ; SNC = Systéme nerveux central

Nombre de copeaux/  Taille coupes/  Type de prélévement

lames blanches | copeaux dans notre étude
2cm x2 cm (400 mm?) 1 5 pm Piéce opératoire
1,5¢cm x 1,5 cm (225 mm?) 2 i 5 p;_ Biopsie exérése
chirurgicale
1 ¢m x 1 ¢m (100 mm?) 3 10 um Biopsie (ORL, SNC)
0,5 cm x 0.5 cm (25 mm?) 5_ _ 10 pm Biopsie filiforme

La premiére étape est la transcription inverse. Un tampon de transcription inverse, du
dithiothréitol (DTT), du désoxyribonucléotide triphosphate quelconque (ANTP) et un hexamere
sont mélangés avec 2 UL d’ARN et le programme 1a du thermocycleur est lancé. Ensuite,
l'enzyme M-MLV RT est ajoutée et le programme 1b est lancé.

La deuxiéme étape correspond a I'hybridation des sondes, effectuée en utilisant un mélange
de Salsa MLPA Buffer et de sondes développées par Genexpath, avec le programme 2 du
thermocycleur.

La troisiéme étape est la ligation. Un mélange comprenant de I'eau nuclease free, de la Salsa
Ligase Buffer A, de la Salsa Ligase Buffer B et de la Salsa Ligase 65 est placé dans le
thermocycleur et le programme 3 est lancé.

Enfin, I'étape d'amplification et d'incorporation des barcodes et adaptateurs est réalisée avec
un mélange comprenant de l'eau nuclease free, un Q5 Master MiX et des barcodes uniques
développés par Genexpath (un pour chaque échantillon testé). Cette étape est également
réalisée a l'aide du thermocycleur.

La librairie de séquencage obtenue est dosée avec le kit Qubit dsDNA HS Assay en utilisant
le Qubit 4.0. Les amorces sont diluées dans du Tampon HT1 et déposées dans le puit 18 de
la cartouche. Le séquencgage est réalisé sur un séquenceur lllumina MiSeq en suivant les
directives du guide lllumina du systéme MiSeq, avec une feuille dinjection pour génerer les
FASTAQ, prévoyant 120 cycles en read 1.

Un read est défini comme une succession de bases lues par le séquenceur dans chague puit,
selon la technologie utilisée. Le séquenceur génére autant de reads quil y a de puits
fonctionnels. Un nombre de reads minimum peut étre exigé pour éliminer le bruit de fond
inhérent a la technique.

Un run correspond a un passage sur un séquenceur. Le séquengage nécessitant I'utilisation
de plusieurs échantillons a la fois, le terme de run est plus largement utiliseé pour decrire
lexécution d’'une méme technique de biologie moléculaire sur une série de plusieurs
échantillons (qui seront passés en méme temps sur un séquenceur).

La puce llumina MiSeq utilisée comme réactif de séquengage permet d'analyser 1 million de
read par puce. Selon les préconisations du foumisseur, le test Lymphosign nécessite de
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pouvoir analyser 10° séquences par échantillons. Il est donc possible de passer 10
échantillons par puce. Il a été choisi de réaliser 3 runs comportant chacun 10 échantillons, afin
de pouvoir tester les 30 patients. Un des runs n’ayant pas été interprétable (voir discussion),
4 runs ont finalement été nécessaires.

I.4.2.3. Critéres de qualité

1.4.2.3.1. Témoins internes

La composition de chacun des runs a été étudiée afin de placer des témoins positifs dans
chacun des runs, pour une assurance qualité. |l s'agissait de cas de diagnostic
anatomopathologique non équivoque. Le premier run a été réalisé avec plusieurs cas
considérés comme classiques. Un LAGC ALK+ faisait partie du deuxiéme et du demier run.
Pour le troisiéme run un LTAI a été intégré.

1.4.2.3.2. Nombre de read

Le nombre de reads lus au cours d'une technique de biologie moléculaire est un marqueur de
qualite.

I1.4.2.3.3. Score de qualité et nombre d’'Unique Molecular Identifier (UMI)

Le score de qualité est un indicateur important de réussite de I'analyse. Il correspond au
nombre total de sondes liées lors de I'étape de ligation, soit le nombre de molécules d’ADNc
détectées. Le seuil de 5000 ligations (UMI) correspond a la limite inférieure retenue pour
constituer la base d'apprentissage de l'algorithme de classification.

En dessous de ce seuil, une alerte dans la conclusion « Attention : score bas » est ajoutee
automatiquement. Les performances de l'algorithme baissent rapidement, et il convient d’étre
particuliérement vigilant concernant la détection de marqueurs quantitatifs soulignés dans la
catégorie complémentaire « Caractéristiques complémentaires ». En effet, la présence de
seulement quelques séquences peut entrainer des faux positifs.

11.4.2.4. Rendu des résultats

Les fichiers FASTQ générés sont téléchargés sur le logiciel Artemis mis a disposition par
Genexpath.

Pour chaque analyse 2 tableurs Excel sont téléchargeables :

- un fichier csv sous le format date-référence inteme-n° barcode-nom échantilion. Le
tableau contient 5 colonnes : la liste des sondes détectées au cours de l'analyse, le
comptage brut des reads et des UMI et le comptage des reads et des UMI aprés
correction de l'index hopping ;

- un fichier csv sous format full_gene_set_counts. Le tableau regroupe tous les
échantillons d'une méme analyse avec les informations suivantes : le barcode utilisé,
le nombre de reads total, l'informativité (pourcentage de séquences correspondant a
celles recherchées), le facteur d’'amplification, le score de qualité (nombre d’'UMI
détectés) ainsi que le niveau d'expression relative de chacun des marqueurs (données
brutes de comptage divisées par la médiane des comptages d’'une liste figée de
marqueurs).



Pour un rendu simpilifié, 2 fichiers PDF sont disponibles :

- le premier (figure 12) représente sous la forme de graphiques la probabilité de
classement pour différentes caractéristiques : l'origine B ou T (B/T Origin), le grade
(LNH Grade), la COO, et le classement principal (LNH Classification) ;

- le second (figure 13) liste les 30 marqueurs qui ont été les plus discriminants pour
trancher entre le classement principal et le classement différentiel {ces 30 marqueurs
ont été appelés « marqueurs significatifs »).

| Signature d'expression
Predictions must be correlated with histopathological analysis.
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Figure 12 : Exemple de rendu de résultat Lymphosign : probabilité de cellules B/T, COO, grade,
classement principal et classement différentiel.

Source : Capture d’écran réalisée sur la plateforme Artemis. hitps://connect.genexpath.comv

En cas de prolifération a cellules B, la probabilité de classement de la cellule d'origine
concemne les phénotypes non GC, GC ou PMBL, et la probabilité de classement principal en
LBDGC non GC, LBDGC GC, PMBL, LF, LM, LZM, et LLC.

Si la prolifération intéresse des cellules T, la probabilité de classement de la COO sera donnée
en cellules Tth ou Th1 cytotoxique, la probabilité de classement principal en LTAI, LTP, LAGC
ALK-, LAGC ALK+ ou LTNK.

Concernant le résultat, l'algorithme retient les deux probabilités de classement les plus
élevées. La probabilité de classement la plus élevée sera le classement principal et la
deuxiéme probabilité de classement la plus élevée sera le classement différentiel. Dans le
rendu des résultats, un p value est associé a chaque marqueur. |l correspond a la différence
statistique entre les deux classements (principal et différentiel) pour un marqueur donné.
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Figure 13 : Exemple d'un rendu de résultat Lymphosign sur la plateforme Artemis : les 30 marqueurs
les plus discriminants (significatifs) entre le classement principal et le classement différentiel.

Source ; Capture d’écran réalisée sur la plateforme Artemis, mise a disposition par la société Genexpath.
https.//connect. genexpath.comy
II.5. Recueil des données

Les données suivantes ont été recueillies en utilisant le compte rendu de la premiére
consultation d’hématologie.

¢ Données administratives

Sexe {H/F), date de naissance, 4ge le jour du prélevement, date de prélevement, date de
réception, date de validation du compte-rendu d’anatomopathologie, délai de validation (en j},
congélation disponible.

¢ Données clinigues

PS, signes généraux au diagnostic, symptémes au diagnostic, antécédents (ATCD), présence
ou non d'une hépatosplénomégalie (HSMG), stade clinique exact, présence d’'un éventuel
score clinique : International Prognostic index (\Pl), Follicular Lymphoma IPI (FLIPI), Mantle
cell lymphoma IP! (MIP1), Central Nervous System IPI (CNS IPI), IPl ajusté a I'age (IPlaa).

Site de prélévement exact et proposition thérapeutique.



e Données de l'imagerie

Conclusion de la Tomographie par Emission de Positons — Tomodensitométrie (TEP-TDM)
réalisée dans le bilan initial, si elle a eu lieu, et conclusion de la derniére TEP-TDM réalisée a
distance (évaluation de l1a réponse métabolique).

+ Données anatomopathologiques

Type de prélévement (biopsies a laiguille/biopsie chirurgicale/autre), nombre, taille.

Présence d'artefacts d'écrasement, matériel exigu. Architecture : nodulaire, diffus, nodulaire
et diffus, manchons périvasculaires, autre. Taille des cellules : petite, petite & moyenne,
moyenne, moyenne a grande ou grande. Présence de grandes cellules eéparses. Aspect des
noyaux : régulier, irrégulier, incisuré/clivé/encoché, réniformefanguleux, pycnotique,
granuleux, plasmocytoide, nucléolé. Présence de nombreuses mitoses, de remaniements
fibreux, de granulomes, de plasmocytes, de polynucléaires neutrophiles, de polynucléaires
éosinophiles, d’histiocytes, d’'un réseau vasculaire, de nécrose.

Nombre de lames d'IHC, et interprétation. Le détail des techniques utilisées est disponible en
annexe 3.

¢ Données du test Lymphosign

Etapes pré analytiques : nombre et épaisseur des copeaux, concentration ARN initialement
extrait et concentration finale utilisée.

Les deux classements les plus probables proposés par la plateforme Artémis ont été relevés,
en indiquant le classement principal (classement le plus probable) et le classement différentiel
(2°™ classement le plus probable). Parmi les 30 marqueurs significatifs disponibles sur la
version PDF, a été relevé le nombre de marqueurs significatifs en faveur du classement
principal, le nombre de marqueurs en faveur du classement différentiel et le nombre de
marqueurs avec une expression proche de 0 (« nombre de marqueurs a 0 »). Pour chaque
résultat, une p value est précisée, renseignant sur le degré de la différence statistiquement
significative.

11.6. Analyse statistique

L’analyse descriptive des variables qualitatives présente la fréquence de chaque modalité.
Celle des variables quantitatives présente leffectif, le nombre de données manquantes, la
moyenne et 'écart-type. Les variables qualitatives sont comparées, selon leur distribution, a
I'aide d’un test du Chi-2 ou de Fisher. Les variables gquantitatives sont comparées a l'aide d’un
test non paramétrique adéquat. Pour chaque test bilatéral réalisé, une valeur de p<0,05 sera
considérée comme statistiquement significative. Des analyses selon le type de traitement
délivré ont été réalisées sur ce méme principe.

La gestion et l'analyse des données ont été réalisées avec le logiciel SAS ® (SAS Institute,
version 9.4, North Carolina, USA).



lil. Résultats

lIl.1. Caractéristiques de la population

Sur les quatre manipulations (ou runs) réalisées, une seule a eu des résultats entierement
ininterprétables. La concentration des ARN extraits et des ADN amplifiés était semblable aux
concentrations des autres manipulations.

Un cas a été classé en échec par le test Lymphosign. Il a été exclu des résultats et tests
statistiques.

i.1.1. Données cliniques

Sur les 29 cas, 15 sujets (51,7 %) étaient des hommes et 14 sujets (48,3 %) étaient des
femmes. L’age médian le jour du prélévement était de 89 ans (tableau 3).

Cliniquement (tableau 4), 12 patients (42,9 %) avaient un Performans Status (PS)aOou 1, et
4 patients (14,3 %) avaient un PS a 2. Dix patients (34,5 %) présentaient des signes généraux
au moment du diagnostic, dans 2 cas (6,9 %) ils étaient les seuls symptdmes signalés. Au
moment du diagnostic, il existait un syndrome tumoral chez 15 patients (51,7 %) et des lésions
cutanées chez 4 patients (13,8 %). Il s’agissait d'une découverte fortuite dans 5 cas (2 cas lors
d'une imagerie, et 2 cas sur une anomalie lors d'un bilan biologique de routine). A noter que 8
patients (28,6 %) présentaient une HSMG au diagnostic.

Six patients (20,7 %) avaient un contexte de pathologie chronique (1 cas de polyarthrite
rhumatoide, 1 cas d’hépatite B, 3 cas de diabéte de type 2 dont I'un en insuffisance rénale
chronigue et un autre ayant subi une transplantation rénale, et enfin 1 cas d’hypothyroidie).
Huit patients (27,6 %) ne présentaient pas d’ATCD notables, ou des ATCD non pris en compte
(principalement des ATCD cardiovasculaires).

Le site de prélévement (tableau 4) intéressait une ADP dans 18 cas (62,1 %), un tissu localisé
au niveau de la sphére ORL dans 3 cas (10,3 %) et un tissu non lymphoide (thyroide, SNC,
mésentére, rein et tissus mous) dans 8 cas (27,6 %)..

Concernant les propositions de traitement {tableau 5), 4 patients (14,3 %) ont &té surveillés, 1
patient (3,6 %) a bénéficié d'une exérése (localisation du lymphome au contact d’un lipome
atypique). Deux patients (7,1 %) ont regu une chimiothérapie et 3 (10,7 %) une
immunothérapie (lbrutinib). Enfin, 18 patients (64,3 %) ont bénéficié d’'une immunothérapie
associée a une chimiothérapie : 6 R-CHOP, 2 R-mini CHOP, 2 R-COP Aracytine, 1 R-MPV
(Méthotrexate, Procarbazine, Vincristine) Aracytine, 1 EPI R-CHOP, 1 Rituximab Velcade
Revlimid Dexaméthasone, 1 Rituximab Chioraminophéne, 1 BV-CHP, 1 cas avec une pré-
phase COP sans Oncovin et 2 cures de R- COPADM.

Concernant I'évolution clinique (tableau 5), au moment du recueil des données, 11 patients
(39,3 %) étaient en rémission, 6 patients présentaient une régression de la maladie (21,4 %},
et celle-ci était stable chez 7 patients (25 %). Il existait une progression pour 2 patients
(7.1 %). Les données n'étaient pas disponibles pour 2 patients (7,1 %).

L'évaluation de la réponse sur 'imagerie a 'aide d'un TEP-TDM (tableau 5) était disponible
dans 9 cas (31 %). |l existait une réponse partielle pour 5 cas (17,2 %), une réponse compléte
dans 14 cas (48,3 %) et une progression pour 1 cas (3,4 %).

Biologiquement (tableau 6), un dosage de LDH a été réalisé dans quasiment tous les cas.



Ill.1.2. Données anatomopathologiques

Le nombre moyen de techniques IHC réalisées a été de 13 par cas (de 8 &4 21). Les anticorps
anti-CD20, CD3, CD5 et lindex de prolifération Ki67 ont été les anticorps le plus souvent
réalisés, effectués dans tous les cas. Sur les 29 patients, il s’agissait dans 26 cas (87 %) d'une
hémopathie B, et dans 4 cas (13 %) d’'une hémopathie T.

La répartition des sous-types de lymphome B est représentée par la figure 14 : parmi les
hémopathies B, 17 cas (65 %) correspondaient & un lymphome B a petites cellules et 9 cas
(35 %) a un lymphome B a grandes cellules. Parmi les lymphomes B a grandes cellules, 5 cas
(56 %) étaient un LBDGC GC ou un LF de grade 3B, 2 cas (22 %} étaient un LBDGC non GC,
1 cas (11 %) était un lymphome de Burkitt et 1 cas {11 %) était un lymphome B a grandes
cellules intravasculaire. Parmi les lymphomes B a petites cellules, 1 cas ne présentait pas de
diagnostic précis, 7 cas (44 %) étaient un LF de grade 1-2 ou 3A, 2 cas (13 %) étaient une
LLC, 4 cas (25 %) étaient un LZM, 2 cas (12 %) étaient un LM et 1 cas (6 %) était un LLP.
Parmi les lymphomes T, 1 cas (25 %) correspondait & un LTAI, 2 cas (50 %) a un LAGC et 1
cas (25 %) a une leucémie a grands lymphocytes T granuleux (LT GLG).

lll.2. Résultats du test Lymphosign

Sur les 29 cas analysés par l'algorithme (figure 15), 23 cas (79 %) ont été classés, et 6 cas
(20 %) ont présenté une conclusion imprécise (ces cas ont été appelés « inclassés »). Parmi
les 23 cas classés par l'algorithme, on recensait 8 cas (27 %) de LBDGC GC, 6 cas (20 %) de
LZM, 1 cas (3 %) de LLC, 1 cas (3 %) de LM, 5 cas (17 %) de LBDGC non GC et 2 cas (7 %)
de LAGC ALK+,

La figure 16 schématise le raisonnement qui nous a conduit & considérer 11 cas comme
discordants avec le diagnostic anatomo-pathologique au sein de ces 23 cas classés par
lalgorithme.

Parmi les 6 cas inclassés, 3 ont été considérés comme concordants avec les diagnostics
anatomopathologiques :

- un L. de Burkitt qui a été classé par le test en LBDGC GC EBV+ (le classement en L.
de Burkitt n'existe pas dans l'algorithme) ;

- un LTAI conclu par le test en LTAI / LTP-Tfh>Hodgkin (?), et dont le classement
principal du test était LTAI ;

- une LLC conclue en LLC / LZM, et dont le classement principal du test était LLC.

Les 3 demiers cas inclassés, considérés comme non concordants, ont été répondus « LBDGC
non GC / LM », « LTNK / LBDGC (if B) / LTP NOS / Hodgkin / TrichB 7 / Autre ? » et « LTNK
! Inclassé (si B) / LTP NOS / Hodgkin / TrichB 7 / Autre 7 /LM 7 ».

Les différences entre les cas concordants et discordants, ainsi qu'entre les cas avec une alerte
dans la conclusion et les autres cas ont été étudiées via un test statistique (tableaux 3 a 9).



collules

Figure 14 : Répartition des différents sous-types de lymphomes diagnostiques par
I'anatomopathologie dans notre étude.

Figure 15 : Résultats du classement par le test Lymphosign réalise dans notre étude.
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TEST LYMPHOSIGN

Diagnostic
anatomopathologigue

1LLC

3LZIM

4LBDGC GC
3LEDGC NON GC
2LT

1LM

1 Lymphome B & petites
cellules CDS-

Lymphome de Burkitt
LTAl
LLC

LM
LLP
LF

4LF

2LF

1LZM
1LBDGC GC

Figure 16 : Diagramme de flux représentant les résultats du test Lymphosign par rapport au diagnostic

29 cas

Classement par le test
Lymphaosign

15 cas classés concordants

1LLC

A szm A A
4LBDGC GC
3 LBDGC NON GG
2LT
1LM

1LZM A “Attention : scores bas”

14 cas discordants

6 cas inclassés par 'algorithme

3 cas considérés comme concordants

LBDGC EBV+ Le classement en L, de Rurkilt n'existe pas

LTAL/ LTP-Tfh > Hodgkin (?) Classement principal @ LTAL
LLC J LZM Classement principal : LLC.

3 cas considérés comme_discordants

LBDGC NONGC/LM?
LTNK/LEDGC (si B}/ LTP NOS/ Hodgkin / TrichB 7 / Autre ?
LTNK / inctassé (si By f LTP NOS / Hodgkin / TrichB ? f Autre 2 /LM ?

8 cas classés par l'algorithme et discordants

4LBDGC GC A A

2LZM
1 LBDGC NON GC
1 LBDGC NON GC

11 cas finalement considérés comme discordants

anatomopathologique.
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lil.2.1. Comparaison des cas concordants et discordants

Une architecture nodulaire (p < 0,007), 'absence de nucléole (p = 0,013), le classement en
lymphome B a petites cellules (p = 0,070), notamment le classement en LF (p = 0,036), étaient
plus fréquemment observés dans les cas discordants.

Il existait une légére différence non statistiquement significative sur le sexe (p = 0,077), le site
de prélévement (p = 0,097), le marquage IHC du CD10 (p = 0,080) et sur la médiane du Ki67
{p = 0,052).

Il n’existait pas de différence statistiquement significative au niveau des marqueurs de qualité,
que ce soit pour le score de qualité (p = 0,472), le nombre de read (p = 0,438) ou le nombre
de marqueurs a 0 (p = 0,855). De la méme fagon, la présence de nécrose n'entrainait pas de
différence dans notre étude.

1I1.2.2. Comparaison des cas avec une alerte « Attention : score bas » et les autres

Les caractéristiques statistiquement significatives des cas présentant une alerte dans la
conclusion étaient le score de qualité (p < 0,007), le nombre de read (p < 0,001) et le nombre
de marqueur a 0 (p = 0,020).

La probabilité de classement en lymphome de bas grade était associée & la présence d'une
alerte dans la conclusion (p = 0,041).

Il wexistait pas de différence statistiquement significative sur le numéro de run (p = 0,538} ni
sur la présence de nécrose (p = 0,927).



Tableau 3 : Caractéristiques démographiques des patients évalués dans notre étude.

Cas avac une slerte dans la

atlo
Totel Corrélatlon avec De Anapath conclusion
Variable N=19 :
b Oui Non g 1 Qu Non g 1
N=18 Ny  Prvalue N=b N=2y  Pvale
Sexe, n (%) 0,077 0,390
Homme 15 (51,7 71(389) 8(72,7) 21{33,3) 13 (56,5)
femme 14(483)  11{61,1) 3{27.3) 4(66,7)  10{43,5)
Bge, Médiane [Q1- Q3] 69(58-77] 68(S59-76] 74 [6D-78] 0,605 68[64-73] 69[58- 78| 0,936
Deélai de validation, Médione [Q1- Q3] 8[6-14] 8[6-16] 13([8-14] 0,310 13[8-23] 8[6-14] 0,433

I Test du Chi-2 de Pearson; Test des rangs de Wilcaxon

Tableau 4 : Caractéristiques cliniques (1/2) des patients évalués dans notre étude.

Dc = diagnostic ; 8d = syndrome

Cas avec une alerte dans la

. Total Corrélation avec Dec Anapath conclusion
Variable N=29 ou " ol "
on on
N=18 Ne1n  PVEME g N-g3  Pvalue!

Performans status, n (%) 0,318 0,692
] 12 (42,9} 6(33,3) 6 (60,0 3 {50,0) 9({40,9)

1 12 (42,9) 8 (44,4) 4 {40,0) 3 {50,0 9(40,9)
2 4({14,3) 4{22,2) 00,0 0(9,0) 4(14,2)
Données manguontes 1 0 1 o 1

Signes généraux au D¢, n (%) 0,978 0,633
Ouwi 10 {3a,5} 6(33,3) 4{36,4} 1{16,7} 9{39,1}

Nan 19 (65,5} 12 (66,7) 7 {63,6) 5(83,3) 14 {60,9)

Symptdmes au D, n (%) 0,663 0,842
Signes généraux non spécifiques 2(6,9) 1(5,6) 1{9,1) 0(0,0) 208,

Sd turnoral 15 (51,7} g (44,4} 7 (63,6) 3 (50,0} 12 (52,2)
Lésions cutandes 4{13,8) 3{16,7) 1(9,1) 1{16,7} 313,00
Découverte fortuite sur une imagerie 5{17,2} 3{16,7) 2118,2) 2{33,3) 3{13,0)
Autre 3{10,3} 3{16,7) 00,0} 00,04 3(13,0)

ATCD, n (%) 0,780 0,992

Hémopathie 7 (24,1} 4(22,2} 3{27.3) 1{16,7) 6 (26,1)
Tumeur solide 8{27.6) 6{33,3) 2{18,2} 2{33,3) 61{26,1)
Pathologie chronigue & {20,7) 4(22,2) 2{18,2} 1(16,7) 5{21,7}

Autrefaucuns 81{27,6) 4(22,2) 4 (36,4) 2(33.3) 6{26,1}

Site de prélévement, n (%) 0,097 0,376
ADP 18 {62,1} 12 (66,7) 6 (54,5} 3 (50,0 15 (65,2)
Végétations/ORL/Amygdale 3{10,3} 0{0,0) 3({27,3) 0{0,0) 3{13,0)

BOM 00,0} 0(0,0) 0 (0,0 00,0 00,0
En dehors d'un tissu lymphoide 8{27,6} 6(33.3) 2(18,2) 3 (50,0} 5(2.,7)

! Test exact de Fisher



Tableau 5 : Caractéristiques cliniques (2/2) des patients évalués dans notre étude.

TTT = traitement

Cas avec une alerte dans la

Corrélation avec Dc Anapath
Total conclusion
Variable N= 20
Nc:":s NN:I ?1 p-value’ NO:I is NN:’ ;la p-value’
Proposition TTT, n (%) 0,273 0,678
Surveillance 4(14,3) 1(5,6) 3{30,0) 1(16,7) 3(13,6)
Exérése 1{3.,6) 1{5,6) 0 (0,0 0(0,0) 1{4,5)
Chimiothérapie seule 2{7,1) 1(5,6) 1(10,0) 1{16,7) 1{4,5)
Immunothérapie seule 3{10,7} 1(16,7) 010,0) 1{16,7} 2{9,1)
Chimio. + immunothérapie 18 {64,3) 12 (66,7) 6 (60,0 3{50,0} 15 (68,2)
Données manguarntes 1 o 1 0 1
Evolution clinique, n (%) 0,598 0,853
Pas retrouvé 2(7,1) 2{11,1) 01(0,0) 0{0,0) 2(9,1)
Stabilité 7 (25,0 3(16,7) 4 {40,0) 2(33,3) 5(22,7)
Progression 2(7,1) 2{1L1) 00,0 1{16,7) 1(4,5)
Régression 6(21,4) 4{22,2} 2 {200 1(16,7) 5{22,7)
Rémission 11(39,3) 7(38,9) 4 {40,0) 2(33,3) 9{40,9)
Données manquanites 1 0 1 0 1
Réponse sur l'imagerie, n (%) 0,148 0,302
Pas de données retrouvée 9{31,0) 7 {38,9) 2(18,2) 2{33,3) 7 (30,4}
Réponse partielle 5{17,2) 15,6} 4 (36,4) 0 (0,0} 5(21,7}
Réponse compléte 14 (48,3) 9 {50,0) 5 {45,5) 3 (50,0) 11 (47.8)
Progression 1(3.4) 1{5,6) 00,0 1{16,7) 00,0
! Test exact de Fisher
Tableau 6 ; Caractéristiques biologiques des patients évalués dans notre etude.
Corrélation avec De Anapath Cas avec une alerte dans la
Total conclusion
Variable N =20 oul N oul o
N S16 N " O . 7 Negy  Pvalue!

NFS, 1 (%) 0,513 0,789
Non retrouvé 2(6,9) 1(5,6) 1(9,1) 0 (0,0} 2(8,7)

Anormal 12 (41,9) 9(50,0) 3(27,3) 2(33.3)  10(43,5)
Normal 15(51,7) £ (44,9} 7 163,6) 4 (66,7} 11{47.,8)

Béta2mG interprétation, n (%) 0,445 0,835
Non réalisée 16(55,2)  10(556) 6 (54,5} 4{66,7) 12{52,2)
Augmenté 8{27.6} 6 (33,3} 2(18,2} 1(16,7) 7 (30,4)

Non augmenté 5{17,2) 2{11,1} 3(27,3) 1{16,7) 4 (17,4}

LDH interprétation, n (%} 0,420 0,979
Non réalisée 1{3.4) 0{0,0) 1(9,1) 0 (0,0 1{4,3}
Augmenté 13 (44,8) 9 (50,0} 4 (36,4) 3 (50,0} 10 (43,5)

Non augmenté 15 (51,7) 9 (50,0} 6 {54,5) 3 (50,0} 12({52,2)

HIS EBV, 1 (%) 0,327 0,233
Non réalisé 20(71,4) 11(61,1) 9{90,0) 4{80,0) 16 {69,6)

Positif 2(7,1) 2 (11,1) 0{0,0) 1{20,0) 1{4,3)
Négatif 6(21,4) 5(27,8) 1{10,0) 0{0,0) 6(26,1)

! Test exact de Fisher ; Test des rongs de Wilcoxon



Tableau 7 : Caractéristiques anatomopathologiques (1/2) des patients évalués dans notre étude.

Corrélation avec De Anapath Cas avec une alerte dans la
Total conclusion
Variable N=29 oui N Oui Non
N=18 Nepy  Pvaket T nezy  Pvalvel
Type de prélkvement, n (%} 0,480 0,501
Biopsie filiforme 12 (41,4} 61{33,3) 6(54,5) 2133,3) 10 {43,5)
Biopsie chirurgicale/pidgce chirurgicale 12 (41,4) 9{50,0) 3{27,3) 41(66,7) 8{34,8)
Biopsie 5(17,2) 3{16,7) 2{18.2) 0{0,0) 5(21,7)
BOM 0 (0,0) 0{0,0) 0{0,0) (0,0 0(0,0)
Architecture, nt {%) < 0,001 0,781
Artefact d'écrasement/Matériel exigle 4{13,8) 1{5,6} 3({27,3) 1{16,7) 3(13,0
Nodulzire 5{17,2) 0{0,0} 5 {45,5) 0 (0,0) 5{21,7)
Diffus 18(62,1) 16 (88,9} 2(18,2) 5{83.,3) 13(56,5)
Autre 2{6,9) 1(5,6) 115,1) 0{0,0) 2(8,7)
Tallle des cellules, n (%) 0,665 0,389
Artefact d'écrasement 1 (3.4} 1{5,6) 0(0,0) 4{0,0) 1(4,3}
Petite 10 (34,5) 4(22,2) 6{54,5) 4166,7) 6 (26,1)
Petite 3 moyenne 3 (10,3} 2{11,1) 1{9,1} 1(16,7) 2{8,7)
Moyenne 6{20,7) 4{222) 2(18,2) 1{16,7) 5{21,7)
Moyenne & grande 21(6,9) 2{11,1) 0{0,0) 0{0,0) 2(87)
Grande 7{24,1) 5{27,8} 20(18,2) 0 (0,0} 7(304)
Nucléole, r (%) 0,013 0,721
Oui 14 {48,3) 12 (66,7} 2(18,2) 21{33.3) 12 (52,2)
Non 14 (48,3) 5(27.8) 9{81,8) 4 (66,7) 10{43,5)
Artefacts d'éerasement 1{3.4 1(5.6) 01(0,0) 0{0,0) 1{4,3)
Nécrose, n (%} 0,512 0,921
Qui 2(6,9) 2i11,1) 00,0} 0{0,0) 21{8,7}
Non 27(93,1) 16{83,9) 11(100,0} 6{100,0 21 (91,3}
Aspect des nayaux, n {%) 0,107 0,964
Sans précision/frégulier 9(31,0) 8i{d4.4) 1{9,1} 21(33,3) 7(30,4)
Irvégulier 18 (62,1) 9(50,0} 9(81,8) 4(667)  14(60,9)
Autre 21(6.9) 1{5,6) 1{9,1} 0{0,0) 21(87)

1 Test exact de Fisher



Tableau 8 : Caractéristiques anatomopathologiques (2/2) des patients évalués dans notre etude.

Corrélation avec D¢ Anapath Cas avec une alerte dans la
Total conclusion
Varlable
N=29 Oui Non ue! Oui Non et
N=18 N=11 PV y-p nN=z3 PvaMe

Hémopathie B/T, n (%) 0,263 0,515
B 26 {89,7) 15(83,3) 11 (100,0) 5{83,3) 21{391,3)

T 3{10,3] 3(16,7) 0{0,0) 1{16,7} 28,7}

Sous-type de Lymphomae B, n (%) 0,036 0,129
Lymphome B 3 prandes cellules 9(34,6) 81{53,3) 1(9,1) 0{0,0) 9{42,9)
Lymphome B & petites cellules 17 (65,4} 7 [46,7] 10{90,9) 5{100,0] 12({57,1)

Données manquantes 3 3 1] 1 2

Sous-type de Lymphome B & grandes cellules, n %) 0,932 0,994
LBDGC GC 5(55,6) 4 (50,0} 1{100,0} 0 (0,0) 5 [55,6]

LBDGC non GC 3(33,3) 3(37,5) 0{0,0) 00,00 1(33,3]
Burkitt 1{11,1) 1({12,5) 0{0,0) 0(0,0) 1({11,1)
Données manguontes 20 10 10 6 14

Sous-type de Lymphome B 3 patites cellules, i [%) 0,010 0,912
LF 7{41,1) 0{0,0) T (10,0) 2 (50,01 5{41,7)

LLC 2 (11,7} 2(28,5) 0(0,0) 1(25,0) 1{8,3)
LZm 5 {29} 4(57,1) 1({10,0) 1 (25,0} 4{33,3)
LM 2(11,7) 1(14,2) 1{16,0) 0 (0,0 1{8,3)
LLP 1(5,8) 0 (0,0 1{10,0} o (0,0} 1{8,2)
Données manguantes 12 11 1 2 11

Sous-type de lymphome T, n {%) 0,972 0,333
LTAl 1{33,3) 1(33,3) 0{0.0) 1{100,0) 0{0,0]

LAGC ALK+ 2 {66,7) 2{66,7) 0{0,0) 00,0 2 {100,0)
Données manguantes 26 15 11 5 21

Nombre d'(HC réalisées, Médiane [Q1- Q3} 12[11-15] 13[11-17] 11[11-13) 0,206 12 [11-14] 12[11-15) 0,578

CD10, n (%) 0,080 0,488
Non réalisé 1(3.4) 0{0,0) 1(9.1) 0{0,0) 1{4,3)

Positif 11{37.9) 5(27.8} &154,5) 1(16,7) 10 (43,5)
Négatif 17 (58,6) 13(72.,2) 41{36,4) 5(83,3) 12 (52,2)
Ki67, Médiane [Q1- Q3] 30[15-80] 70([20-84] 20[15-50] 0,052 20[16-20] 60[15-80] 0,291

1 Test exact de Fisher ; Test des rongs de Wilcoxon
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ll.2.3. Calculs de la spécificité du test

La trés bonne spécificité du test pour le diagnostic des lymphomes T (Sp = 100) est soulignée
dans le tableau 10. Néanmoins, il existe une trés mauvaise sensibilité pour le diagnostic des
LF (Se =0).

Tableau 10 ; Sensibilité et spécificité du test Lymphosign.

Sensibilité Spécificité

Hémopathie B 100 100
Hémopathie T 100 100
LBDGC 100 67

LF 0 100
LLC 100 100
Lzm 75 87

LM 50 100
LLP - 100
LT 100 100
LTAI 100 100

lll.2.4. Comparaison de la cellule d’origine avec le diagnostic anatomopathologique

Comme le montre la figure 17, I'estimation de la cellule d’origine fournie par le test est corrélée
a celle proposée par le diagnostic anatomopathologique. A noter que 2 LF et 1 LBDGC GC
ont une cellule d’origine estimée par le test non GC.

COO

. CO0 non GE . cCOO0 GC

100%
75%
50
25

0%

LBDGC LZM LLC LLP LM LF LBDGC Burkitt
non GC

*®

*®

Figure 17 : Comparaison de la cellule d'origine donnée par le test Lymphosign, avec le diagnostic
anatomopathologique pour les lymphomes B.
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ll1.2.5. Comparaison du grade avec le diagnostic anatomopathologique

Comme le montre la figure 18, la probabilité de classement en lymphome de haut grade était
corrélée au diagnostic anatomopathologique. Les lymphomes T n'ont pas été inclus dans ce
graphique. Un LZM présentait une probabilité de lymphome de haut grade de 82 %.

100%

5%

40%

10%
0%

LF
LF
LF
LF
LZM
LZM
LM
LLC
inclassé
LF
LF
LZM
LLC

Burkitt

LBDGC GC
LBDGC GC
ILBDGC GC
LBDGC non GC
LBDGC GC
LBDGC GC
LBDGC GC

LBDGC nen GC
LBDGC non GC

Figure 18 : Probabilité de classement en lymphome de haut grade par le test Lymphosign selon les
diagnostics réalisés en anatomopathologie.

1.2.6. Corrélation entre PIHC et I'expression génique du Ki67

Les différents marqueurs utilisés en anatomie pathologique (a partir de I'analyse du marquage
immunohistochimique) et inclus dans le panel de génes du test Lymphosign sont présentés
en annexe 4. Pour chague graphique, I'abscisse représente I'expression obtenue par le test
Lymphosign et lordonnée linterprétation anatomopathologique. |l existait une bonne
corrélation entre le marquage immunohistochimique et Fexpression évaluée par le test.

La corrélation entre [estimation de [lindex de prolifération Ki67 donnée par
Fanatomopathologiste et I'expression du Ki67 obtenue par le test Lymphosign est présentée
dans la figure 19. A noter qu'un cas présente une discordance importante, avec une
expression peu élevée a 0,25 (test Lymphosign) et une estimation du Ki67 élevée a 70 %
(IHC).



20%

0 Q.5 1 15 2 25

Figure 19 : Corrélation entre lindex de prolifération estimé par I'anatomopathologiste et I'expression

du Ki67 évaluée par le test Lymphosign

.2.7. Etude des marqueurs exprimés par les LBDGC et les lymphomes B a petites
cellules

La figure 20 compare le profil d'expression des génes observé dans les LBDGC avec celui
identifié dans les lymphomes B a petites cellules. Il permet de metire en évidence un ensemble
de marqueurs augmentés dans les LBDGC dont :

Ki67 ;

marqueurs impliqués dans l'origine GC d'une COQ : BCL6 ex1-BCL6e2, CARD11,
ASB13, NEK6, CD10, MEF2B ;

marqueurs impliqués dans I'origine PMBL d'une COO : CD71, IL411 |
marqueurs de lymphocytes B : CD38, CD22 ;

marqueur histiocytaire : CD163;

autres marqueurs : MYCe1-MYCe2, le TCL1A, I'AlDe2-3 et le CD70.

Il existe un ensemble de marqueurs augmentés dans les lymphomes B a petites cellules.
Parmi ces marqueurs :

marqueurs de lymphocytes T: /1COS, CD5, GATA3, FOXP3, CD28, CD45R0O, CD3,
TCRy, CXCL13, TCRg;

marqueurs de réarrangements des génes des Ig : JH-Cy, 16-Cs, JH-Ca, JH-Cy, 1-Cy,
marqueur exprimé par les cellules folliculaires dendritiques : CD23;

marqueurs impliqués dans 'origine PMBL d’'une COO : FGFR1, CCND1, MAL, CRBN ;
marqueur plasmocytaire : CD138;

autres marqueurs : BCL2e1-BCL2e2 et le CCR4.
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N.2.8. Etude des marqueurs exprimés par les LF

La plupart des LF diagnostiqués en anatomie pathologique ont été classés en LBDGC par le
test Lymphosign. Si on prend les LF et les LBDGC diagnostiqués en anatomopathologie, et
que l'on compare leur probabilité de classement en lymphome de haut grade, ainsi que
l'expression du Ki67 par le test Lymphosign, on obtient la figure 21. La probabilité de
classement en lymphome de haut grade pour les LF varie de 30 a 85 %, avec une médiane a
57 %. Celle des LBDGC varie de 75 3 100 %, avec une moyenne a 97 %. L'expression du
Ki67 varie de 0 & 1,12 pour les LF, avec une médiane a 0,15. Celle des LBDGC varie de 0,83
a 9,4 avec une médiane a 2,3.

| Probabilité de classement en o ﬁﬁ
lymphome de haut grade,

B cepcc ‘ i [ we0ac

Figure 21 : Comparaison de la probabilité de classement en lymphome de haut grade et de
l'expression du Ki67 entre les LF et les LBDGC diagnostiqués en anatomopathologie.

Deux LF diagnostiqués en anatomie pathologique ont été classés en LZM. L'annexe 5 met en
évidence que les 3 marqueurs les plus discriminants, permettant a l'algorithme de différencier
un LZM avec un LF, sont le BCL6 exon1-2, le BCL6 exon3-4 et le CD10.

La figure 22 compare I'expression du CD70, du BCL6 exon3-4 et du BCL6 exon1-2 entre les
LF et les lymphomes B a petites cellules non LF.
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Figure 22 : Comparaison de l'expression du CD710, du BCLS exon3-4 et du BCLE exon 1-2 entre les
LF et les lymphomes B a petites cellules non LF diagnostiqués en anatomopathologie.
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li.3. Etude des cas discordants

Une étude et une réinterprétation des données brutes du test Lymphosign, associées a une
relecture des lames anatomopathologiques ont été réalisées pour les 11 cas discordants. Les
résultats sont résumés dans le tableau 11. L'analyse approfondie réalisée au cas par cas est
disponible en annexe 6.

Tableau 11 : Résumé du classement définitif des cas discordants, obtenue aprés réinterprétation des
données Lymphosign et deuxiéme lecture anatomopathologique.

Dc Anapath Classement Commentaires Classement

initial Lymphosign definitif

LM LBDGC non GC | 23 marqueurs significatifs en faveur d’'un LBDGC nen | LBDGC non GC
variant FLM ? GC contre 2 en faveur d'un LM,

pléomorphe Grandes cellules, architecture diffuse. IHC : CD20+

CD5- BCL6+ CYCLINE D1+ SOX11-. Minime réseau

de FDC résiduel dissocié. Ki67 éleve a 80%.

Recherche mutation MYD88 L265P en cours.

LLP LTNK /LBDGC | Nombre de marqueurs a 0 trop élevé LLP
{si BY/ LTP NOS | ininterprétable.
{ Hedgkin /
TrichB 7/ Autre
LF 3A LTNK / Inclassé | Nombre de marqueurs & 0 trop élevé: LF 3A
(si B) / LTP NOS | ininterprétable
{ Hodgkin /
TrichB ? / Autre
?/LM7?
Lymphome B 2 LBDGC GC Confirmation de la COO GC. LF 1-2
petites cellules Probabilité de classement en lymphome de haut
difficile a classer, grade de 55 %. Expression génique du Ki§7 a 0,30.
plutdt de type LF
1-2
LF 12 LBDGC GC Score de qualité trop bas : ininterprétable. LF 1-2
LF 3A LBDGC GC Probabilité de classement en lymphome de haut LF3B

grade de 85 %. Expression génique du Ki67 4 1,12,
La relecture met en eévidence de nombreux
centroblastes susceptibles d'orienter vers un LF3B.

LF 1-2 LBDGC GC Probabilité de classement en lymphome de haut LF1-2
grade de 62 %. Expression génique du Ki67 a 0,19.
La relecture confirme la petite taille des cellules et la
présence d’'un réseau de FDC non dissocié.

LF 1-2 LZM Marquage CD10 positif en IHC LF 1-2
Expression génique du CO7104 0,2 ; du BCL6 exon
1-2a1,72etdu BCL6 exon 3-44 1,

LF 1-2 LZM Marguage CD10 positif en IHC. LF 1-2
Expression génique du CD10 a 0,45 ; du BCLE exon
7-22 112 et du BCL6 exon 3-42 0,9,

LZM LBDGC non GC | Probabilité de classement en lymphome de haut | LZM. A noterla
grade de 82 %. Expression génique du Ki67 4 0,8. présence d’un
La relecture confirme la petite taille des cellules, mais Ki67 a 70%
souligne un Ki67 élevé évalué a 70 %.

LF 3B LEDGC non GC | Probabilité de classement en lymphome de haut LF 3B

grade de 75 %. Expression génigue du Ki67 a 0,9.
La relecture confirme la présence d'un réseau de
FDC hyperplasique non dissocié
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IV. Discussion

IV.1. Forces de Yétude

Les caractéristiques intrinséques du test sont a mettre en avant. Cette technique ne nécessite
pas de purification jusqu’a I'obtention des librairies, ce qui limite les pertes de matériel et
assure une trés bonne sensibilité. Les séquences génétiques ciblées par les sondes sont
particuliérement courtes (entre 40 et 80 bases) ce qui assure une trés bonne robustesse vis-
a-vis de la dégradation des ARN. La technique est relativement simple a mettre en place et a
réaliser dans un laboratoire disposant d’'une plateforme de génétique moléculaire. Une bréve
réunion avec I'équipe technique du laboratoire développeur a été nécessaire. Comme pour la
plupart des techniques de NGS, il est possible d'analyser plusieurs échantillons
simultanément, permettant un gain de temps technicien. Le matériel nécessaire était déja
disponible au sein du laboratoire, et le kit d’extraction d’ARN préconisé était déja couramment
utilisé, facilitant sa mise en place. La rapidité de rendu du résultat, en lien avec une réalisation
technique courte (24 a 48h), et un classement instantané par le logiciel algorithmique, est tout
a fait compatible avec les délais imposés pour une prise en charge optimale des patients. En
effet, dans la majorité des cas, il n'y a pas d’étape d'interprétation a réaliser, et le résultat
rendu a I'état brut peut étre suffisant en lui-méme.

Ce test présente l'intérét de pouvoir étre réalisé sur tout type d’échantillon : il n'a pas été
démontré de différence statistiquement significative entre cas concordant et discordant sur le
type de prélévement (corrélé a la taille du prélévement), sur la présence d'artefacts
d’écrasement ni sur la présence de nécrose. Le nombre de copeaux réalisés pour les petits
prélévements (5 copeaux de 10 um), nécessaire a la réalisation du test, est a peu prés
équivalent a la réalisation d'une quinzaine d'lHC (réalisées sur des coupes de 3 um). Cela
représente une quantité non négligeable de matériel et pourrait étre un obstacle a la réalisation
de ce test. Néanmoins, dans le cadre de notre étude, une quantité suffisante de matériel
tumoral & extraire était disponible pour tous les cas, alors que les blocs avaient déja été utilisés
pour les techniques d’'IHC.

Nous avons démontré que I'expression du Ki67 évaluée par le test Lymphosign est fortement
corrélée a l'analyse Ki67 effectuée en anatomopathologie. Cet index de proliferation est connu
comme un marqueur fiable dans le pronostic des lymphomes, notamment les LM, ol il est
intégré dans I'Index Pronostic Intemational Combiné (41). Un seul cas de notre étude
présentait une forte discordance entre le Ki67 exprimé et le Ki67 estimé : il s'agissait d'un
LBDGC intravasculaire avec un trés faible pourcentage de cellules tumorales sur la lame
entiére, ce qui peut expliquer ce décalage. La bonne correspondance du Ki67 est a mettre en
paralléle avec la bonne corrélation identifiée entre la probabilité de classement en lymphome
de haut grade et le grade déduit du diagnostic anatomopathologique.

Les classements des témoins inclus dans les 4 runs, étaient corrélés avec les diagnostics
anatomopathologiques. Sur I'ensemble des cas de notre étude, il existe une concordance du
test Lymphosign avec 62 % des diagnostics établis par 'examen anatomopathologique. Cette
correspondance avait déja été mise en évidence par I'équipe de Bobée, spécifiquement pour
les lymphomes B a petites cellules, ainsi que pour le classement du phénotype non GC, GC
ou PMBL des lymphomes B a grandes cellules (31,35). Notre étude souligne la trés bonne
spécificité et sensibilité du test pour le classement des lymphomes T. Cela peut étre expliqué
par la détection des mutations spécifiques RHOA et IDH. Ces lymphomes représentent trés
souvent une difficulté diagnostic du point de vue des anatomopathologistes. En effet, en



analysant les données du réseau LYMPHOPATH, I'équipe de Laurent C. a souligné que les
LTAIl et les LAGC ALK- font partie des diagnostics les plus fréquemment erronés avant
relecture par un centre expert (42).

Un des résultats importants de cette étude est la mauvaise sensibilité du test Lymphosign
concernant le classement des LF (Se = 0). De ce fait, les caractéristiques des LF (architecture
nodulaire, absence de nucléole, petites cellules) sont associées avec les cas discordants. La
plupart des LF ont été classés en LBDGC. Dans la littérature, il existe peu de marqueurs
moléculaires permettant de faire la distinction entre ces deux lymphomes. Nous avons pu
décrire un ensemble de marqueurs élevés dans les LBDGC, dont des marqueurs
histiocytaires, alors qu'il existe de nombreux marqueurs lymphocytaires T associés aux
lymphomes B a petites cellules. La population cellulaire composant le stroma tumoral de ces
lymphomes pourrait jouer un role important dans la distinction LBDGC/Lymphomes B a petites
cellules. De nouvelles études devraient analyser l'impact de ces facteurs. L'apport de
'anatomopathologie reste essentiel pour le diagnostic des LF, s’appuyant notamment sur la
taille des cellules et I'existence d'un réseau de FDC.

Les LF classés en LZM présentaient une expression faible considérée comme non
significative, du CD70, du BCL6 exon 3-4 et du BCL6 exon 1-2. Ces 3 marqueurs sont
classiguement augmentés dans les LF. Les seuils de valeurs permettant de déterminer si un
marqueur est considéré comme élevé ou faible, et donc significatif pour un lymphome
spécifique, ont été déterminés en se basant sur la moyenne d'expression mesurée sur une
cohorte de chaque sous-type de lymphome (LF, LZM, LM...). On peut ainsi se poser la
question de la représentativité de cette cohorte, et discuter le seuil de positivité utilisé par le
test Lymphosign pour chaque lymphome.

La description du LM variant pléomorphe classé en LBDGC non GC / LM est disponible en
annexe 6. La relecture de ce cas souligne la présence de cellules de grandes tailles,
classiques dans les LBDGC, mais qui sont aussi décrites dans les variants pléomorphes de
LM. La positivité du BCL6 est rarement détectée dans les LM (43). La négativité du CD5 et de
SOX11, la présence d'un Ki67 élevé et 'absence de réseau de FDC orientent plutdt vers un
LBDGC, alors que la positivité de la Cycline D1 suppose la présence d'un réarrangement du
géne CCND1 traditionnellement associé au LM. Il s’agit donc d’'un cas difficile d’interprétation,
et la question d'une demande d’analyse complémentaire peut étre soulevée. La positivité tres
focale du CD5 associée a une positivité de la Cycline D1 a pu conforter le diagnostic de LM.
La conclusion du test Lymphosign est LBDGC non GC / LM. Cependant, le classement
principal retenu est LBDGC non GC, caractérisé par un nombre élevé de marqueurs
significatifs en sa faveur (23). De plus, il existe une augmentation de I'expression de CCND7
et de MYD88 L265P. La présence d'une mutation au sein du géene CCNDT est classique dans
les LM (41) et peut étre identifié dans les lymphomes non GC (44). La mutation MYD88 L265P
est reconnue dans 7 % de lymphomes B a petites cellules non LLP dont les LM (45)(46), alors
qu’il n’est pas rare de la détecter dans les LBDGC non GC. Au vu de la relecture des lames et
des données du test Lymphosign, un reclassement en LBDGC non GC apparait approprié. Ce
cas complexe met en évidence tout l'intérét de la disponibilité d'un test rapide au sein de la
PGMC, qui aurait peut-étre permis au médecin d'accéder plus aisément a une technique
d’analyse complémentaire, et ainsi réduire le risque d'erreur. A noter que ce patient est en
rémission compléte aprés 4 cures de R-COP Aracytine.



Au total, sur les 30 cas analysés, le test apporte une aide diagnostique importante dans 6 cas
(20 %) :

- une prolifération B a petites cellules CD5-, pour laquelle le test Lymphosign confirme
la COO non GC, et la classe en LZM. Cette concordance avec le diagnostic
anatomopathologique est intéressante car il n'y a pas de marqueur IHC spécifique du
LZM, ceci en fait donc souvent un diagnostic d’exclusion (notamment par la négativité
du CD10 et du BCL6 en |HC). Le test Lymphosign apporte un argument supplémentaire
pour ce lymphome ;

- un LTAI, pour lequel la biologie moléculaire réalisée avait montré une monoclonalité
du TCR avec un délai de résultat élevé. Le test apporte pour ¢e cas un diagnostic
précis et rapide ;

- un LM pourrait éventuellement étre reclassé en LBDGC non GC ;

- une prolifération B & petites cellules plutét de type centro-folliculaire, dont I'origine
centro-germinative a été confirmée par le test Lymphosign ;

- un LF3A pour lequel le test a souligné un grade élevé, et la relecture du cas un
reclassement en LF3B ;

- un LZM pour lequel le test a souligné un grade élevé. La relecture de ce cas a montré
un Ki67 élevé, ce qui pourrait étre souligné dans la conclusion.

IV.2. Limites de I'étude

Le colt de la techniquea été un frein a cette étude. Le codt d'un examen
anatomopathologique, avec l'utilisation en moyenne de plus de 10 anticorps pour le diagnostic
d’un lymphome, correspond a un tarif de 160,00 € selon la cotation de la classification
commune des actes médicaux (CCAM) (annexe 7). Le colt total du test Lymphosign, est
évalué a 204,00 € par patient (annexe 8). Le colt du test est donc supérieur au colt d'un
examen anatomopathologique.

Parmi les événements imprévus, il est a noter |a présence d'un probléme technique au cours
du troisiéme run. Le séquencage n'a généré aucun FASTQ. Les concentrations dARN
initialement extraits, et les concentrations d’ADNc finalement amplifiés ne présentaient pas de
différence avec les deux premiers runs. Aprés concertation avec I'équipe technique du
laboratoire fabriquant et commercialisant le kit, l'inexpérience technique du manipulateur
(interne), qui n’était pas secondé par un technicien au cours de cette manipulation, a éte
retenue comme la probable cause des résultats défectueux. La derniére manipulation s’est
deroulée sans difficulté.

Les critéres de qualité du test sont peu satisfaisants. Tous les cas discordants ne présentent
pas une alerte « Attention : score bas » dans la conclusion, et certains résultats sont aberrants
sans qu'il 'y ait de message d'erreur incitant a la prudence. En plus du nombre de read et du
score de qualité, nous avons pu décrire une troisiéme variable qui est corrélée aux cas
présentant une alerte dans la conclusion : il s’agit du nombre de marqueurs significatifs avec
une expression proche de 0.

Un cas a été conclu en échec. Il s’agissait d'une biopsie ostéo-médullaire (BOM), ayant
nécessité une étape pré-analytique de décalcifiant au TBD2, qui dégrade FADN et FARN. Ce
résultat était prévisible et atteste de l'importance de bonnes étapes pré-analytique. On peut
signaler que pour ce cas, la conclusion du test était « échec (DLBCL non GC) ». Il peut donc



y avoir une source de confusion, car si le test insiste sur le terme « échec », il propose quand
méme un classement en LBDGC non GC. Ce classement est ici totalement aberrant car il
s'agissait d'un LT GLG.

La limite de l'utilisation d’'un algorithme est une des problématiques rencontrées dans cette
étude. En cas de discordance avec 'anatomopathologie, le nombre de marqueurs etudiés et
le mangue de transparence concernant lalgorithme rendent les réponses complexes a
interpréter. La transparence fait partie intégrante de l'interprétabilité qui, selon Tim Miller, se
définit comme « le degré a quel point un humain peut expliquer de maniére cohérente les
prédictions du modéle ». Ici, notre manque d’expérience dans ce domaine peut aussi expliquer
nos difficultés a assimiler les résultats.

Le résumé des biomarqueurs pronostiques et théranostiques analysés est présenté dans
l'annexe 9. Peu de biomarqueurs ont été relevés.

Parmi les critiques de ce travail, nous aurions pu étudier le test Lymphosign sur certains cas
bénins dépourvus de lymphome. Cependant 'algorithme classe automatiquement I'échantillon
en un lymphome donné, quel que soit le profil d’expression identifié. Cette précision nous avait
été apportée dés le début par le laboratoire commercialisant le test, et nous avons décidé qu'il
n'était pas informatif de tester des prélévements bénins.

IV.3. Perspectives

IV.3.1. Place du test dans le paysage des études moléculaires algorithmiques

L'équipe de Scott a mis en évidence un taux de concordance supérieur a 95 % dans le
classement de la COO des LBDGC, a laide du test Lymph2Cx analysant le profil d'expression
de 20 génes (47).

Une étude réalisée par le LYSA et I'équipe de Dubois a analysé un panel NGS de 34 génes
{Lymphopanel). lls ont mis en évidence I'hétérogénéité moléculaire des sous-types GC et non
GC, et ont identifié des mutations somatiques ayant un impact thérapeutique et pronostique.
Notamment, les mutations de TNFAIP3 et GNA13 chez les patients avec un LBDGC non GC
traités par R-CHOP, qui seraient associés a un pronostic significativement moins favorable
(33).

L’équipe de Chapuy a mis au point un panel classant les LBDGC, dont les résuitats sont
indépendants de I'lPI clinique et suggérent de nouvelles stratégies thérapeutiques (48). Ce
panel, qui analyse les mutations récurrentes de 96 génes (panel MutSig2CV), le nombre de
copies somatiques et les variations structurelles (VS), permet de classer les LBDGC en 5
sous-types moléculaires : un LBDGC non GC avec les caractéristiques génétiques PTEN
d'une origine de zone extra-folliculaire (C1) ; un LBDGC GC avec des VS de BCL2 et des
altérations épigénétiques (C3) ; ou des altérations des histones (C4) ; et un groupe de tumeurs
indépendantes de la COO avec un inactivation bi aliélique de TP53 et de CDKN2A (C2).

L’annexe 10 souligne la convergence des panels de génes récemment décrits. Cependant, il
est important de noter que le test Lymphosign ne partage que quelques génes en commun
avec les autres études. Il ne prend notamment pas en compte le nombre de copies somatiques
ni les variations structurelles. Bien que lalgorithme développé par I'équipe de Chapuy soit
disponible librement sur internet, les données limitées du test Lymphosign ne permettent pas
de bénéficier de ces récentes avancées.



IV.3.2. Utilisation du test en pratique quotidienne

Une diminution de la taille des biopsies est attendue face aux progrés de la radiologie
interventionnelle {biopsies 3a laiguille, appelées FNAC-Cytologie). Selon 'OMS, ce type de
prélévement est souvent inadéquat pour le diagnostic et la classification des lymphomes et
n'est pas la procédure recommandée. Compte tenu de l'approche multiparamétrique
nécessaire pour établir un diagnostic optimal de lymphome, il est essentiel d'avoir
suffisamment de tissu. Cependant le caractére peu invasif de la biopsie a l'aiguille par rapport
a une biopsie chirurgicale et sa disponibilité rendent cette technique de plus en plus fréquente.

La figure 23 propose lintégration du test Lymphosign dans la pratique quotidienne de
anatomopathologiste.

Est-ce un lymphome 7

Etude IHC
Analyse morphologigue

Sioui:
quel type de lymphome ?

Etude IHC

oul
| DouTE? e Test Lymphosign

Classement par I'algorithme
Analyse de Minferprétabiité © nbre read, score de qualité, rdsuitat abérrenl
Reclassemen évenluel . Kib7, analyse du grade, pourcentage de classement
Classemart fimal

Corrélation avec le diagnostic anatomopathologique initlal ?

NON

Corrélation de la COG 7
Comélalion du grade ?
Releclure du cas +- IHC supplémentaires

oul

' L

: Diagnostic définitif

Figure 23 : Proposition d'un algorithme décisionnel intégrant le test Lymphosign dans |a prise de
decision de l'anatomopathologiste au cours d'un prélévement suspect de lymphome.

Au vu du colt élevé du test, des indications précises doivent encadrer son utilisation. Nous
proposons de l'utiliser dans les situations suivantes :

- en cas de suspicion de lymphome T (devant une suspicion clinique avec par exemple
un rash cutané ou une localisation nasale ; ou devant une suspicion histologique par
exemple face a un infiltrat polymorphe avec présence de polynucléaires éosinophiles) ;

- en cas de prélevement de petite taille {(pour conforter le diagnostic de
I'anatomopathologiste) ;

- en cas de prélevement altéré, présentant de la nécrose ou des artefacts d'écrasement
rendant I'analyse morphologique et l'interprétation immunohistochimique difficile ;

- en cas de doute diagnostique.
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La conclusion présente une bonne concordance avec le diagnostic anatomopathologique.
Certains marqueurs sont néanmoins intéressants & analyser indépendamment de cette
conclusion :

la cellule d'origine ,
l'expression du Ki67, corrélé au grade et notamment au LBDGC (surtout si > 1) ;

la probabilité de classement en lymphome de haut grade, corrélé au grade et
notamment au LBDGC (si > 85%) ;

le classement principal, souvent informatif dans les cas inclasses ;

les caractéristigues additionnelles, notamment la présence d'une expression de
MYD88 L265P ;

une expression faible du CD70, du BCL6 exon 3-4 et du BCL6E exon 1-2 ne permet pas
d’exclure un LF ; au contraire en cas de forte suspicion par I'anatomopathologiste, la
présence d’'une expression de ces marqueurs est plutdt en faveur d'un LF ;

en cas de doute entre un LF et un LBDGC, la présence de nombreux marqueurs de
lymphocytes T orienterait plutdt vers un LF ;

un LBDGC associé a une expression élevée d'’EBER et d'une COO GC est fortement
suspect de lymphome de Burkitt ;

La conclusion doit &tre pondérée par un regard critique sur les résultats bruts. Nous avons
ainsi relevé gu'avant toute réinterprétation des données, il faut étre attentif aux variables
suivantes :

le score de qualité (nombre d’'UMI), valide si suffisamment élevé (> 2000) ;
le nombre de reads que l'on attend également suffisamment élevé ;

le nombre de marqueurs significatifs avec une expression proche de 0 (étre prudent
dans l'interprétation des résultats si > 10) ;

tout résultat totalement aberrant au vu de 1a présentation clinico-biologique.



Conclusion

Les lymphomes sont des tumeurs du systéme lymphoide dont le diagnostic nécessite une
approche multiparamétrique complexe (clinique, imagerie, morphologie, immunophénotypage,
génétique). En accord avec les recommandations des instances scientifiques, nous avons
réussi a mettre en place une nouvelle analyse génétique, le test Lymphosign, au sein de la
Plateforme de Génétique Moléculaire des Cancers du CHU de Limoges. Ce test, rapide et
simple a implanter, étudie le transcriptome. Un algorithme diagnostique calcule une probabilité
de classement parmi les 12 LNH les plus fréquents.

Nous avons analysé 30 cas de lymphomes avec ce test. Il existe une concordance avec le
diagnostic anatomopathologique dans 62 % des cas, avec une bonne corrélation pour la
cellule d'origine et le grade histologique. Une réinterprétation de quelques données (critéres
de validité, nombre de marqueurs significatifs avec une expression proche de 0, classement
principal, analyse de 'expression du BC8, du CD10, et du Ki67, probabilité de classement en
lymphome de haut grade) permet d’'améliorer la puissance du test. Les cas discordants
intéressaient principalement les LF, fréequemment classés en LBDGC GC. La comparaison du
profil d'expression génique entre les LBDGC et les lymphomes B a petites cellules a souligné
le role important de la population cellulaire composant le stroma tumoral dans la distinction
bas grade et haut grade. L'analyse de impact de ces marqueurs nécessite des études
approfondies. Nous avons démontré la trés bonne sensibilité et spécificité du test pour les
lymphomes T, souvent considérés comme des diagnostics difficiles. Ceci permet de proposer
des indicateurs fiables et utiles a I'anatomopathologiste dans le rendu de son résultat,
particulierement pour les prélévements de petite taille, altérés (nécrosé ou présentant des
artefacts d’écrasement), suspects de lymphome T ou présentant un doute diagnostique. Ce
test est d’autant plus pertinent qu’il existe une diminution de la taille des biopsies face aux
progrés de ia radiologie interventionnelle. Au total, nous avons estimé que ce test a apporte
une aide diagnostique dans 6 cas sur 30 (20 %).

Néanmoins, le colt élevé du test représente un frein a son installation en routine. La
transparence de l'algorithme est complexe et limitée, et une formation préalable a son
utilisation permettrait un rendu de résuitat optimal.

Compte tenu de l'approche multiparamétrique nécessaire pour établir un diagnostic optimal de
lymphome, ce test est un outil supplémentaire nécessaire mais il ne peut se substituer au
diagnostic anatomopathologique. Son intégration dans la démarche diagnostique reste a
clarifier par des études complémentaires a plus grande échelle.
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Annexe 1. Exemples de biomarqueurs pronostiques décrits dans les lymphomes

license OO BY.NC.ND 20

Biomarqueur Altération Caractéristique Lymphome Réf,
impacté
Génes Expression Bon Pc LTAI (32)
lymphocytes augmentée
B
BCL2, BCL6 Expression Meilleurs Pc que les LBDGC GC {18)
augmentée LBDGC non GC
BCL2, MYC | Co-expression Mauvais Pc LBDGC (49-51)
TP53 Mutation Mauvais Pc LBDGC {52)
MYD88L265P, Double Mauvais Pc LBDGC {33)
CcD79B mutation
BCLE Translocations Formes agressives LF (54)
BCL2, IGH Absence de Augmentation du Ki67 LF (5%)
translocation
NOTCH1 Mutation Mauvais Pc LLC (56)
TCL1A, Diminution Mauvais Pc LM (57)1%9;1‘9’01;023
CCDC50 expression o
TP53 Mutation Formes agressives, LM (58)
résistantes a la
cytarabine, au rituximab
et a l'allogreffe de cellules
souches
hematopoiétiques
Malhieu Yon né ie 22/11:1993 a Angers | Thése d exercice | Universile de Limages | 2023



Annexe 2. Exemples de blomarqueurs théranostiques décrits dans les lymphomes

Biomarqueur  Altération Caractéristique Lymphome Réf.
impacté
MYD38, Mutation Sensibilité ibrutinib LBDGC (53)
CD79B
CARD11 Mutation Moins bonne réponse a LBDGC (59,60)
librutinib et au sotrastaurin
IRF4 Augmentation Sensibilité lénalidomide Lymphomes | 61
expression
PIMA1 Augmentation Resistance inhibiteur ALK LAGC (62)
expression
Resistance ibrutinib LBDGC
PIM2 Augmentation Cible intéressante LBDGC (83)
expression
BRAFV600E Mutation Cible intéressante LBDGC Egg
BTKC481S Mutation Résistance ibrutinib LLC (65)
Cible intéressante
TP53, IGVH Mutation Impacte le choix du traitement LLC {66)
BRAV600E/K Mutation Vemurafenib HCL (67)
PD1, PDL1, | Augmentation Immunothérapies ciblant les PMBL, LT (©8)
CTLA4 expression check-points immunitaires cutanés,
lymphomes
primitifs du
SNC
WMathieu Yon né le 227111993 a Angets | These d exercice | Université de Limoges | 2023




Annexe 3. Détail des techniques utilisées

Interprétation des lames d'lHC : AE1/AE3 (clone AE1/AE3, Dako), EMA (clone E29, Roche),
CDA45 (clone RP2/18, Roche), CD2 (clone MRQ-11, Roche), CD3 (clone 2GV86, Roche), CD4
(clone SP35, Roche), CD5 (clone SP19, Roche)}, CD7 (clone SP94, Roche), CD8 (clone SP57,
Roche), CD20 (clone L26, Roche), CD21 (clone EP3093, Roche), CD23 (clone SP23, Roche),
CD30 (clone BER-H2, Roche), CD61 (clone 2F2, Roche), CD79A ((clone SP18, Roche),
CD138 (clone B-A38, Roche), BCL2 (clone 124, Roche), BCL6 (clone GL191E/A8, Roche),
CD10 (clone SP67, Roche), CXCL13 (polyclonal, Diagomics), PD1 (clone NAT, Diagomics),
MPO (polyclonal, Roche), Glycophorine (clone RET40F, Dako), CD34 (clone QBEND/10,
Roche), SOX11 (clone MRQ-58, Roche), Cycline D1 (clone SP4, Roche), Ki67 (clone 30.9,
Roche), MUM1 (clone MRQ-43, Roche), CMYC (clone Y69, Roche), CD56 (clone123C3,
Roche), CD15 (clone MMA, Roche), Granzyme (polyclonal, Diagomics), ICOS (polyclonal,
Non GCam), ALK (clone 1A4, Diagomics), Kappa, (polyclonal, Roche) Lambda (polyclonal,
Roche).

Recherche d’ARN d'EBV par hybridation in situ en utilisant le kit de détection ISH | View Blue
{Ventana) et I'automate Benchmark XT.

Conclusion du compte-rendu d’anatomopathologie. Type d'hémopathie, B ou T. Lymphome B
a grandes cellules ou a petites cellules. Sous-type de lymphome B a petites cellules.

Examens biologiques : Numération-Formule-Sanguine (NFS), frottis sanguin, cytoponction
ganglionnaire, liquide céphalo-rachidien (LCR) et divers dosages comme la
Béta2microglobuline (Béta2mG) et le taux de lactate déshydrogénase (LDH).

Cytométrie en flux, myélogramme et biologie moléculaire (recherche de réarrangements des
génes du TCR et des génes des immunoglobulines, étude NGS, étude RT-MLPA).

Recherche d'un réarrangement au locus de certains génes par FISH interphasique :

BCL2 : Hybridation de la sonde Dako BCL2 IQFISH Break-Apart Probe, locus 18921, sur
coupe en paraffine. BCL2 CY3 en 5 (O) et BCL2 FITC en 3' (V).

BCL6 : Hybridation de la sonde Dako BCL6 IQFISH Break-Apart Probe, locus 3¢27, sur coupe
en paraffine. BCL6 FITC en 5" (V) et BCL6 CY3 en 3' (O).

MALT : Hybridation de la sonde Dake MALT IQFISH Break-Apart Probe, locus 18q21, sur
coupe en paraffine. MALT CY3 en §' (O) et MALTFITC en 3' (V).

CCND1 : (réalisé sur le plateau technique du service de biologie des tumeurs du Site Groupe
Hospitalier Haut-Lévéque - CHU de Bordeaux) : Type de sonde utilisée : CCND7 IQFISH
Break-Apart Probe, (G111622-2), Agilent, Locus 11913. CCNDT Spectrum Orange (5') = R.
CCND1 Fluorescéine (3} = V.

CCND?2 : (réalisé sur le plateau technigue du service de biologie des tumeurs du Site Groupe
Hospitalier Haut-Lévéque - CHU de Bordeaux) : Type de sonde utilisée : CCND2 Break Apart
Probe Empire Genomics (Réf. : CCND2BA-200RGR). 5CCND2= Orange dUTP=R.
I'CCND2=Green dUTP=V.

Recherche d’'une délétion du locus 1p36 par FISH interphasique (réalisée sur le plateau
technigue du service de biologie des tumeurs du Site Groupe Hospitalier Haut-Lévéque - CHU
de Bordeaux, type de sonde utilisée : Vysis 1p36/1q25 FISH Probe Kit, Abbott Molecular).



Annexe 4. Corrélation marquage IHC et expression génique

Figure 24 : Comparaison du marquage IHC avec I'expression génique détectee par le test
Lymphosign pour les marqueurs CD23, CD10, CD30, BCL2, BCLS6 et Cycline D1.
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Annexe 6. Etude des cas discordants avec le diagnostic anatomopathologique

Diagnostic anatomopathologigue

LM variant pléomorphe

Deuxieme lecture

Taille : moyenne a grande

Architecture : plage diffuse

IHC : CD20+ CD5- CYCLINE D1+ SOX11-
BCL2+ MUMI+ CD13- BCL6+ MYC-
EBER-. Pas de réseau FDC CD23+.
Présence d'un minime réseau de FDC
résiduel CD21+. Ki67 a 8¢ %.

= Plutét LBDGC non GC

Classement Lymphosign

LBDGC NONGC/LM ?

Données brutes

Score de qualité : suffisants.

Nombre de marqueurs a0 : 0.

Prohabilité de classement en lymphome de haut grade : 80 %
Kig7 : 2,74.

BCL6 : 6,5 (exonlexon2).

CD10:0,15.

Autre : 25 marqueurs significatifs ont été identifies, dont 23 en
faveur d'un LBDGC non GC et 2 en faveur d'un LM. Comme
caractéristiques complémentaires, présence d'une expression
élevée de MYDBSL265F (a 0,3} et de CCND1 (a 65).

Diagnostic anatomopathologique

Infiltration ganglionnaire par une
prolifération plasmocytoide compatible
avec un LLP. Mutation MYD88 L265P non
détectée en biologie moléculaire
Deuxiéme lecture

Taille . moyenne.

Architecture : diffuse.

IHC:  Prolifération CD20+/- CD79A+
Nbreux plasmocytes CD138+ CYCLINE
D1- NCAM-. Présence d’une monotypie
lambda. Le Ki67 est faible entre 5 et 10 %
(présence de zone élevée a 30 %}

= LLP

Classement Lymphosign

LTNK / LBDGC (=i B) / LTP NOS f Hodgkin/ TrichB ? / Autre

Données brutes

Score de qualité : suffisants.

Nombre de marqueurs 4 0 15

Probabilité de classement en lymphome de haut grade : 85 %.
Ki67 : 0.5.

BCLG : 1,5 (exon1exon2) et 3.4 {exon3exond}.

CD10: 0.

Autre : résultats aberrants avec beaucoup de classement
proposé dans la conclusion. En cas de COO B | probabilité de
classement en LBDGC non GC de 64 %. Encas de COO T :
probabilité de classement en en LTAl de 35 %.

Diagnostic anatomopathologique

Deuxiéme lecture

Taille © petite, présence de quelgues
celiules de grande taille ne formant pas de
plages.

Architecture : folliculaire.

IHC : CD20+ CD5- BCLB+ CD10+ BCL2+
Présence dun réseau de FDC
hyperplasique non dissocié CD21+, Le Ki67
est modéré (50 %) dans les follicules, et
faible en dehors.

Classement Lymphosign

LTNK ! Inclassé (si B} / LTP NOS / Hodgkin { TrichB 7/ Autre
?2ILM?
Données brutes

Score de qualité : suffisants.

Nombre de marqueurs a 0 : 12.

Probabilité de classement en lymphome de haut grade : 75 %.
Ki67 : 0.

BCL6G : 24,8 (exon1exon2) et 1 (exon3exond}.

CD10:0,43.

Autre ; résultats aberrants avec beaucoup de classement
proposé dans la conclusion. En cas de COO B probabilité de
classement en LBDGC non GC de 28 %. En cas de COO T
probabilité de classement en en LTNK de 30 %.

Discordance entre la COO (GC) évalué a 42 % (contre 40 % pour

= LF 3A COQ non (GC), et la probabilité de classement en LBDGC nen
GC de 28 % (contre 26 % pour LBDGC GC).
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Diagnostic anatomopathologique Classement Lymphosign

Lymphome B a petites cellules difficile a classer, | LBDGC GC
piutét de type folliculaire de grade 1-2.

Deuxieme lecture Données brutes

Taille : petite & moyenne. Score de qualité: présence d'une alerte dans la
Architecture ; diffuse. conclusion « Attention : score de qualité bas ».
IHC ;. CD20+ CD79+ BCL6+ BCL2+ CD10- Nombre de marqueurs a2 0 :
CYCLINE D1-. Présence focale d'un petit réseau de | Probabilité de classement en lymphome de haut
FDC CD21+ non dissocié. Ki67 faible 10-15 %. grade : 55 %.
Ki67 : 0,30
= LF1-2 BCL6 : 17 {exonlexon2) et 1,69 (exon3exond).
cD10:1,5

Autre : le test confirme la COO GC.

Diagnostic anatomopathologique Classement Lymphasign

LF 4-2 LBDGC GC

Deuxieme lecture Donnéas brutes

Taille : petite. Score de qualité : présence d'une alerte dans la
Architecture : diffuse. conclusion « Attention : score de qualité bas ».
[HC : CD20+CD79A+CD5- CD10+ BCL2- BCL&+ CD23- | Score de qualité trop bas pour obtenir un
. Pas de réseau de FDC. Le Ki67 est modeére {25 %). pourcentage de cellule B ou T, un score de
probabilité en bas grade/haut grade, et un score de
= LF1-2 probabilité de classement en lymphome).

Diagnostic anatomopathologique Classement Lymphosign

LF 3A LBDGC GC

Deuxiéme lecture Données brutes

Architecture : folliculaire. Score de qualité : suffisants.
Taille : petite. Présence de quelques grandes celluies, | Nombre de marqueurs &40 :
sans formation de plages. Probabilit¢ de classement en lymphome de haut

IHC : CD20+ BCL2+ CD5- CD10+ CYCLINE D1- | grade : 85 %.
BCL6+. Présence d'un secteur avec de nombreux | Ki67: 1,12,
centroblastes (> 15 / CFG) susceptibles de reclasser ce | BCL6 : 2,63 (exon1exon2) et 2,13 (exon3exond).

lymphome en LF3B. CD10: 1,1,
= LF3B
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Diagnostic anatomopathologigue

Classement Lymphosign

LF 1-2
Deuxiéme lecture

Taille : petite (noyaux hyperchromatiques).

Pas d'architecture proprement dit (amas de petite taille).
tHC : CD20+ CD5- CD10+ BCL6+. Pas de réseau de FDC
CD23+ (mais prélévement multi fragmenté). Le Ki67 est faible
{10 %}.

= LF1-2

LBDGC GC

Données brutes

Score de qualité : suffisants.
Nombre de marqueurs a 0 ;
Probabilité de classement en lymphome de
haut grade : 62 %.
Ki67 : 0,18.
BCLG: 6,53
(exon3exond).
CD10:0,84.

{exon1exon2) e 04

Diagnostic anatomopathologique

Classement Lymphosign

LF 1-2
Deuxiéme lecture

Tallle : petite,

Architecture : folliculaire.

IHC : CD20+ BCL2+ CD5- CD10+ BCL6+. Réseau CD21+
Le Ki67 est faible (10 %).

= LFA1-2

LZM

Données brutes

Score de qualité : suffisants.

Nombre de marqueursa 0: 0.

Probabilité de classement en lymphome de
haut grade : 30 %.

Ki67 : 0,14.

BCL6 : 1,72 (exon1exon2) et 1 (exon3exond).
CD10:0,23.

Diagnostic anatomopathologique Classement Lymphosign

LF 1-2
Deuxiéme lecture

Taille : petite.
Architecture : diffuse.

IHC : CD20+ CD5- CD10+ BCL2+ BCL6+ CYCLINE D1-.
Réseau hyperplasique non dissocié de FDC CD21+. Le Ki67

LZM

Daonnées brutes

Score de qualité : suffisanis.
Nombre de marqueurs a 0: 1.

Probabilité de classement en lymphome de
haut grade : 38 %.

est faible 4 10 %. Ki67 : 0,32.
BCLG : 1,12  {exenlexon2Z) et 09
= LF1-2 {exon3exond),
CD10: a 0,45,
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Diagnostic anatomopathologigue

Classement Lymphosignh

Deuxiéme lecture

LBDGC non GC

Données brutes

Taille : moyenne.
Architecture : diffuse.
IHC : CD20+ CD5+ CD79A+ MUM1+ BCL2+ BCL6- CD10-
CYCLINE D1-. Réseau de FDC par place un peu dissocié.
Présence de secteurs ol le Ki67 est élevé, jusqu'a 70 %.
= LZM sans signe de transfonnmation en lymphome
de haut grade. A noter la présence d’un Ki67
élevé 4 70 %.

Score de qualité ; suffisants.

Nombre de marqueurs a 0 : 4.

Probabilité de classement en lymphome de
haut grade : 82 %.
Ki67 : 0,8.

BCLS: 0,31
(exon3exond).
CD10:0,25.
Autre : expression augmentée de MYD8S
L265P 4 4,44,

(exanlexon2) et 0,43

Diagnostic anatomopathologique

Classement Lymphosign

Lymphome B d'architecture nodulaire pouvant
correspondre & un lymphome B folliculaire de
grade 3B malgré I'expression du CD5.

Deuxieme lecture

Taille ; petite a moyenne, avec quelques coulées de
grandes cellules.

Architecture : folliculaire.

IHC ;. CD20+ CD79A+ CD10- BCL2+ BCLE+ CD5+/-.

LBDGC non GC

Score de qualité : suffisants.
Nombre de marqueurs 4 0: 2.

Probabilité de classement en lymphome de haut
grade : 75 %.

Donngées brutes

Lirense CC BY-NC-ND 3 0

Présence d'un important réseau hyperplasique de | Ki67:0,9.
FDC, non dissocié. Le KiB7 est élevé au niveau des | BCLS ; 2 (exon1exon2} et 1,72 (exon3exond).
coulées de grandes cellules avec des zones a70%. | CD10: 0.
= LF3B
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Annexe 7. Extrait de la liste des Actes CCAM en vigueur pour la spécialité Anatomie et
Cytologie Pathologiques

Examen immunacytachimique ou immunohistochimique de prélévement cellulaire ou

1
tissulaire fixé, avec 10 anticorps ou plus, sans quantification du signal 60,00 €

270092



Annexe 8. Estimation du cofit d’un test Lymphosign par patient

Kit LymphoSign
| Kit Genexpath LymphoSign 7440 € pour un kit 155€/ patient 1 commandes de 48
48 amlysn huluan‘l la Idl de analyses soit 7440€
Réu:ﬂh non foumis dans le kit LymphoSign

Inwitrogen ™ M-MLY Reverse Transcriplase JI76.D0€ 1 1 pléca da 200 ul 3,3¢f patient 378.00€

{200U/pL) 1.75uL fpatient

Fisher Sclanlific, ref 10338842

Invitrogen™ dNTPs sat {100mM} 267.00€/ 4 pidces (1 pidce = 4x250 UL} 0,067E/ palient 267,006

Fishar Scienlific, rel 10083252 1 ul /pelient

Invilrogen™ Random Primers 203.00€ / 9 pidces 0,226€/ petient 202,00€

Fishar Scienllfic, ref 10846313 Una pidce = 100microL (3 ugful)

1 ul_ fpatient

SALSA MLPA Bufier (180 pL) ITEMBOLL 0,30€f patient ave

MRC Helland, raf SMR33 1.5 uL fpallen

SALSA Ligase Bulfer A (380 pL) 19&/360uL 0,15€/ patent 19€

MRC Holland, ref SiR12 3 ulfpatiant

SALSA Ligase Bufler B (360 pL) 18€/3E60ul. 0,15€! padiant 19€

MRC Hollend, ref SMR13 3 uL spakient

SA1LSA Ligase-65 (115 uL} 106€115ul 0,92€f pallent 106€

MRC Holiand, ref SMR20 1 ul, /patient

Q546 Hod Sart High-Fldelity 2X Master Mix 180,00€ 7 104 runs 1.8€f patlent 180,00€

N natand Bl rof 0494 1 runipatsnt

AMPure XF (Billas magnatiques) Z50€ { 1 pibce (1 pléca =5 mL } 2,256€f patient 250€

Beckman Coulter, ref AB3080 45 ul fpatienl _

Qubit® dsDNA HE Assay Kil 112€ 100 pidces 1,12¢€/ patient 126

Fisher Sclentific, raf 106 16763 1 phica /padlant

Réactifs de séquencage 311,04€ pour 1 rnilmn de rsads 34,56/ patiant 5 commandes passées Sof

lumina MiSeq Reagent Nano Kil, v2 (300 t 1555,2€

cyeles), MS-103-1001, ref 15036522 Maxlrru.un 10 patlents ﬁuﬁncﬂsﬂmce

Tampon TE {10 mi Tris-Acetate pH 8.0, 1 mM 18.90€ / 100 mL 0,009€/ patient 18,90€

EDTA} 50 uL fpatiant

Varisble

Etharal 100% 17.24€ /1L variable 17.24€

Wariahle Utilisalion vardable

NaOH 1N 43.40€ /1L variable 43,40€
| variable Ullisation variable

Trig Butier 200 MM pH 7 141€ varlable 141€

Variable Uiilisalion varable

Eau Nucleasse Free 1426 /1L 0, 213€f patient 142€

Variabla 1.5 ml /paliend

Extraction ARN 379€ / 46 carlouches 7,9€ /patient 7€

Maxweh 16 LEYV RWA FFPE {48 carlouches) 1 cartouchsd palient

Exiraclion ARN 364€ / 1mL de Dyer2000 patienls 0.182€ /patlent I64€

QuanliFiyor RNA System E3310 (1mL} 0,5ul de Dyeipaliont

Témoin poshif ThamoFisher 12 M00uL 0,27€ /palient 123€

Total RMA Condrol (Human) 2ulf MANIPULATION

Reéfdrence : 430728 1 14main/10 pafiente

TOTAL des réactlis non fournis dans Je kit LymphoSign 53,4€ /patient 4384,77T€
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Annexe 9. Biomarqueurs pronostiques et théranostiques analysés au cours de I'étude

Parmi les marqueurs pronostiques, aucun des cas analysés n'a présenté de double expression
BCL2/MYC, que ce soit en immunohistochimie ou sur le test Lymphosign. Pour le seul cas de
LM, il n'a pas été mis en évidence de CCDC50 ni de TCL1A. La diminution de leurs expression
serait un facteur de mauvais pronostic dans les LM (57), ce qui peut étre corrélé avec le
mauvais pronostic des variants piéomorphe, et ce qui était le cas ici. Un cas de LBDGC non
GC cérébral présentait un taux élevé de MYDB88L265P. La présence d'une double mutation
avec CD79B (on rappelle que le CD79B n'est pas inclus dans le test Lymphosign) constituerait
un groupe particulier de LBDGC de type MCD (53), et serait un facteur de sensibilité a
librutinib (69). Par ailleurs, un cas de LTAI présentait une augmentation de I'expression de
XPO1. La mutation XPO1 E571K est décrite dans le PMBL, les LLC, et serait de mauvais
pronostic au cours des LT, des LM et du MM (70).

Parmi les marqueurs théranostiques, aucun cas n’a présenté d’augmentation du marqueur
BRAF pouvant éventuellement suggérer une mutation BRAFVB00E. Le LBDGC non GC
cérébral n’a pas mis en évidence d’augmentation des margueurs check point potentiellement
actionnables par des inhibiteurs (PD1, PDL1, CTLA4) (68). Dans notre étude, 3 lymphomes
(10 %) présentent une augmentation de I'expression de PD1 ; il s'agit d'un LM variant
pléomorphe, d'un LLP et d’'un LTAI Les traitements inhibiteurs ciblant le point de contrdle
immunitaire PD-1 ont récemment démontré une efficacité clinique sans précédent dans le
traitement des cancers avancés. Parmi les hémopathies malignes, son efficacité est prouvée
dans les LH (71), intéressante dans les PMBL (72} et posséde des resultats encourageants
dans les LLC, les LF (73) et les LT cutanés (68). Néanmoins, les résultats concernant les LM
ne concluent pas a une efficacité (74), alors qu'il existe peu de données sur le sujet concernant
les LLP (75). Concernant le LTAI, PD-1 joue un rdle important dans le développement et
lactivité de Tfh. PD-1 a présenté une cible candidate importante pour l'immunothérapie dans
le LTAIL. Néanmoins, certaines études ont montré que dans le LTP, PD-1 lui-méme pourrait
étre un suppresseur de tumeur (76) suggérant que ['anti-PD-1 pourrait conduire exactement &
l'opposé du résultat souhaité.



Annexe 10. Description du paysage des études moléculaires algorithmiques

Lymphopanel

DUSP22  GRE
EBERY HTLV1
ESB13 1C0s
FGFR1L 1DH2
FOXP1 10H2
FOXP3 a1
OUCL13  CXCRS
POLL NEKG
PO1 0020
TRAF1 AID
XBP1 ALK
BCMA ANDXAT
CCND1 APRIL
CCND2 BAFF
CCR4 BANK
CCR? APOWT
D10 ZAPT0
TCRd TCRg

Kie7
LAG3
LMO2
INFg
MAL
co30

pad Lymphosign

CD45R0O
CcDs
D56
D68
TCRa
SH38PS
TCL1A

TAC1
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Serment d’Hippocrate

En présence des maitres de cette école, de mes condisciples, je promets et je jure d'étre fidéle
aux lois de I'honneur et de la probité dans I'exercice de la médecine.

Je dispenserai mes soins sans distinction de race, de religion, d'idéologie ou de situation
sociale.

Admis a llintérieur des maisons, mes yeux ne verront pas ce qui s’y passe, ma langue taira les
secrets qui me seront confiés et mon état ne servira pas a corrompre les moeurs ni a favoriser
les crimes.

Je serai reconnaissant envers mes maitres, et solidaire moralement de mes confréres.
Conscient de mes responsabilités envers les patients, je continuerai a perfectionner mon
sSavoir.

Si je remplis ce serment sans I'enfreindre, qu'il me soit donné de jouir de I'estime des hommes
et de mes condisciples, si je le viole et que je me parjure, puissé-je avoir un sort contraire.



Etude de marqueurs moléculaires comme complément d’analyse dans le diagnostic des
lymphomes non-Hodgkiniens

CONTEXTE : Le diagnostic complexe des Ilymphomes nécessite une analyse
multiparamétrique  (morphologie, immunophénotypage, génétique). Malgré les
recommandations des instances scientifiques, il n’existe que trés peu d’analyses génétiques
dédiées aux lymphomes au sein du Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Limoges.

MATERIEL ET METHODES : Il s'agissait d'une étude transversale. Le test Lymphosign a été
réalisé sur 30 prélévements de lymphomes non-Hodgkiniens (LNH) diagnostiqués entre juin
2022 et avril 2023, issus du CRBioLim. L'objectif principal était la comparaison entre le
classement émis par le test Lymphosign, et le diagnostic réalisé en anatomopathologie.

RESULTATS : Il existe une concordance dans 62 % des cas, avec une bonne corrélation pour
la cellule d’origine et le grade histologique. Le test présente un intérét dans 20 % des cas,
notamment pour les échantillons d'interprétation difficile (petite taille, nécrose). Une
interprétation détaillée du BCL6, CD10, Ki67 et de la probabilité de classement en haut grade
permet d'améliorer la puissance du test pour le diagnostic des lymphomes folliculaires.

CONCLUSION : Le test Lymphosign a été mis en place avec succés au sein du CHU de
Limoges. Cette technique complémentaire permet de fournir une aide a 'anatomopathologiste
pour porter le diagnostic de LNH, & condition de confronter les résultats rendus par I'algorithme
aux données cliniques, biologiques, radiclogiques et anatomo-pathologiques.

Mots-clés : lymphome, transcriptome, algorithme, diagnostic

Study of molecular markers as a supplementary analysis in the diagnosis of non-
Hodgkin lymphomas

CONTEXT : The complex diagnosis of lymphomas requires a multiparametric analysis
(morphology, immunophenotyping, genetics). Despite the recommendations of scientific
bodies, there are very few dedicated genetic analyses for lymphomas within Limoges
university hospital.

MATERIALS AND METHODS : This was a cross-sectional study. The Lymphosign test was
performed on 30 samples from non-Hodgkin lymphomas (NHL) cases diagnosed between
June 2022 and April 2023, obtained from CRBioLim. The primary objective was to compare
the classification provided by the Lymphosign test with the pathologic diagnosis.

RESULTS : Diagnostic agreement is present in 62% of cases, with a good correlation
regarding the cell of origin and histological grade. The test is of interest in 20% of cases,
particularly for samples that are difficult to interpret (small size, necrosis). A detailed
interpretation of BCL6, CD10, Ki67, and the probability of classification as high-grade helps
enhance the test's diagnostic power for follicular lymphoma.

CONCLUSION : The Lymphosign test has been successfully implemented at Limoges
university hospital. This complementary technique helps the pathologist diagnosing NHL,
provided that the algorithm's results are compared with clinical, biological, radiological, and
anatomopathological data.

Keywords : lymphoma, transcriptome, algorithm, diagnosis



